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Résumé

Les bactéries pathogenes ont atteint des niveaux alarmants de résistance vis-a-vis de
nombreux antibiotiques. De nouveaux mécanismes de résistance apparaissent et se propagent
et I’Algérie, comme les autres pays du monde se trouve en phase de transition
épidémiologique. L’objectif de cette étude est d’évaluer les connaissances sur la résistance
bactérienne et 1'usage des antibiotiques, d’estimer la prévalence de la consommation de ces
molécules au niveau de la ville de Tébessa, et d’analyser la résistance des entérobactéries au
niveau national portant sur I’épidémiologie, les mécanismes de résistances bactériennes, ainsi
que les sources possibles de transmission de ces résistances. Sur les 207 étudiants
questionnés, 78.26% ont déclaré avoir pris des antibiotiques avec 6,76% et 32,85% des
enquétés ont rapporté négativement au respect de la dose et la durée du traitement,
respectivement. Pour ’automédication, 66.67% d’étudiants y ont eu recours et 56% de la
population n’ont pas réalisé¢ des tests afin de savoir l'origine de l'infection. L’étude des
données des pharmacies a donné un apercu sur les antibiotiques les plus consommés dont
I’Amoxicilline et I’association avec I’acide clavulanique ont arrivé en téte avec
respectivement 22.72% et 20.80%. L’analyse des données publiées entre 2010-2021, en se
focalisant sur la prévalence, ainsi que les taux des résistances des entérobactéries, a montré
une distribution non équitable et hetérogéne du nombre des études avec une tendance
d’augmentation et de concentration des recherches évaluées par paire au Nord et Centre du
pays. Sur la base de 107 articles analysés, une prédominance d’Escherichia coli d’origine
hospitaliére a été notée avec plus de 35.20%. Des résistances a la Gentamicine, I’ Amoxicilline
et I’association Amoxicilline et acide clavulanique ont été signalées dans des nombreuses
recherches dont ces résistances ont pour support les plasmides avec une dissémination
massive des enzymes de type CTX-M, TEM et SHV. L’investigation sur les résistances
bactériennes en Algérie a montré non seulement une évolution de la fréquence d’apparition
des bactéries résistantes aux antibiotiques dans le temps, mais aussi une évolution de ces
souches résistantes vers des différents types de multi-résistances.

Mots clés. Entérobactérie, Antibiotique, Algérie, Tébessa, Consommation, Résistance, CTX-
M, Amoxicilline



Abstract

Pathogenic bacteria have reached alarming levels of resistance to many antibiotics. New
resistance mechanisms are appearing/spreading and Algeria, like other countries in the world,
is in a phase of epidemiological transition. The objective of this study is to (i) evaluate
knowledge on bacterial resistance and the use of antibiotics, (ii) to estimate the prevalence of
the consumption of these molecules at the level of the city of Tebessa, and (iii) to analyze the
resistance of enterobacteria at the national level on epidemiology, bacterial resistance
mechanisms, as well as possible sources of resistance transmission. Of the 207 students
surveyed, 78.26% reported having taken antibiotics with 6.76% and 32.85% of respondents
reporting negatively on dose and duration of treatment, respectively. For self-medication,
66.67% of students have used antibiotics and 56% of the population did not perform tests to
find out the origin of the infection. The study of pharmacy data provided an overview of the
most consumed antibiotics, of which Amoxicillin and the combination with clavulanic acid
came first with 22.72% and 20.80% respectively. The analysis of data published between
2010-2021, focusing on the prevalence, as well as the rates of resistance of Enterobacteria,
showed an unequal and heterogeneous distribution of the number of studies with an
increasing trend and concentration of research in the North and Center of the country. Based
on 107 articles analyzed, a predominance of Escherichia coli of hospital origin was noted
with more than 37.57%. Resistance to Gentamicin, Amoxicillin and the combination of
Amoxicillin and clavulanic acid have been reported in numerous studies in which these
resistances are supported by plasmids with massive dissemination of enzymes of the CTX-M,
TEM and SHV type. The investigation on bacterial resistance in Algeria has shown not only
an evolution in the frequency of appearance of bacteria resistant to antibiotics over time, but
also an evolution of these resistant strains towards different types of multi-resistance.

Key words. Enterobacteriaceae, Antibiotic, Algeria, Tebessa, Consumption, Resistance,
CTX-M, Amoxicillin.
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Introduction

L'humanité est en proie a de nombreux types d'infections et de maladies causées par des
micro-organismes (Etebu et Ukpong, 2016). Les bactéries pathogénes pour ’homme font
encore des ravages. En 1995, Les maladies infecticuses ont été responsables d’un tiers (17
millions de personnes) des déces dans le monde (Zaouia, 2020) mais la découverte de la
pénicilline en 1928 par Alexander Fleming a partir d'un champignon et les découvertes
ultérieures de nombreux autres antibiotiques comme la tétracycline, la streptomycine, le
chloramphénicol, etc. a été une des principales révolutions scientifiques du 20eme siécle.
Gréace a ces medicaments « miracles » de nombreuses maladies bactériennes mortelles sont
devenues curables (Gras, 2019).

Ceci n’est plus vrai aujourd’hui car on a pris pleinement conscience de la capacité des
bactéries a développer facilement et rapidement des mécanismes de résistance nombreux et
variés (Mesaros et al. 2005). L’augmentation de cette résistance découle d'une multitude de
facteurs, notamment l'utilisation généralisee et parfois inappropriée des antimicrobiens,
l'utilisation intensive de ces agents comme activateurs de croissance dans l'alimentation
animale et, avec l'augmentation des voyages régionaux et internationaux, la facilité relative
avec laquelle les bactéries résistantes aux antimicrobiens franchissent les barriéres
géographiques (Lowy, 2003). En outre, l'exposition des bactéries aux antibiotiques a
également conduit au développement des résistances aux différents agents utilisés (Kakoullis
et al. 2021).

Les premiers cas d'émergence massive de souches résistantes ont été observés au milieu
du 20eme siecle, et depuis lors, des cas de résistance multiple aux antibiotiques ont été
signalés dans le monde entier (Perovié¢ et al.2018). Jusqu’a maintenant, cette évolution était
compensée par la mise sur le marché de nouveaux antibiotiques, mais celle-ci s’est
considérablement amenuisée laissant le risque de voir apparaitre une ére dite «post-
antibiotique».(Armand-Lefevre, 2017) comme 1’a déclaré le directeur adjoint de
l'organisation mondiale de la santé (OMS) (Dr Keiji Fukuda) : "A moins que les nombreux
acteurs concernés n'agissent de toute urgence, de maniére coordonnée, le monde se dirige vers
une ere post-antibiotique, ou des infections courantes et des plaies mineures traitées depuis
des décennies pourraient tuer a nouveau." (OMS, 2014).

Parmi les germes responsables d'infections bactériennes, les entérobactéries. Ce sont des
bacilles & Gram négatif aéro-anaérobies, hotes habituels du tube digestif de I’homme et des
mammiféeres (Maamar et al. 2019). Ces bactéries occupent une place importante en
pathologie humaine et la majorité des germes isolés au laboratoire de biologie médicale

(Paterson, 2006). Elles constituent la famille a I’origine des infections les plus fréquentes et
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Introduction

dont la mortalité est la plus élevée (Maamar et al.2019). Elles sont responsables de
nombreuses infections nosocomiales et communautaires notamment ; les infections urinaires,
les infections respiratoires et septicémies (Baba Ahmed et al.2014). Ces bactéries sont les
plus redoutables, car elles sont productrices de B-lactamases et possedent d'autres mécanismes
de résistance a de nombreux antibiotiques. La concentration importante de ces germes dans le
tube digestif, favorise I'échange et la dissémination des génes de résistance (Ebongue et
al.2015).

De nombreux pays souffrent de ce phénoméne de résistance bactérienne, et 1’Algérie
n’est pas a I’abri de ce probléme majeur de santé publique. En effet, le Réseau algérien sur la
résistance aux antimicrobiens rapporte pour I’année 2016 des taux de bactéries
multirésistantes par espece qui montrent que pratiquement une entérobactérie sur trois, soit
30,39% est productrices d’une P-lactamase a spectre élargi (BLSE) (resistancecontrol,
2018).

En Algerie, dans un contexte caractérisé par un mésusage des antibiotiques, peu de
données sont disponibles sur la consommation hospitaliere et au niveau communautaire des
antibiotiques ; paralléelement des données récentes sur les résistances aux antibiotiques
indiquent une situation inquiétante. Face a cette situation, une réflexion sur une meilleure
utilisation des antibiotiques et la mise en place d’une politique pertinente de la surveillance de
la résistance, s’est imposée afin de limiter la circulation des souches multirésistantes. Ce qui a
incité a mener une étude portant principalement sur (i) ’analyse de 1’état des lieux et la
distribution des résistances bactériennes au niveau national (ii) décrire les causes possibles et

les facteurs de la contamination de cette resistance (origine et source possible de résistance).

Objectifs spécifiques :

R/

< Evaluer les connaissances des étudiants (Sciences biologiques, université de Tébessa)

sur la résistance bactérienne et sur leurs habitudes de 1’'usage des antibiotiques.

R/

% Estimer la prévalence de consommation des antibiotiques pendant un an au niveau de
la ville de Tébessa.

*

% Analyser et déterminer la résistance des entérobactéries en Algérie, les origines et les
sources de cette résistance.

- Dans la premiere partie de ce mémoire, nous avons présenté une synthése

bibliographique en trois chapitres avec présentation du contexte du travail :



Introduction

> Le premier chapitre présente des généralités sur les entérobactéries et leur
taxonomie; le second, nous rappellerons quelques notions importantes sur
les antibiotiques et I’antibioresistance. Et un dernier, portera sur la
résistance aux antibiotiques chez un groupe sélectionné (Entérobactéries).
La deuxieme partie est celle de la méthodologie qui représente I’ossature de ce travail,
présentant les travaux par un détail méthodologique expliquant les tests et protocoles
utilisés pour atteindre les objectifs de notre travail qui consiste a réaliser :
» Une enquéte qui a lieu sur la base d’un questionnaire,
> Un recensement des données sur la consommation des antibiotiques au
milieu hospitalier, et chez les pharmacies de la ville de Tébessa,
> Une analyse systématique sur la distribution et la prévalence des résistances
bactériennes a 1’échelle nationale en se basant sur les données recueillies a
partir des études scientifiques publiées sur la résistance chez les
entérobacteries durant la période allant du 2010 au 2021.
Pour finir, une discussion des résultats a été apportée avec une conclusion et perspectives

des travaux
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1. Entérobactéries

1.1. Historique

La naissance des Enterobacteriaceae (famille) débute par la proposition d’Otto RAHN
en 1937, lorsqu’il proposa le genre d’Enterobacter qui regroupe les microorganismes
présentant des propriétés communes biochimiques et morphologiques. Parmi lesquelles on
trouve : Escherichia, Salmonella, Klebsiella, Proteus, Serratia et Shigella (William et al.
1980). Avec les travaux d’Edwards et Ewing en 1972 rapportaient 11 genres et 26 especes
dans la famille des Enterobacteriaceae. En 1973, 31 genres et 139 especes étaient caractérisés.
En 1985, Farmer et Coll décrivaient 22 genres comprenant 69 especes et 29 groupes
entériques (Habibou, 2019) et ces découvertes ont continué a se développer jusqu'a

aujourd'hui.

1.2. Définition et caracteres généraux

Les bactéries appartiennent a un vaste ensemble des micro-organismes invisibles a I’ceil
nu, constituées d’une seule cellule sans veritable noyau. Elles contiennent un seul
chromosome qui se présente sous la forme d’un long filament d’ADN pelotonné sur lui-méme
et dans leur cytoplasme de petits fragments d’ADN circulaires et les plasmides (Bourama,
2021). Malgré cette simplicité structurelle, il existe une grande diversité bactérienne et on
peut distinguer deux grandes classes des bactéries qui sont les Gram positive (peptidoglycane
est épais et riche) et les Gram négative (peptidoglycane est fin et composé en majorité de
Lipide) (Bianchi et al, 2019).

Les entérobactéries sont une grande famille de bacilles Gram-négatifs, non sporulées,
aérobies ou anaérobies facultatives, mobiles par ciliature péritriche ou immobiles (Shigella)
(Adeolu et al, 2016). La présence d'une capsule visible au microscope est habituelle chez
Klebsiella. Les entérobactéries non exigeantes se développent aisément sur milieu ordinaire,
fermentent le glucose avec ou sans production de gaz, réduisent les nitrates en nitrites
(quelques exceptions parmi Erwinia), oxydase négative et catalase positive (Barthelemy,
2016).

Les membres de ce groupe colonisent un certain nombre de niches écologiques
différentes et ont été trouvés dans le sol, I'eau et en association avec des organismes vivants,
notamment des plantes, des insectes, des animaux et des humains (Brenner et Farmer,
2005). De nombreux membres de cette famille ont été considérés comme agents pathogénes

chez I'homme et l'animal, comme l'espece Escherichia coli, Salmonella enterica et Yersinia
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pestis, et aussi économiquement phytopathogenes dévastateurs, tels que les espéces des
genres Dickeya, Pectobacterium, Brenneria, Erwinia et Pantoea (Figure 1) (Annexel)
(Adeolu et al. 2016).
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Figure 1. Structure et aspect microscopique des Enterobacteriaceae (Denis et al. 2007).

1.2.1. Caractéres antigéniques
Les entérobactéries possedent différents types d’antigéenes qui les caractérisent et
permettent aussi de faire le sérodiagnostic des infections a entérobacteéries :

» Antigene O, antigene de paroi (somatique) présent chez toutes les
entérobactéries, constitué de lipopolysaccharides (LPS) thermostables, Le LPS
posséde une fraction protéinique qui contribue a I’antigénicité, une fraction
polyosidique responsable de la spécificité de I’antigéne et une autre fraction
lipidique responsable de la toxicité (endotoxine) capable de provoquer de la
fievre, leucopénie, bradycardie, hypotension, coagulation intravasculaire

disséminée et la mort (Meziani, 2012).
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> Antigéne H, antigene flagellaire non toxique, présent chez les entérobactéries
mobiles, de nature protéique, constitué de flagelline thermolabile. 1l peut étre mis
en évidence par agglutination avec des sérums spécifiques (Fatnassi ,2020).

> Antigéne K ou antigene Vi, antigéne de capsule ou d’enveloppe, de nature
polysaccharidique, il peut masquer ’antigéne O (Avril et al. 2000).

> Antigéne de Kunin (ECA) ou de I’anglais (Enterobacteriaceae common antigen),
il est constitué d’un glycophospholipide spécifique des entérobactéries (Douhan,
2021).

> Antigéne d’adhésines (fimbriae ou pili) sont des hétéropolyméres d’environ 1um

de longueur et de 5 810 nm de diamétre (Kaper et al. 2004).

1.2.2. Mise en culture et caractéres physiologiques des entérobactéries

Les entérobactéries poussent facilement sur milieux ordinaires en 24 heures a 37°C en
aerobiose et en anaérobiose (Niandou, 2005). Les besoins nutritionnels de cette famille sont
généralement réduits, la plupart se multiplient en milieu synthétique avec une source de
carbone simple comme les milieux a base du glucose (Hayette et al, 2010). Ce sont des
germes mésophiles et neutrophiles (pH optimum voisin de 5,5 - 8) et ils sont assez tolérants
aux variations de la pression osmotique. Ainsi, on distingue 5 types de colonies : Colonies S
(smooth), arrondies, lisses, humides, blanches ou translucides, de 2 a 4 mm de diamétre.
Colonies R (rugueuses), seches a contours irréguliers et mates (bactéries vieillies ou
anormales), colonies M (muqueuses), grosses colonies plus ou moins confluentes (Klebsiella
spp.) (Victonie, 2016). Et des colonies envahissantes ou nappantes, formation d’un tapis
uniforme (Proteus), colonies naines, elles s’observent avec des souches déficientes dans

certaines de leurs chaines métaboliques (Fatnassi, 2020).
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Figure 2 : Aspect macroscopique de quelques colonies des entérobactéries. A : Colonie S
(Serratia marcescens) B : colonie M (Klebsiella pneumoniae) (microbiologiemédicale.fr, 2022)

C : colonie R (Salmonella pneumoniae) (Alnaji, 2018), D : colonie envahissantes (Proteus.mirabilis)
(Schaffer et al. 2017).

1.3. Identification des entérobactéries

1.3.1. Identification biochimique

Avant le début du 20e siécle, des efforts ont été faits pour trouver des substrats
biochimiques qui permettraient de différenciées les genres de groupe des gram-négatifs
(O’hara, 2005). L’identification du genre et d’espéce bactérienne repose d’abord sur I’étude
des caractéres biochimiques, qui sont le test de l'utilisation du citrate de Simmons (CS)
comme seule source de carbone, la production d'uréase, la possibilité et la capacité de
fermenter le glucose, la capacité a réduire les nitrates en nitrite, la fermentation du lactose, la
production d'indole, la production d'acétoine, la désamination du tryptophane (TDA) (Avril et
al. 2000).

A) Recherche de I’acétoine ou Réaction de VVoges-Proskauer (VP)

La formation de I’acétylméthyl carbinol (AMC) ou acétoine se fait soit a partir de deux
molécules d’acide pyruvique, soit a partir du glucose. En présence d’une base forte, ’acétoine
donne une coloration rouge en milieu trés oxygéné (Avril et al. 2000). Les entérobactéries
des genres Klebsiella, Enterobacter et Serratia produisent de I'acétoine, test VP + (Lanotte et
al. 2011).

10
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B) Fermentation des sucres, production du sulfure d’hydrogéne et de gaz

Le milieu de culture Kligler-Hajna permettant la recherche de l'activité fermentaire du
glucose et du lactose ; la production du sulfure d’hydrogéne (H2S), aussi la production de gaz
chez les entérobactéries (Avril et al. 2000). Le milieu est ensemencé avec la souche a étudier
en effectuant des stries a la surface de la pente de la gélose, puis le culot est ensemencé par
piqlre centrale. Les bactéries acidifient le glucose en anaérobiose relative (culot) (le culot vire
vers le jaune chez les entérobactéries).Si le germe n'utilise pas le lactose, la pente devient
rouge par réalcalinisation du milieu due a la formation de produits alcalins provenant de la
dégradation des acides aminés (Proteus). Si les bactéries utilisent le lactose en aérobiose
relative (pente), il y a virage de la pente vers le jaune (Escherichia coli) (Figure 2) (Annexe
02) .Par ailleurs, la production de sulfure d’hydrogéne est mise en évidence par une coloration
noire dans le culot avec la présence de bulles d’air ou le décollement du culot indique la
production de gaz. Salmonella Typhimurium, par exemple, est H2S positif, Alors qu’E. coli est
H>S négatif (Lanotte et al. 2011).

C) Recherche de mobilité

Le mannitol a été utilisé pour identifier la mobilité, elle est definie lorsque le milieu
ensemence par pigdre centrale et I'indicateur coloré passe du rouge au jaune (acidification du
milieu), ainsi lorsqu’un trouble envahissent toute la largeur de la gélose de part et d'autre de la
piqglre centrale, alors qu'une bactérie immobile ne se développe que le long de la pigdre
(Lanotte et al. 2011).

D) ONPG

Il s'agit de la recherche d'une B -galactosidase qui dégrade le lactose en galactose et
glucose. 1l peut étre réalisé en mettant en contact une suspension bactérienne épaisse en eau
physiologique avec un disque d'ONPG, Apres une mise a I'étuve a 37°C pendant 18 heures, il
y’a une apparition d'une coloration jaune (Lanotte et al. 2011). Les entérobactéries ONPG
négatives sont Salmonella, Shigella (certaines espéces) et Proteus. Enterobacter et

Escherichia coli possédent une p —galactosidase (Boadi et al. 2010)

11



Chapitre 1 Généralités sur les entérobactéries

E) Recherche de la production d’indole

La production d'indole par hydrolyse du tryptophane peut étre effectuée a partir d'une
culture de 24 heures de la souche a étudier en milieu de Ferguson ou en eau peptonée
dépourvue d'indole (Lanotte et al. 2011). L'indole produit donne une coloration rouge en
présence du réactif de Kovacs (para-diméthylaminobenzaldéhyde + alcool isoamylique) , c'est

le cas avec E. coli.

F) Recherche d'une Uréase

La recherche d'une uréase s'effectue en milieu urée tryptophane (improprement appelé
milieu urée-indole). Ce milieu contient du tryptophane, de l'urée et du rouge de phénol
comme indicateur de pH. Les bactéries possedent une enzyme active appelée l'uréase, cette
enzyme scinde l'urée en dioxyde de carbone (CO2) et en ammoniaque (NHz) et la
combinaison de ces deux substances donne du carbonate d’ammonium ((NH4)2.COz3). Le
carbonate d’ammonium change le pH du milieu et devient alcalin, ce qui se traduit par le

virage de I’indicateur coloré de I’orange vers le rose (Avril et al. 2000).

G) Recherche de tryptophane désaminase

A partir du milieu de Ferguson contenant du tryptophane, du rouge de phénol et de
I'urée, il est possible de mettre en évidence une activité tryptophane désaminase (TDA). Une
suspension bactérienne dense dans un milieu de Ferguson permet, apres incubation a 37 °C
pendant 18 heures et ajout d'une goutte de Perchlorure de fer a 30 %, de mettre en évidence
une coloration brune si la bactérie testée est dite TDA (+) exemple de Proteus, Providencia et
Morganella (Lanotte et al. 2011).

H) Utilisation du citrate comme unique source de carbone

L’utilisation du CS (Citrate de Simmons) comme seule source de carbone par les
bactéries se traduit par un changement du potentiel d’hydrogene (pH) vers une alcalinisation
du milieu qui correspond au virage de I’indicateur coloré du vert au bleu (Avril et al, 2000).
A titre d’exemple, I’espéce Klebsiella pneumoniae entraine une croissance et une coloration

bleue du milieu.
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J) Tests antigéniques

Pour l’identification antigénique, plusieurs techniques qui ont débouché sur des
applications de routine, voire sur la commercialisation de réactifs tout préts, utilisent
I'immunofluorescence, I'immunocapture, la contre-immunoélectrophorese, I'agglutination par
exemple, le sérodiagnostic de Widal-Felix pour le diagnostic des fiévres typhoides et les

techniques immuno-enzymatiques (ELISA) (Denis et Ploy, 2011).

Tableau 1. Caractéres biochimiques de quelques entérobactéries (Habibou, 2019).

Mobilitt Glu Lac ONPG VP Indole Citrate Uréase H-S

Escherichia + + +H- o+ . + - - -
Citrobacter + + + + - - + - +/-
Enterobacter | + + + + + - + - -
Klebsiella - + + + +H- - (+) +/- +/- -
Serratia + - - + + - + - -
Salmonella + + - + - - +/- - +/-
Shigella - + - +/- . +/- - - -
Proteus + + - - - +/- +/- + +/-
Yersinia + - = + - +/- - -(+) -
Morganella + + - - - + - + .
Providencia + + - - - +/- + +/- -

ONPG = Ortho NitroPhenyl Galactoside ; VP = Voges Proskauer ; TDA = Tryptophane desaminase ; H2S =
Hydrogéne sulfureux ; Glu =Glucose ; Lac = Lactose ; (+) = positif ; (+/-) = variable ; (-) = négatif ; -(+) = en

général négatif — exceptionnellement positif tard.

1.3.1.2. Microgaleries et automates d’identification biochimique.

Actuellement on utilise des systéemes de micro-tests préts a I'emploi permettant la
réalisation des tests biochimiques d’identification facile de 1’espéce , et aussi I’utilisation ou
non des différents substrats par la bactérie sera détectée par différentes mesures toutes
automatisables (les plaques du MicroScan®, les cartes du Vitek® 2 ou les galeries du
Phoenix®, API®) (Riege et al. 2016 ). Par exemples, la galerie d’identification API20E, est
un systeme standardisé pour l'identification des Enterobacteriaceae et autres bacilles a Gram
négatif. Le systtme API® est une version miniaturisée et standardisée des techniques

biochimiques conventionnelles pour 1’identification des bactéries (Biomérieux, 2010). La

13



Chapitre 1 Généralités sur les entérobactéries

galerie API20E comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés, Ces microtubes
sont inoculés avec une suspension bactérienne. Les tests et les réactions produites pendant la
période d'incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par l'addition
de réactifs. La lecture de ces réactions se fait a l'aide du Tableau de Lecture, et I'identification
est obtenue a l'aide du Catalogue Analytique ou d'un logiciel d’identification (Aniambossou,
2016) (Figure 3) (Annexe03).

1.3.2. Identification moléculaire

L identification des bactéries par biologie moléculaire débute dans les années 1980 et a
pris une importance considérable dans le diagnostic bactériologique (Roux et Rolain, 2020).
Ces techniques réalisées pour identifier des bactéries soit a partir d’un isolat bactérien par la
spectrométrie de masse MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Désorption lonisation-Time-of-
Flight) est apparue comme une nouvelle technique pour I’identification des espéces
bactérienne par comparaison des profils de pics protéiques obtenus avec ceux inclus dans une
banque de profils. Cette méthode a été utilisee pour faciliter la détection et 1’identification des
especes de Salmonella et du complexe Enterobacter cloacae (Douhan, 2021). Soit
directement a partir d’un prélévement biologique en ciblant des geénes spécifiques d’une
espece donnée par polymérase Chain réaction (PCR) en temps réel (Costa et al. 2014). Ou
par le séquencage des génes codant 16S ARNr qui sont un fragment genetique idéal a utiliser
dans l'identification, la comparaison et la classification phylogénétique des bactéries (Woese,
1987). En outre, I’identification et le séquencage des genes de ménage pour un groupe de
bactéries peut Etre basée sur la comparaison des séquences d’un seul géne comme par
exemple rpoB, gyrB (codant la sous-unité B de I’ADN gyrase) , mais de plus en plus souvent,
la combinaison des informations apportées par un séquencage de plusieurs fragments de génes
(Multilocus Sequence Analysis [MLSA]) (Roux et Rolain, 2020)

Ils existent quelques limites a l'identification bactérienne, en particulier pour les
entérobactéries, ceci nous a amené a développer le gene rpoB qui est un outil plus performant
que l'outil 16S rARN pour l'identification des entérobactéries (Drancouri, 1998). De plus,
MLVA (Multiple Locus Variable Number Tandem Repeats Analysis) est basée sur des
élements d'’ADN répétitifs organisés en tandem. Les erreurs de réplication de I'ADN, telles
que les mésappariements de brins glissés, génerent une diversité dans le nombre de répétitions
en tandem observées parmi les souches de la méme espece. MLV A détermine le nombre de

répétitions en tandem, ou d'unités de copie, a plusieurs locus de répétition en tandem a
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nombre variable (VNTR) dans le génome (Nadon et al. 2013). La comparaison de la taille
des fragments amplifiés par PCR peut étre effectuée aprés migration sur gel d’agarose ou
apres séquengage, cette approche a également été utilisée récemment pour le typage d’isolats
de Yersinia pestis (Roux et Rolain, 2020).

Ces méthodes sont non seulement plus rapides et plus précises que les méthodes
conventionnelles, mais permet également d'identifier les souches qui sont difficiles a cultiver

en laboratoire.

1.4. Taxonomie

Les techniques de taxonomie bactérienne ont évolué en fonction du développement des
méthodes biochimiques et moléculaires ainsi que I’invention de I’outil informatique. On
distingue différentes périodes au cours desquelles a été utilisée une taxonomie phénotypique,
une taxonomie numeérique, une taxonomie phylogénéetique et une taxonomie mixte et
consensuelle, tous ces multiplication pour donner a la fin une classification parfaite
(Stackebrandt, 2003).

Les entérobacteries constituent un grand groupe de bactéries ayant une forte similitude.
Depuis I'enfance de cette famille a la fin des années 1930 jusqu'a la fin des années 1980, le
principal moyen d'identifier initialement les taxons potentiels (genres, especes) résidant dans
les entérobactéries était une série de propriétés collectives presque exclusivement associées a
cette famille. Ces marqueurs taxonomiques étaient des éléments clés dans la reconnaissance
de souches inhabituelles, de nouveaux biotypes ou d'espéces génomiques potentiellement sans
nom avant de déterminer la parenté génétique. Les traits utilisés a cette fin ont été
progressivement élargis et affinés au fil du temps et ont contribué a définir la famille d'un
point de vue taxonomique. (Janda, Abbottb.2021)

Historiquement, la différenciation des membres de cette famille a été basée sur des
caractéristiques biochimiques ; avec l'utilisation de tests miniaturisés qui contiennent diverses
sources de carbone et d'azote .Plus récemment, I’identification des entérobactéries est basée
sur des marqueurs géenétiques tels que MLSA et I'analyse de la séquence du géne ARNr 16S.
Cependant, dans certains cas, le faible pouvoir discriminant de I'analyse de cette séquence
rend nécessaire l'utilisation de techniques d'identification supplémentaires de sorte que la
taxonomie des entérobactéries a subi des changements répétés (Morales-Ldpez et al. 2019).

Mais le principal changement dans sa classification taxonomique est intervenu en 2016,

lorsque Adeolu et al ont réalisé des analyses génomiques comparatives completes des
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membres de l'ordre des entérobactérales, qui comprennent des reconstructions
phylogénétiques basées sur 1548 protéines de base, 53 protéines ribosomiques et quatre
protéines d'analyse de séquences multilocus, ainsi que I'examen de la similarité globale du
génome parmi les membres de cet ordre. Les résultats de ces analyses soutiennent tous
I'existence de sept groupes de genres monophylétiques distincts au sein de l'ordre des
«Enterobacterales » (Janda et Abbottb, 2021). En parallele, les analyses des séquences
protéiques des génomes des « Enterobacterales » ont identifié de nombreuses caractéristiques
moléculaires sous forme d'insertions/délétions de signature conservées, qui sont
specifiquement partagées par les membres des clades identifiés et soutiennent
indépendamment leur monophylie et leur distinction (Gupta, 2014 ; Gupta, 2016 ; Naushad
et al. 2014). Beaucoup de ces groupements, en partie ou en totalité, ont été reconnus dans des
études évolutives antérieures, mais n'ont pas eté systématiquement résolus en tant qu'entites
monophylétiques dans les arbres génétiques de I'ARNr 16S (Adeolu et al.2016). De ce fait,
ils ont proposé que l'ordre des Enterobacteriales, qui jusque-la, ne possédait qu'une seule
famille d'Enterobacteriaceae a changé son nom pour ordonner les Enterobacteriales, et il
serait divisé en sept familles : les Enterobacteriaceae (Morales-Lopez et al. 2019),
Erwiniaceae Fam nov., Pectobacteriaceae Fam. nov., Yersiniaceae Fam. nov., Hafniaceae
Fam. nov., Famille des Morganellaceae. Nov. et Budviciaceae Fam. nov. La plupart des
genres de l'ordre des Enterobacteriales, qui englobent plus de 250 especes, sont placés dans la
seule famille dont le nom a été valablement publié au sein de l'ordre, les Enterobacteriaceae ,
Cette famille contient 60 genres y compris le genre Chania récemment décrit (Ee et al., 2016)
et un genre supplémentaire dont le nom n'est pas encore validement publié 'Atlantibacter’
(Hata et al., 2016 ) (Figure 4)(Annexe 4).

Dans le cas des entérobactéries, la DDH (Hybridation ADN-ADN) a montré que la
teneur en G+C a une large gamme (38 a 60 % molaire), ce qui n'est pas typiquement trouvé
pour les familles phylogénétiquement "serrées”. La famille des Moraxellaceae, par exemple,
présente une teneur en G+C beaucoup plus étroite, de 38 a 50 % en moles. Cependant, la
plupart des genres de la famille des Enterobacteriaceae ont une teneur en G+C de 49 a 59 %
molaires, ce qui correspond davantage a dautres familles contenant des genres

phylogénétiquement apparentés (Janda, Abbottb, 2021).
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Tableau 2. Classification de la famille Enterobacteriaceae et ses différents genres
(LPSN, 2022).

Régne Procaryote

Domaine Bacteria

Phylum Proteobacteria

Classe Gamma-proteobacteria

Ordre Enterobacterale

Famille Enterobacteriaceae

Genres Buttiauxella, Cedecea, cronobacter, Cronobacter, Enterobacillus,

Enterobacter, Escherichia, Fraconibacter, Gibbsiella, Intestinirhabdus,
Izhakiella, Klebsiella, Kluyvera, kosakonia, Leclercia, Lelliottia,
Limnobaculum, Mangrovibacter, Phytobater, Plesiomonas carrig,
Pluralibacter, Pseudescherichia, Pseudocitrobacter, Raoultella,
Rosenbergiella, Saccharobcter, Salmonella, Scandinavium, Shigella,
Schimwellia, Siccibacter, Trabulsiella, Yokenella.
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Chapitre 2 Antibiotiques et antibiorésistance

1. Historique

Les antibiotiques existent depuis qu'un célébre scientifique, Alexander Fleming a
découvert l'origine d'un antibiotique trés courant appelé pénicilline en 1928. Fleming
travaillait sur des bactéries staphylococciques et a découvert qu'une de ses boites de Pétri était
contaminée par des moisissures (Tan et Tatsumara, 2015), penicillium notatum. La
contamination d'un plat de pétri, fait banal dans la vie d'un microbiologiste, permit a
Fleming d'observer que la bactérie ne poussait plus dans la zone ou se développait la
moisissure. Fleming soupconna fort justement que celle-ci sécrétait une substance
inhibitrice qu'il nomma pénicilline. Cela a conduit a la découverte de la pénicilline et de
nombreux autres antibiotiques utilisés dans les thérapies cliniques (Nounsi ,2019).

Pendant I'age d'or entre les années 1940 et 1970, vingt nouvelles classes d'antibiotiques
avec divers mécanisme d'action ont été decouvertes (Durand et al .2019). La majorité ont eté
isolés a partir de sources naturelles. Les principales sources étaient des actinomycetes, des
champignons et d'autres bactéries. (Perry, 2021). Quelques années apres le premier essali
clinique de la pénicilline sur 'nomme, la streptomycine a été découverte (Etebu et Ukpong,
2016). Depuis lors, la microbiologie, la médecine et la chimie font d’immenses progres, ce
qui permet d’enchainer les découvertes scientifiques et on découvre de nouvelles thérapies

(Fosseprez, 2013).

2. Définition

Le mot antibiotique vient du grec "anti" qui signifie contre et "bios" qui signifie la vie.
On peut ainsi traduire celui-ci comme contre la vie. (Konaté, 2021).Un antibiotique se définit
comme étant : substance chimiquement hétérogene produite par un micro-organisme tels que
des bactéries ou des champignons, ou une substance similaire (produite totalement ou
partiellement par synthése chimique), capables, a faible concentration, d'inhiber la croissance
d'un autre organisme (effet bacteriostatique) ou de le détruire (effet bactéricide). Pour exercer
leur action, ils doivent se lier a des cibles moléculaires spécifiques le plus souvent
intracellulaires (Leclercq et al .2006)

Les antibiotiques les plus utilisés pour lutter contre les infections humaines interferent
avec les réactions structurales ou physiologiques qui sont particulieres aux pathogenes

infectieux. Ceci est possible car les bactéries sont physiologiquement tres différentes des
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eucaryotes. Par conséquent, les antibiotiques peuvent exploiter ces différences et détruire les

«envahisseurs » sans dommages significatifs a ’hote humain (Goro, 2021).

3. Classification des antibiotiques
La diversité et la complexité des antibiotiques imposent la nécessité de les classer selon

plusieurs critéres.

3.1. Mécanisme d'action

Les agents antimicrobiens ont été classés en fonction de leur mécanisme d'action, de leur
structure chimique ou de leur spectre d'activité. Le mode d'action principal est l'inhibition
d'étapes vitales dans la croissance ou la fonction du micro-organisme. Ces étapes
comprennent l'inhibition de la synthése de la paroi cellulaire bactérienne, l'inhibition de la
synthese des proteines, I'inhibition de la synthése des acides nucléiques ou la perturbation de
la fonction de la membrane cellulaire (Sabundayo et Calderdn ,2007).

Enzyme produisant
7 de l'ac¢ide fO'lQUe Plasmide

| Paroi
| bactérienne

Membrane| N — Pro‘t‘éme
cytoplasmique ) ‘

AADN

Figure 3. Différents modes d’action des antibiotiques (Koullikoff, 2017).

3.1.1. Antibiotiques inhibiteurs de la synthese de peptidoglycane

A T'inverse des cellules eucaryotes animales, les bactéries sont entourées d'une paroi
composeée principalement de peptidoglycane ; un polymére de sucres réticulé par des ponts de
nature peptidique. Plusieurs classes d'antibiotiques prennent pour cible des enzymes

intervenant dans la synthése de cette paroi (Van Bambeke et Pharm, 2007).
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A. Les béta-lactamines

Elles se caractérisent par un élément structural commun : noyau béta-lactame. Cet
hétérocycle tétragonal est essentiel pour I’activité biologique et gouverne toute la chimie des
antibiotiqgues de cette famille. (Konaté ,2021). Les béta-lactamines inhibent les
transpeptidases et les carboxypeptidases parce qu'elles possédent une analogie structurale
avec le substrat naturel de ces enzymes et se fixent par une liaison covalente sur des cibles
specifiques, les PLP (protéine de liaison a la pénicilline) ce qui inhibe la transpeptidation et la
synthése du peptidoglycane. Une fois fixé sur les PLP, les béta-lactamines provoquent une
déstructuration du peptidoglycane et la libération de I'acide lipoteichoique (Goro, 2021), ce
sont donc des antibiotiques bactéricides. Cette bactéricidie résulte d’une lyse bactérienne
conséquence de I’activation des enzymes auto-lytiques de la bactérie qui s’ajoute a

I’inhibition de la synthése du peptidoglycane (Konate, 2021)

B. Les polypeptides

Les polypeptides semblent étre bactéricides au lieu de bactériostatiques a large spectre,
(Bensghir et Kdya ,2020).Ce sont des heptapeptides dont la structure de base est tres voisine.
Leur spectre est étroit et limité aux bactéries a gram positif en particulier les staphylocoques

des infections graves (Konaté, 2021)

3.1.2. Antibiotiques inhibiteurs de la synthese des protéines

Le ribosome bactérien est la cible, les antibiotiques de cette classe provoquent I’arrét
plus ou moins efficace brutale de la synthese protéique. On citera I’inhibition des liaisons
peptidiques, D’inhibition de 1’¢longation protéique, I’inhibition de la translocation ou ;
I’inhibition des étapes post-translocation (Kadidia, 2020). Ce sont les plus nombreux,

comprenant les aminosides, les macrolides, les cyclines, et I’acide fusidique (Adebo, 2019).

A. Aminosides

Ce sont des antibiotiques rapidement bactéricides. Il existe plusieurs centaines de
molécules naturelles et hémi-synthétiques. Ce sont des hétérosides naturels formés par un ou
plusieurs glycosides liés a un aminocyclitol (Yala et al. 2001). Les aminosides agissent en se
liant principalement & I’ARN ribosomal 16S de la sous-unité 30S et/ou 50S du ribosome

bactérien, altérant ainsi la synthése protéique de la paroi bactérienne (Bourdon, 2011).
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B. Macrolides

Les macrolides sont des antibiotiques des bactériostatiques qui inhibent la synthése
protéique bactérienne en se fixant sur l'unité 50S du ribosome. (Ziadi, 2011). lls sont
caracterisés par un anneau macrocyclique lactonique oxygéné auquel sont liés deux sucres par
des liaisons glycosidiques (Konaté, 2021). Ils possedent un noyau lactone central qui est a la
base de leur classification, selon le nombre d'atomes de carbone. Ce sont des molécules
lipophiles (Yala et al. 2001).

C. Phénicoles

Leur structure est phénylpropanique dont la chaine hydroxylée comporte une fonction
acétamide (Konaté, 2021). Ce sont des bactériostatiques a large spectre, ils agissent au niveau
de la sous unité 50S du ribosome, ceci a pour conséquence une inhibition de la synthése des
proteines (Ziadi, 2011).

D. Cyclines

Ils possédent tous un noyau a quatre cycles de type « naphtacene carboxamide » sur
lequel divers radicaux viennent se substituer sur les carbones du systeme cyclique (Konatg,
2021). Les tétracyclines sont des molécules bactériostatiques a trés large spectre qui inhibent
la traduction en se fixant sur la sous-unité 30S du ribosome et bloque ainsi la croissance
bactérienne (Oberlé, 2012 ; Lavigne, 2007).

E. Streptogramines ou Synergistines

Les Synergistines agissent au niveau du ribosome bactérien en induisant une inhibition
de la synthése protéique bactérienne (Buxeraud et Faure, 2016). Deux streptogramines sont
utilisés : la pristinamycine et la quinupristine-dalfopristine (Leclercq, 2002).La structure des
synergistines est complexe, elle comprend les streptogrammes du groupe A composés de
peptolides macrocycliques insaturés subdivisés en fraction Il a et Il b ou Ml et M2, les
streptogramines du groupe B composés de polypeptides subdivisés en plusieurs facteurs
(Yala et al. 2001).

3.1.3. Antibiotiques inhibiteurs de la synthese de la membrane
Les polymyxines sont des antibiotiques produits naturellement par Paenibacillus
polymyxa. Deux classe uniqguement sont utilisées en clinique, ce sont la polymyxine B et de la

polymyxine E aussi appelée colistine. Ces molécules, ayant des propriétés hydrophiles et
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lipophiles, déstabilisent les membranes bactériennes en se fixant au lipide A (constituant du
lipopolysaccharide) ce qui aboutit a la perméabilisation de la membrane externe. Les
polymyxines ayant atteint I’espace périplasmique vont lyser également la membrane interne.

L’efficacité des polymyxines n’est déterminée que sur les bactéries a Gram négatif (Boutal,

2017).

3.1.4. Antibiotiques inhibiteurs de la synthése des acides nucléiques et de leurs
précurseurs
Les antibiotiques inhibant la synthése des acides nucléiques peuvent agir a différents
niveau (Mazri, 2015) :
e Les sulfamides et triméthoprimes inhibent la biosynthése de I’acide tétra -
hydrofolique, précurseur des bases puriques et pyrimidiques.
e Les quinolones inhibent la réplication de I’ADN, en agissant sur 'ADNgyrase ainsi
que les topoisomerases.

e Les rifamycines agissent sur I’ARN polymérase et empéchent la transcription de

I’ADN.

3.1.5. Antibiotiques inhibiteurs de voies métaboliques :

Ils agissent en tant qu’antimétabolites bactériens (c'est-a-dire au niveau des étapes du
métabolisme intermédiaire des bactéries), par exemple ; agisse sur le métabolisme de I’acide
folique (Bergogne-Bérézin, 2006). La capacité des bactéries a s’adapter aux différentes
conditions des milieux nutritifs est le résultat d’'un ensemble de voies métaboliques tres
variées. Malgré ce fait, le nombre de molécules dantibiotiques agissant a ce niveau et

utilisables en clinique est trés réduit (Van Bambeke et Pharm, 2007).

e Sulfamides
En raison de la similitude de leur structure avec celle de 1’acide para-amino-benzoique, les
sulfamides se comportent comme inhibiteurs compétitifs de ce dernier dans la synthése des
folates. lls bloguent la dihydroptéroate synthétase (DHPS). Rappelons que le role des folates
est fondamental dans les réactions de transfert des radicaux monocarbonés (formyl,
formaldéhyde, hydroxy méthyl), réactions en pratique essentielles pour la synthése des bases

puriques et de la thymidine, donc des acides nucléiques, de la méthionine, de I’acide
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glutamique. Le spectre d’activité est théoriquement large pour la majorité des bactéries a

Gram positif et négatif (Goro, 2021).

Tableau 3. Antibiotiques et mécanismes de résistance (Dominguez et al. 2019)

Classe d'antibiotique

Antibiotiques

Mode d'action

Mécanisme de résistance

Aminoglycosides

Amikacine
Gentamicine
Kanamycine
Streptomycine

Tobramycine

Inhibition de
synthése protéique

(traduction)

Enzymes modificatrices
(phosphorylation,
acétylation,
nucléotidylation)

Cible ribosomique
altéreée.

Absorption réduite

(efflux)
. . — Inhibition de
béta-lactamines Penicilline synthése de Cible altérée (PBP2a)
Cephalosporines peptidoglycane | v qrolyse (beta-
lactamase
Carbapénemes )
Monobactames Perméabilité réduite
(efflux)
Inhibition de

Fluoroquinolones

Ciprofloxacine
Ofloxacine
Levofloxacine

Sparfloxacine

réplication d'ADN

Acétylation
Efflux

ADN gyrase altérée

Inhibiteurs de Folate

Trimethoprime

Sulfamides

Inhibition de
synthese d'acide
folique

Efflux

Nouvelles enzymes
cibles
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Glycopeptides Vancomycine Inhibition de Modification de la cible
] ] synthése de (reprogrammer la
Teicoplanine peptidoglycane biosynthése de
peptidoglycane)
Macrolides Erythromycine . Enzymes modificatrices
|ﬂh|b|\t|0n de ) (glycosylation,
Clarithromycine synthese proteique | ynosnhorylation)
(traduction)
Azithromycine Efflux
Cible ribosomale altérée
Hydrolyse
Rifamycines Rifampicine ARN polymérase altérée

Inhibition de
synthese d'ARN
(transcription)

ADP-ribosylation
Efflux

Tétracyclines

Tétracycline
Doxycycline
Minocycline

Tigecycline

Inhibition de
synthese protéique

(traduction)

Cible ribosomale altérée
Efflux

Monooxygénation

4. Résistance bactérienne aux antibiotiques

L’introduction de chaque nouvelle classe d’antibiotique a été suivie de I’émergence de

nouvelles souches de bactéries résistantes a cette classe.

4.1.0rigine de la résistance
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Les antibiotiques sont définis comme des composes capables d'inhiber efficacement la
croissance des micro-organismes. Cependant, l'utilisation accrue des antibiotiques dans la
pratique clinique a rapidement été suivie par I'émergence d'une résistance aux antibiotiques.
En effet, une résistance a commencé a apparaitre dans les organismes cibles quelques années
apres leur introduction dans la pratigue médicale (Scheffler et al. 2013). Des souches
résistantes sont apparues tres rapidement pour chaque nouvel antibiotique, et ce, quel que soit
le mécanisme développé (Lai, 2013). Les souches résistantes aux médicaments sont d'abord
apparues dans les hopitaux, ou la plupart des antibiotiques étaient utilisés (Levy, 1998). La
premiere population résistante a été celle du Staphylococcus aureus a la pénicilline G passant
de 8% en 1945 a 60% en 1949 (Bush, 2004).

oo R o sy

w m w Vancomycin | imipenim and ceftazidime w w
* *

—- > * s & — 2

830 1950 Yoe0 ! Y

i

! 2000

Pan Drug
Acinetobacter and Pseudomonas
Pan drug resistance
Entero - bacteriaceae
Resistance Development

Figure 4. chronologie des resistances. (Zainab et al ,2020)

Il a été signalé par Zaman et al. 2017 que la résistance aux antibiotiques se produit
lorsqu'un médicament perd sa capacité a inhiber efficacement la croissance bactérienne. Les
bactéries deviennent « résistantes » et continuent a se multiplier en présence de celui-ci. Selon
I'OMS, la résistance aux antibiotiques est l'une des plus grandes menaces pour la santé
publique dans le monde. Les infections comme la pneumonie, la gonorrhée, la tuberculose et
la salmonellose sont de plus en plus difficiles a traiter en raison de ce probléeme (OMS, 2017).

L'évolution d'espéces bactériennes résistantes découle d'une multitude de facteurs qui incluent

26

.--------_----------------;‘:'--------_----



Chapitre 2 Antibiotiques et antibiorésistance

l'utilisation répandue et parfois inappropriée et la prescription excessive d'antibiotiques,
I'utilisation de doses insuffisantes, les attitudes irrationnelles des prescripteurs, les demandes
des patients. Ainsi, l'utilisation extensive de ces agents comme activateurs de croissance dans
I'alimentation animale et l'augmentation des voyages régionaux et internationaux, Tous ces
facteurs ont conduit au développement des bactéries pathogénes résistantes aux agents
antimicrobiens et a la persistance de cette résistance. En raison de cette situation grave et
menacante, ’OMS a récemment publi¢ une liste des dix principales bactéries multirésistantes
pour lesquelles de nouveaux types d’antibiotiques devraient étre développés en priorité (Egli
et al .2018).

Tableau 4. Liste prioritaire de 'OMS pour les bactéries multi-résistantes (OMS, 2017)

Statut de priorité Pathogene

Priorité 1 : critique Acinetobacter baumannii,
résistants aux carbapénemes

Pseudomonas aeruginosa,
résistants aux carbapénemes

Enterobacteriaceae,
résistants aux carbapénemes ou producteurs de BLSE

Priorité 2 : élevée Enterococcus faecium,
résistants a la vancomycine

Staphylococcus aureus,
résistants a la méticilline, résistance intermédiaire ou compléte a la vancomy

Helicobacter pylori,
résistants a la clarithromycine

Campylobacter spp.,
résistants aux fluoroquinolones

Salmonella spp.,
résistants aux fluoroquinolones

Neisseria gonorrhoeae,
résistants aux céphalosporines

Priorité 3 : intermédiaire Streptococcous pneumoniae,
insensibles a la penicillin
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Haemophilus influenzae,
résistants a ’ampicilline

Shigella spp.,
résistants aux fluoroquinolones

L’origine de la montée des résistances est probablement multifactorielle. En premier
lieu, il faut rappeler que les espéces vivantes sont caractérisées par une grande capacité
d’adaptation aux changements d’environnement grace aux processus de mutation et/ou
d’acquisition de génes exogenes suivis d’un processus de sélection. En tant que population,
elles ont un potentiel élevé de résistance vis-a-vis de tout produit destiné a les détruire
(Mesaros et al.2005). 1l existe deux types de résistances des bactéries aux antibiotiques : la

résistance naturelle (innee) ou acquise.

4.1. La résistance naturelle ou insensibilité

C'est un caractere qui fait partie du patrimoine génétique de I’espéce et est donc
présente chez toutes les souches d’une méme espéce. Elle constitue un caractere
d’identification des bactéries et détermine le phénotype « sauvage » des bactéries (Saadoun,
2020). La résistance bactérienne naturelle est permanente et d’origine chromosomique,
héréditaire, elle est transmise a la descendance (transmission verticale) lors de la division
cellulaire, mais elle n’est pas transférable d’une bactérie a ’autre (transmission horizontale)
(Bensghir et Kdya, 2020). Elle est censée préexister a 1’'usage des antibiotiques et peut étre
due a I’inaccessibilité de la cible pour I’antibiotique, a une faible affinité de la cible pour
I’antibiotique ou encore a I’absence de la cible (Mandell et al. 2009). Cette résistance
constitue donc une caractéristique propre a ’espéce et délimite en fait le spectre d’activité des

antibiotiques. On parle ici d’espéces insensibles (Verhaegen et al. 2000).

4.2. La résistance acquise

A Tinverse, la résistance acquise n’est présente que chez certaines souches de la méme
espéece ou du méme genre ; dans certains cas, elle peut concerner la grande majorité de ces
souches comme, par exemple, la production de pénicillinase chez le staphylocoque qui
intéresse plus de 90 % des souches (Courvalin, 2008). Mais comment les bactéries
acquiérent-elles une résistance ? Pour la plupart, la pression micro-écologique exercée par la

présence d'un antibiotique est un puissant stimulus pour déclencher une réponse d'adaptation
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bactérienne (Sefton, 2002). Une bactérie sensible peut acquérir une résistance aux
antibiotiques par deux grands mécanismes genétiques. Le premier a pour support le
chromosome et définit donc une résistance chromosomique, le deuxieme affecte les
plasmides, les ¢léments transposables ou méme les intégrons ; il s’agit d’une résistance extra-
chromosomique (Lozniewski et Rabaud, 2010).Une méme bactérie peut contenir plusieurs
plasmides, comportant eux-mémes plusieurs génes de résistances ce qui explique le

phénomeéne de résistance d'une bactérie a différentes familles d’antibiotiques (Mangin, 2016).

4.2.1. La résistance chromosomique

Il s’agit d’une mutation chromosomique occasionnant le remplacement d’une base de
I’ADN par une autre et conférant une résistance spontanée a une famille d’antibiotique. A
noter que cet événement est stable c’est-a-dire que cette résistance va passer aux générations
suivantes des bactéries, donc a la descendance (Lavigne, 2007). La résistance chromosomique
peut étre spontanée, ce qui est trés rare. De plus, dans la plupart des bactéries, les mutations se
produisent spontanément a un taux d'environ 1 pour 10 millions a 10 milliards d'organismes.
Les bactéries se reproduisent rapidement et parmi elles, il y aura toujours quelques mutants.
S'il se trouve qu'un mutant est résistant aux antibiotiques dans I'environnement, apres
quelques générations, la plupart des survivants seront résistants a cet agent antimicrobien
(Perovi¢ et al. 2018). Une fois qu'une mutation génétique se produit et provoque un
changement dans I'ADN bactérien, le matériel génétique peut étre transféré entre les bactéries

par plusieurs moyens (Alanis, 2005).

4.2.2. La résistance extra-chromosomique

Dans ce cas, la résistance bactérienne est due a l'existence de structures génétiques
extra-chromosomiques, telles que les plasmides et les transposons (Perovi¢ et al.2018) qui
peuvent étre transférés d’une bactéric a ’autre et méme a des bactéries d’espéces différentes
(Carattoli, 2001). Ce phénomene est moins stable que la mutation chromosomique, surtout
en absence du facteur de sélection (la présence de 1’antibiotique qui ne pourra pas détruire la
colonie de bactérie résistante par rapport aux colonies n’ayant pas cette capacité), la bactérie

redevient méme sensible (Pilly, 2008).
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a. Plasmide

Lors de l'épidémie de dysenterie de Shigella & la fin des années 1950, les
microbiologistes japonais Ochiai et Akiba ont observé I'émergence simultanée de bactéries
résistantes a trois antibiotiques qui sont généralement efficace, rendant les patients atteints de
cette maladie insensibles a wun protocole dantibiothérapie habituellement efficace
(Nguyen et al.2009). Plus tard, des microbiologistes japonais ont montré que cette résistance
multiple se transmettait entre bactéries dans le tractus gastro-intestinal du patient, et que ces
souches résistantes avaient d'autres structures d’/ADN qui portaient des génes de résistance en
plus des chromosomes : ce sont les plasmides de résistance aux antibiotiques (Hanbaz,
2021). Ces derniers sont des éléments d'’ADN extra-chromosomiques qui peuvent se répliquer
indépendamment du génome bactérien. Les génes de résistance peuvent s'associer a ces
plasmides, par le biais d’'un systtme de recombinaison homologue de la cellule, ou
méme par des mécanismes spécialisés tels que les intégrons et transposons. Une fois que
le gene de resistance est présent sur le plasmide, il peut étre transféré a toutes les
especes appartenant de la gamme des cellules hétes du plasmide (Muylaert et Mainil,
2013 ; Roy, 1997). La transmission de ces plasmides se fait par conjugaison via des
appendices de transfert, les fimbriae et les pili de conjugaisons localisés a la surface

de la bactérie et codés par le plasmide (Muylaert et Mainil, 2013 ; Roy, 1997).

b. Transposons

Les génes qui codifient cette résistance, les « génes résistants » sont normalement situés
dans des fragments d'ADN spécialisés appelés transposons qui permettent aux genes de
résistance de se déplacer facilement d'un plasmide a un autre (Sefton, 2002) .Les transposons
sont des fragments d'ADN "sauteurs" qui peuvent s'intégrer soit dans le chromosome soit dans
des plasmides, en allant de I'un a l'autre (Yala et al. 2001).

Certains transposons peuvent contenir un fragment d'’ADN spécial et plus complexe
appelé « intégron », un site capable d'intégrer différents génes de résistance aux antibiotiques
et ainsi de conférer de multiples résistances aux antibiotiques aux bactéries qui les portent et

les expriment (Levy et Marshall, 2004.).

4.2.3. La résistance croisée
A noter que les bactéries sont capables d'échanger des génes par transformation

bactérienne, transduction par bactériophages, conjugaison bactérienne pour le transfert de
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plasmides. La conjugaison, contrairement a la transduction, n’est pas spécifique d’espece et
est donc tres impliquée dans la diffusion de genes de résistance entre différentes espéces
bactériennes. L’acquisition de plusieurs geénes par une bactérie entraine une résistance a
plusieurs classes d’antibiotiques habituellement appelée multi-résistance. La recombinaison

génétique peut suivre le transfert d'/ADN d'une cellule a une autre (Chinedum, 2005).

(A) Conjugation (B) Transformation

A Frea DNA

C)

/‘i (D)
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\
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Transduction Gene transfer agents

Figure 5. Mécanismes de transfert génétique. (A) Conjugaison, le transfert de genes d'une cellule
bactérienne a une autre nécessite un contact de cellule a cellule, (B) transformation, transfert de
matériel génétique via de I'ADN libre, (C) transfert de génes hotes d'une cellule a une autre par un
virus, (D) Agents de transfert de génes comme les bactériophages, qui sont libérés lors de la lyse
cellulaire. (Von Wintersdorff et al.2016)

5. Mécanisme de la résistance bactérienne

Pour agir, un antibiotique devra dans un premier temps pénétrer la bactérie, il devra
ensuite arriver a sa cible puis se fixer pour produire son effet (Benseghir et Kdya, 2020).). Le
développement d'une résistance aux antibiotiques se produit lorsque le géne est capable de

produire un effet biologique entrainant la perte de leur activité. Le motif commun a ces
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différents mécanismes de résistance est d’empécher I’interaction de I’antibiotique avec sa
cible (Courvalin, 2008). Les principaux mécanismes sont illustrés dans la figure 10 et

mettent en jeu quatre grands types de stratégies, toutes sous contréle génétique, a savoir :
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Figure 6. Différents mécanismes de résistance aux antibiotiques (Duval et Cossart ,2019).

5.1. Modifications de la molécule antibiotique

L'une des stratégies bactériennes les plus efficaces pour faire face a la présence
d'antibiotiques consiste a produire des enzymes qui inactivent le médicament en ajoutant des
fragments chimiques spécifiques au composé ou qui détruisent la molécule elle-méme,

rendant l'antibiotique incapable d'interagir avec sa cible (Munita et Arias. 2016).

5.1.1. Altérations chimiques de I'antibiotique

La production d'enzymes capables d'introduire des modifications chimiques dans la
molécule antimicrobienne est un mécanisme bien connu de résistance aux antibiotiques
acquise chez les bactéries Gram-négatives et Gram-positives. Fait intéressant, la plupart des
antibiotiques affectés par ces modifications enzymatiques exercent leur mécanisme d'action
en inhibant la synthése des protéines au niveau des ribosomes. De nombreux types d'enzymes
catalysent les réactions biochimiques : l'acétylation, la phosphorylation et l'adénylation
(Wilson, 2014).
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5.1.2. Destruction de la molécule antibiotique
Le mécanisme principal de la résistance aux B-lactames repose sur la destruction de ces
composés par l'action des  -lactamases. Ces enzymes détruisent la liaison amide du cycle -

lactame, rendant l'antimicrobien inefficace (D'Costa et al .2011).

5.2. Diminution de la pénétration et de I'efflux d'antibiotiques

5.2.1. Perméabilité diminuée

Les bactéries ont développé des mécanismes pour empécher I'antibiotique d'atteindre sa
cible intracellulaire ou péri-plasmique en diminuant son absorption. Ce mécanisme est
particulierement important limitant I'afflux de substances du milieu extérieur. En fait, la
membrane externe agit comme la premiere ligne de défense contre la pénétration de plusieurs
agents antimicrobiens. Les molécules hydrophiles telles que les B-lactames, les tétracyclines
et certaines fluoroquinolones sont particulierement affectées par les changements de
perméabilité de la membrane externe puisqu'elles utilisent souvent des canaux de diffusion
remplis d'eau appelés porines pour traverser cette barriere (James et Winterhalter, 2008).
Les altérations des porines pourraient étre obtenues par 3 processus, (i) un changement dans
le type de porines exprimées, (ii) un changement du niveau de leur expression et (iii) une
altération de leur fonction (Nikaido, 2003). Certaine bactérie sont capables de produire un
film épais appelé¢ biofilm qui va ralentir la diffusion de I’antibiotique et 1’exposer plus

longtemps aux enzymes de dégradation (Fechner et al. 2012.).

5.2.2. Pompes a efflux

L'efflux actif des antibiotiques est pertinent pour ceux agissant a lintérieur des
bactéries, et a lieu lorsque le micro-organisme est capable de développer un mécanisme de
transport actif qui pompe les molécules antibiotiques qui ont pénétré dans la cellule vers le
milieu extérieur jusqu'a ce qu'il atteigne une concentration inférieure a celle nécessaire a la

antibiotique pour avoir une activité antibactérienne (Weinstein et Hooper, 2005).

5.3. Changements dans les sites cibles
Consiste a éviter l'action de l'antibiotique en interférant avec leur site cible. Pour y
parvenir, les bactéries ont développé différentes tactiques, notamment la protection de la cible

et des modifications du site cible. Ces changements peuvent consister en des mutations
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ponctuelles dans les genes codant pour le site cible, des altérations enzymatiques du site de
liaison (par exemple, I'ajout de groupes méthyle), et/ou le remplacement de la cible d'origine.
En utilisant ces stratégies, les bactéries sont capables de développer de nouvelles cibles qui
accomplissent des fonctions biochimiques similaires a la cible d'origine mais ne sont pas
inhibées par la molécule antimicrobienne. Une autre voie pour éviter l'action antimicrobienne
consiste a «contourner » la voie métabolique qu'ils inhibent en surproduisant la cible
antibiotique et la trans-glycosylation d'unités de peptidoglycane émergeant du cytoplasme.
Comme mentionné, quel que soit le type de changement, l'effet final est toujours le méme,
une diminution de l'affinité de I'antibiotique pour le site cible (Munita et Arias, 2016).

5.3.1. Modification du récepteur

La modification du récepteur se produit lorsque la cible ou le récepteur intracellulaire de
I'antibiotique est altéré par la bactérie, ce qui entraine I'absence de liaison et par consequent
I'absence d'effet antibactérien. Des exemples de ce mécanisme comprennent les modifications
de la conformation structurelle des protéines de liaison a la pénicilline observées dans certains
types de résistance a la pénicilline, les altérations ribosomiques qui peuvent rendre les
aminosides, les macrolides ou les tétracyclines inactifs, et les modifications de 'ADN-gyrase
entrainant une résistance aux fluoroquinolones (Sefton, 2002 ; Levy et Marshall, 2004).

Il est probable que des mécanismes biologiques de résistance plus nombreux et plus
récents se développeront a l'avenir. On ne peut qu'espérer qu'au fur et a mesure de leur
apparition, nous pourrons utiliser ces nouveaux mécanismes comme de nouvelles cibles pour

le développement de nouveaux antibiotiques efficaces (Alanis, 2005)

6. Etude de la résistance bactérienne in vitro

Une détermination rapide et fiable des résistances aux antibiotiques est indispensable
pour le choix d'une antibiothérapie efficace et ciblée. La surveillance de la situation des
résistances livre des informations essentielles pour évaluer la situation épidémiologique et

prévenir ou ralentir la diffusion de la résistance bactérienne.

6.1. Méthodes phénotypiques
Les tests de sensibilité conventionnels aux antibiotiques dits tests phénotypiques

mesurent le phénotype de résistance et sont utilisés pour caractériser la réaction des bactéries
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en présence d'un antimicrobien. Les resultats sont fondés sur une combinaison de caractéres
observables (Billy, 2003).

Dans ce test, les bactéries sont exposées a différentes concentrations d'antimicrobiens,
et leur capacité a se développer est testée en estimant la concentration minimale inhibitrice
(CMI), correspondant & la plus faible concentration antibiotique qui inhibe la croissance
bactérienne in vitro (Billy, 2003). Il en résulte trois catégories pour I’interprétation de
I’efficacité d’un antibiotique :

e Sensible : probabilité élevée de succes thérapeutique avec un dosage standard.

e Intermédiaire : résultat thérapeutique incertain avec un dosage standard ou

possibilité d’un succes clinique avec des concentrations antibiotiques plus €levées.

e Résistant : probabilité élevée d’échec thérapeutique (Egli et al.2018).
L’acquisition de génes de résistance ou de mutations intrinseques responsables de résistances
bactériennes a été décrite pour plusieurs combinaisons microbes—antibiotiques. Malgré des
techniques prometteuses, les techniques phénotypiques plus traditionnelles conservent dans
certains cas un avantage, en particulier lorsqu’une résistance a un antibiotique est liée a
plusieurs mécanismes (Billy, 2003).
L’antibiogramme est une technique phénotypique dont le principe consiste a déterminer la
résistance ou la sensibilit¢é d’un ou de plusieurs antibiotiques. La bactérie isolée a partir
d’un prélévement biologique est cultivée sur un milieu solide comprenant une concentration

croissante d’antibiotique. (Jehl et al.2015)

A. Méthodes directes
Les méthodes directes mesurent la CMI de chaque antibiotique. Deux méthodes de
référence sont recommandées, la méthode de dilution en milieu liquide et la méthode de

dilution en gélose (Hanbaz, 2021).

e Meéthode de dilution en milieu liquide
Cette méthode consiste a préparer de doubles dilutions d’antibiotiques dans un milieu
liquide distribué dans des tubes a essai. Ces derniers sont ensemences avec une suspension
bactérienne. Apres incubation, les tubes sont examinés pour la croissance bactérienne visible
comme en témoigne la turbidité (Reller et al. 2009). La CMI correspond a la
concentration de l'antibiotique contenu dans le premier tube, qui reste clair apreés

incubation . Cette méthode de référence ne permet de tester qu'un seul antibiotique
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dans chaque gamme (Jehl et al.2015). Une variante de cette méthode utilise des
microplaques au lieu des tubes. Il s'agit d'une microdilution en plaque (Hanbaz, 2021) ou la
CMI correspond a la concentration la plus faible inhibant encore la croissance bactérienne
(Egli et al .2018)

T 0125 025 050 1 2 4 8 16 32 64MCG

Figure 7. Détermination de la CMI par microdilution en milieu liquide (Jehl et al .2015).

e Meéthode de dilution en gélose

Cette méthode consiste a incorporer l'antibiotique a une concentration donnée dans la
gélose. Une série de boites de Pétri est préparée avec des concentrations d'antibiotique
croissantes, ensuite, les bactéries sont ensemencees a la surface du milieu gélosé. Celles-ci
sont incubées. La lecture est alors effectuee: il est facile de repérer I'emplacement de

chaque souche et de noter la présence ou I’ absence de croissance (Hanbaz, 2021).

o E-test

Dans le cadre du test en gradient de diffusion, une bandelette de papier avec une
concentration croissante d’un antibiotique est appliquée sur la gélose de Miiller-Hinton
préalablement ensemencée avec l'inoculum bactérien. Apres incubation. Une ellipse
d'inhibition de culture est tracée autour de la bandelette. La valeur de CMI est lue a
I'intersection de la bandelette et de la culture bactérienne (Joly-Guillou, 2006 ; Egli et al.
2018).

e Meéthode des disques
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A la surface d’une gélose ensemencée en nappe, se dépose des disques contenant une
quantité¢ d’antibiotique. Apres quelques secondes, I’antibiotique diffuse du disque vers la
gélose selon deux directions, 1’'une horizontale, de fagon réguliere autour du disque, I’autre
verticale vers le fond de la gélose. Cette double diffusion a créée donc un gradient de
concentration décroissant vers I'extérieur a partir du bord du disque. Aprés ensemencement
de la gélose par la bactérie a tester, la croissance de cette derniére se fait autour du
disque, en formant un halo d’inhibition. Il existe une corrélation entre CMI et diametre
d’inhibition d’un couple antibiotique-bactérie (Jehl et al.2015 ; Hanbaz, 2021). Le diametre
est lié a la sensibilité de I'isolat et a la vitesse de diffusion du médicament & travers le milieu
gélosé (Reller et al. 2009).

Figure 8. Test en gradient de diffusion et méthode de diffusion sur disque. Dans le test
en gradient de diffusion (a gauche), une bandelette avec une concentration croissante
d’antibiotiques est posée sur une plaque sur laquelle sont étalées des bactéries. La CMI peut
étre lue a I’intersection entre 1’ellipse d’inhibition et la bandelette. Le procédé de diffusion sur
disque (a droite) renseigne quant a la sensibilité aux antibiotiques sur la base du diameétre de
la zone d’inhibition (Egli et al. 2018).

6.2 Automatisation de I’antibiogramme

L'automatisation de l'antibiogramme s'est également développée au cours des trente
derniéres années. Les bénéfices percus sont d'abord la productivité et la rapidité des résultats
et la haute standardisation des tests : les réactifs sont préparés industriellement, les conditions
d'incubation sont contrélées, la lecture et linterprétation sont automatisées. Seule la
préparation de I’inoculum est laissée a I’utilisateur et est en outre assisté par un instrument de

mesure (Hanbaz, 2021).
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6.3. Méthodes moleculaires

Pour mieux comprendre les mécanismes de la résistance aux antibiotiques et pour
détecter rapidement la présence ou l'absence de déterminants génétiques de la résistance, de
nombreux tests moléculaires ont été développés (Billy ,2003). Les techniques moléculaires
peuvent offrir une détection des génes de résistance de maniére rapide et sensible a partir d’un
isolat de culture voire d’un échantillon du patient. Ces genes codent pour la capacité des
bactéries a survivre et a se développer en présence d'antibiotiques. (Kaprou et al. 2021). Ces
tests analysent le génotype de la bactérie alors que les tests de sensibilité conventionnels
analysent le phénotype correspondant a ’expression du génotype (Egli et al.2018). L’étape
initiale consiste donc a amplifier I’acide nucléique recherché ou acide nucléique cible (Egli et
al. 2018).

La PCR est la technique d'amplification d'acide nucléique la plus couramment utilisée
pour la détection des génes de resistance (Kaprou et al. 2021) présents dans une bactérie ou
méme dans des échantillons provenant de différents environnements, pour autant que l'on
dispose d'une séquence d'ADN pour le gene entier ou partiel, qui peut étre utilisee pour
concevoir les amorces de la PCR. (Anjum et al. 2017).

Un développement plus récent, en biologie moléculaire, est l'utilisation de I'amplification
isotherme de I'ADN éliminant le besoin de thermocyclage, indispensable dans le cas des
méthodes PCR traditionnelles (Kaprou et al. 2021).

De méme, il a eété récemment montré que les méthodes de séquencage du génome
complet (WGS) sont une alternative réaliste pour évaluer la sensibilité aux antibiotiques d'une
bactérie sur une série de 200 entérobactéries cliniquement intéressantes (Zankari et al. 2013).

La caractéristique unique de WGS est gu'il fournit des informations presque completes
sur le génome d'un isolat, qui peuvent étre utilisées pour comprendre la base génétique des
mécanismes de résistance aux antimicrobiens et différencier des isolats phénotypiquement
identiques. Ce type d'information moléculaire peut étre utilisé dans le développement de
nouveaux diagnostics et traitements pour la résistance antimicrobienne. Il permet également
de localiser les déterminants de la résistance sur le chromosome bactérien ou sur les
plasmides, ce qui fournit des informations précieuses sur les voies de propagation de la
résistance (OMS, 2020). La méthode du WGS permet en outre la classification des isolats
dans un contexte moléculaire épidémiologique. De plus, tous les genes séquences peuvent étre
comparés avec des banques de données plus grandes, permettant également la détection de

genes de résistance plus rares (Egli et al. 2018)
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Autre méthodes basées sur la spectrométrie de masse peuvent étre utilisé pour la
détection de la résistance antimicrobienne, en alternative a la caractérisation bactérienne
génotypique ou phénotypique traditionnelle. La MALDI-TOF MS repose sur le protéome
cellulaire et est capable de profiler des protéines (principalement ribosomiques, 2 a 20 kD) a
partir d'extraits de cellules bactériennes entieres créant une empreinte spectrale bactérienne ou
des profils qui discriminent les micro-organismes au niveau du genre, de I'espece et de la
sous-espéece (Kaprou et al. 2021). Cette approche permet non seulement l'identification
bactérienne, mais aussi [l'identification d'un mécanisme de résistance, ce qui permet
I'adaptation précoce de l'antibiothérapie probabiliste (Marcadé, 2013). MALDI-TOF MS est
considéré comme une méthodologie fiable, rapide précise, facile a utiliser et rentable
(Kaprou et al.2021)
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L’émergence et la diffusion de la résistance aux antibiotiques représentent une menace
majeure de santé publique aussi bien dans les pays développés que dans les pays en
développement (Ouédraogo et al.2017). Parmi les germes responsables d'infections
bactériennes, les entérobactéries sont les plus redoutables car elles possedent des mécanismes
de résistance a de nombreux antibiotiques (Ebongue, 2015). L’Organisation Mondiale de la
Santé (OMS) estime qu’en 2050 cette résistance sera la premicre cause de mortalité dans le

monde avec dix millions de cas contre 8,2 millions pour le cancer (Amady et al. 2021).

1. Résistance aux antibiotiques chez les entérobactéries
1.1. Les B-lactamines

Les B-lactamines demeurent a I’heure actuelle les molécules les plus utilisées dans le
traitement des infections dues aux entérobactéries (Robin et al. 2012). La famille des R-
lactamines est une classe d’antibiotique qui comprend les pénicillines, les céphalosporines, les
carbapénémes et les monobactames (Nys, 2021). Ces antibiotiques agissent sur la synthése du
peptidoglycane (constituant majeur de la paroi bactérienne) (Cattoir et Bicétre, 2008). Le
mécanisme fondamental de la résistance aux [-lactamines chez les entérobactéries est la
production de B-lactamases. Elle est observée naturellement dans la plupart des espéces.
Historiquement, quatre groupes d’entérobactéries ont été identifiés sur 1a base de phénotype
de résistance naturelle aux B-lactamines. Depuis, la création de nouveaux groupes a été
proposée suite a 1’évolution de la taxonomie et des connaissances dans le domaine des [-
lactamases. Sept groupes d’entérobactéries peuvent étre différenciées (Robin et al. 2012). Les
phénotypes de résistance naturelle chez les entérobactéries sont présentés dans le Tableau 5.
A la résistance naturelle des entérobactéries aux RB-lactamines peuvent s’ajouter un ou
plusieurs mécanismes de résistance acquise vis-a-vis de cette famille d’antibiotique. La
résistance par acquisition ou hyperproduction de R-lactamases est le mécanisme le plus
fréquemment rencontré chez les bactéries a Gram négatif et notamment les entérobactéries
(Prével, 2019).
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Tableau 5. Répartition des entérobactéries en fonction de leur profil de résistance naturelle.
(Philippon et Arlet ,2012)

entémbacténes Salmonella E.coli Kl E.cloacae Yersinia P vulgars K. ascorba
spp- Shigella spp prieumaoniae E.acrogenes entemlitica P penerd K.Cryocrescens
P.mirmabilis K. oxytoca 5. marcessens Serratia K.Georgina
C. Kosern Coireundii fonticola R._Agualitis
C.amalonaticu  M.omorganii C.Sedakii
s, E.hermani H.AIvei E.pemsicina
P. retiger
P.agglom erans
Ami nop =] =1 R 24 R 34 Rl
AminoP + CLA =] =1 =] R R =] S
CarboxyP =] R 5 R =] Rl
Carboxy P+ CLA S ] -1 =0 5 5
Urési doP =] =l | 5 =] =] 1551
Urési doP+TZA =] =] 5 =] =] 3
c1G =] =1 =] 24 R 34 R
C256 =] =] =] RS 5¢e R RINS:I
Ceafotaxitine =] =] =] RArse =] =] 35
C3G =] =] =] 5 =] =] SN0
c4G =] =] =] 5 =] =] S:PA
Carbap&némes =] =] =] 5 =] =] 3
Mécanismes de Céphalospoti Pénicillinase Céphalos potinase Céphalospotin Ceéphalosp B.Lactamases
msistance nase de de bas niveau  de classe C ase de classe  olinase étendue de
classe C inductibe Cet de classe clagse A
penicillinase A
de classe A inductible

1.2. Mécanismes de résistance aux f-lactamines
Les entérobactéries utilisent difféerents mécanismes pour développer une résistance

aux B-lactamines.

A. Résistance non enzymatique
Cette résistance est liée a un défaut d’accumulation au contact de la cible (les PLP,

protéines de liaison a la pénicilline) suite a une de ces mécanismes (Bouaziz, 2019).

e Diminution de la perméabilité

Les entérobactéries présentent une résistance naturelle aux molécules hydrophobes et de
masse moléculaire élevée. Des résistances acquises dues a une diminution de perméabilité de
la paroi par mutation ont été rapportées chez E. coli, Klebsiella, Proteus et Enterobacter. Ceci
est suite a une altération des porines (Ramoul, 2013), soit par une modification structurale
d’une des porines essentielles, soit par une diminution quantitative des porines, qui est la

situation la plus fréquente. (Eddair, 2021)
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e Hyperproduction de systeme d’efflux

Les pompes d’efflux sont des transporteurs membranaires permettant d’empécher
I’accumulation intracellulaire de 1’antibiotique et assurent ainsi la résistance bactérienne a ce
méme antibiotique. Ces pompes peuvent conférer une résistance vis-a-vis d’une seule classe
d’antibiotiques ou une multi-résistance vis-a-vis de plusieurs (le cas fréquent) (Eddair, 2021).
Les résistances acquises aux fB-lactamines liées a 1’hyper-expression des systémes d’efflux
représente un mécanisme trés répandu de résistance aux antibiotiques, ils n’ont été décrites
que chez des bactéries a Gram négatif comme E. coli, et ont été clairement identifiée dans
plusieurs études en particulier chez K. pneumoniae (Robin, 2021 ; Foulal, 2013)

e Maodification de la cible protéines de liaison a la pénicilline (PLP)

Les cibles des P-lactamines sont des protéines enzymatiques (PLP) insérées dans la
surface externe de la membrane cytoplasmique. Les PLP interviennent dans la synthése du
peptidoglycane le constituant principal de la paroi bactérienne (Pieboji, 2007). Cette
résistance peut avoir lieu par des mutations dans les génes chromosomiques codant pour les
PLPs ou par l'acquisition de génes étrangers codant pour des nouveaux PLPs ayant une
affinité differente aux p-lactamines. Chez les entérobactéries, des souches de Proteus
mirabilis résistantes a I’imipenéme et au mécillinam ont été observées suite a une perte
d’affinit¢ de la PLP2 et a une diminution de la quantit¢ de PLP1. Cependant, ce type de

mécanisme reste tres rare chez ce groupe bactérien (Kansaye, 2020).

B. Résistance enzymatique

Chez les entérobactéries le mécanisme majoritairement impliqué dans la résistance
envers les antibiotiques est représenté par la production des B-lactamases (Michel-Briand,
2007). Leur activité enzymatique implique I’inactivation des antibiotiques en provoquant
I’ouverture du cycle B-lactame menant a la perte d’un groupement carboxyle, provoquant
I’inactivation de I’antibiotique en question (Kansaye, 2020 ; Vodovar et al .2013) de facon
irréversible. En fonction du substrat hydrolysé, on les appelle donc les pénicillinases, les
cephalosporinases, les BLSE (Les [-lactamases a spectre étendu) ou encore les

carbapénémases (Bouaziz ,2019).

Les deux classifications couramment utilisées pour classer les R-lactamases sont celle
d’Ambler et celle de Bush Jacoby et Medeiros . La classification structurale d’Ambler
est basée sur la séquence peptidique du site enzymatique et comporte quatre classes .

Vodovar et al .2013) Les R-lactamases de classe A, C et D comporte une sérine active
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responsable de 1’ouverture du cycle beta-lactame. A I’opposé, les B-lactamases de classe B ont
besoin d’un ou deux atomes de zinc ionisé (Zn2+) pour hydrolyser leur substrat et sont ainsi
couramment appelées sous le nom de « métallo-enzymes » (Habibou, 2019). Les différents
types de [3-lactamases principalement amplifiées a partir d’entérobactéries sont résumés dans

le Tableau 6 (Prével, 2019).

Dans la classification fonctionnelle de Bush-Jacobi-Medeiros, les B-lactamases sont
classées dans les groupes 1 a 3 en fonction de la dégradation f-lactamines et des effets des
inhibiteurs. Céphalosporinases du groupe 1 classées dans la classe C sur la base de la
classification structurale moléculaire, et le géne impliqué était a l'origine chromosomique. -
lactamases moléculaires du groupe 2 autres que celles du groupe 1 ayant une sérine dans le
centre actif et comprenant les classes A et D selon la classification structurale moléculaire.
Métallo-B-lactamases du groupe 3 (MBL) et correspond a la classe B de la classification
Ambler (Bush et al. 1995).

Tableau 6. Classification des B-lactamases selon Ambler (Legeay et al.2016)

Classe d'Ambler Enzymes Espéces Mécanisme Résistance sensibilité
A Pénicillinases Klebsiella sp. Chromosomique  Pénicillines, C1G Inhibiteurs
Serine-béta- Citrobacter intrinséque CiG
lactamase koseri Carbapénémes
Pénicillinases : Toutes Plasmidigue, Pénicillines, C1G Inhibiteurs
TEM et SHY acquis CIG C3iG
Carbapénémes
BLSE : TEM, Toutes Plasmidigue, Aztréonam, C3G Inhibiveurs
SHY, CTX-M acquis Céphamycine
Carbapénémes
Carbapénémases Toutes Plasmidigue, Carbapénémes Aucune
KFC (Klebsiella acquis Autres B-lactamase
+++]) B-lactamase
B Carbapénémases Toutes Plasmidigue, Carbapénémes Aztréonam
Métallo-béta- VIM, IMP, NDM acquis Autres
lactamase B-lactamase sauf
aztréonam
C AmpC Entérobactéries Chromosomigue Peénicillines, C1G Inhibiteurs
Céphalosporinase inductible du groupe 3 intrinséque Céfoxitine CiG
Carbapénémes
AmpC Toutes Chromosomique Céfoxitine, C3G Inhibitveurs
déréprimeée acquis Carbapénémes
AmpC Toutes Plasmidigue, Céfoxitine, C3G Inhibiteurs
plasmidique acquis Carbapénémes
D OXA spectre Toutes Plasmidigue, Pénicillines, C1G C3G
Oxacillinase étroit Aacquis dont inhibiteurs Carbapénémes
Carbapénémases Toutes Plasmidigue, Carbapénémes Aztréonam
OXA- acquis Autres C3G
48 variants B-lactamase dont

témocilline sauf
C3G, aztréonam
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Ambler molecular classification

L
1
+ Class B: MBL (Metallo-B-lactamase)
'
|

Subclass B1: (IMP, VIM, SPM, IND, NDM, DIM, GIM, SIM)
Subclass B3: (AIM, CAU-1, GOB-1,FEZ-1)
Subclass B2: (CphA, Sth-l, ImiS)

= Class C: AmpC -
' ESAC (Extended-spectrum AmpC) :

Class D: ESBLs (Extended-spectrum B-lactamase,)(Oxacillinases, OXA) ‘
CHDLs (carbapenem-hydolyzing class D B-lactamases) v

Bush-Jacoby-Medeiros functional classification Carbapenemases

Group 1: cephalosporinases (Ambler Class C)
Group 2: serine- 3-lactamase (Ambler Class A and D)
Group 3: metallo- 3 -lactamase (Ambler Class B)

Figure 9. Classification moléculaire (Ambler) et fonctionnelle (Bush-Jacoby-Medeiros) des

B-lactamase (Sawa et al. 2020).

B.1. Les BLSE

Le principal mécanisme de résistance des entérobactéries aux [-lactamines est la
production d’enzyme les hydrolysant : les B-lactamases. Celles-ci se distinguent par leur tres
grande diversité. Jusqu’au début des années 2000, les BLSE diffusaient a I’hopital
principalement par I’intermédiaire de Klebsiella pneumoniae ou Enterobacter sp (Ruppé et
Lastours, 2012). Classiquement, les BLSE sont définies comme des enzymes, appartenant a
la classe A ou D de la classification d'Ambler (EI jadi, 2012). Leur premiere description en
tant que mécanisme de résistance transférable remonte a 1983 par Knothe et al. Il s’agit d’une
résistance, hydrolysant toutes les B-lactamines a 1’exception de la Céfoxitine (Céphamycine)
et des carbapénémes (Legeay et al.2016) et sont inhibées par les inhibiteurs des p-lactamases
tels que I’acide clavulanique, tazobactam et sulbactam. Les génes de structure sont portés par
des éléments génétiques comme les plasmides, les intégrons ou les transposons. (Rodriguez-
Villalobos et Struelens, 2006). L’¢pidémiologie des BLSE est étroitement liée a celle
des entérobactéries, qui constituent leur réservoir privilégié. Parmi ces EBLSE (les deux

especes prédominantes son E.coli et K. pneumoniae. De maniére plus sporadique, on
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retrouve les genres Enterobacter, Serratia, Proteus, Citrobacter ou Morganella (Legeay et
al.2016)

B.1.1.Types des BLSE

e BLSE detype TEM
A été signalée pour la premiere fois en 1965 a partir d'un isolat de E. coli d'un patient a
Athénes, en Gréce, dénommé Témoinira (d'ou la désignation TEM) (Paterson et Bonomo,
2005). De nombreux dérivés de TEM (> 150) ont été décrits a ce jour, dont plus de 100 avec
un phénotype de BLSE. Bien que fréquemment retrouvées chez E. coli et K. pneumoniae, les
BLSE de type TEM ont aussi été rapportées parmi les autres membres de la famille des
entérobactéries (Foulal, 2013) La majorité des B-lactamases de ce type dérivent par quatre a
sept mutations ponctuelles de I’enzyme originale (TEM-1 ou TEM-2). Ces mutations rendent
I’enzyme capable d’hydrolyser les C3G (céphalosporine de 3¢me génération), mais aussi plus
vulnérable a I’action des inhibiteurs (acide clavulanique) .Le TEM-1 est capable d’hydrolyser
I’ampicilline, a un degré moindre 1’0oxacilline ou la céfalotine, et a une activité négligeable
vis-a-vis des céphalosporines a spectre étendu (Bouaziz, 2019). Les variant TEM-3, TEM-4
et TEM-24 ont éte identifiés chez des souches hospitaliéres et communautaires ainsi que des
souches d’origine animale isolées en Algérie (Agabou et al. 2014 ; Brahmi et al.2014 ;
Yahiaoui et al. 2015). Cependant, a noter que certains dérivés de TEM (environ 30) ne sont
pas des BLSE mais présentent une diminution de sensibilité aux inhibiteurs des B-lactamases,

ce sont les TRI (pour TEM Résistantes aux Inhibiteurs) (Cattoir et Bicétre, 2008).

e BLSE de type CTX-M (Cefotaximase-Munich)
L’épidémiologie des BLSE a été bouleversée par ’émergence des enzymes de type CTX-M
qui ont disséminé dans toutes les entérobactéries. Leur dénomination de Céfotaximase est liée
a leur pouvoir hydrolytique plus important envers le Céfotaxime comparé a la Ceftazidime et

« M » pour Munich indiquant leur premier lieu d'isolement en 1989 (Belbel et al.2014).

En effet, la plupart des souches productrices de BLSE sont maintenant des souches d’E.coli
exprimant des BLSE de type CTX-M responsables d’infections communautaires, notamment
urinaires. Dans le début des années 90, une diffusion massive des souches productrices de
CTX-M (Salmonella enterica, Proteus mirabilis, Escherichia coli, Shigella sonnei,

Morganella morganii, Citrobacter freundii, Serratia marcescens, Enterobacter aerogenes) a
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éte décrite en Argentine et dans les pays voisins, impliquant pour la plupart les CTX-M du
groupe (Cattoir et Bicétre, 2008)

A ce jour, Plus de 150 variant CTX-M ont été décrits et répartis en 6 groupes
phylogénétiques, le groupe CTX-M-1, M-2, M-8, M-9, M-25 et dernierement M-45, en
fonction des similitudes de leurs séquences en acides aminés (Naas et al.2007 ; Rossolini et
al.2008). Les genes CTX-M a médiation chromosomique chez les espéces d’entérobactéries
du genre Kluyvera (K. ascorbata, K. cryocrescens, K. georgiana), transmis aux
entérobactéries par un plasmide, s’expriment alors fortement chez ces derniéres. Le plasmide,
I’élément incontournable a I’émergence des BLSE de type CTX-M est facilement
transmissible par conjugaison in vitro entre entérobactéries. Cette propriété explique la
dissemination facile des enzymes de type CTX-M dont I’importance augmente par rapport
aux autres types de BLSE, notamment TEM et SHV (Anastay et al. 2013).

Certaines d’entre clles ont ensuite évolu¢ vers un haut niveau de résistance a la
Ceftazidime telles que les enzymes CTX-M-15, CTX-M-16, CTX- M-19, CTX-M-23 ou
encore CTX-M-32 dérivant par simple mutation de CTX-M-1 (Philippon, 2013). La CTX-M-
15, a largement diffusé a I’échelle mondiale et est a I’origine de la pandémie. Elle est
actuellement prédominante et est notamment retrouvée chez Escherichia coli dont le clone
ST-131, clone hyper-épidémique, a favorisé sa dissémination (Legeaya et al. 2016).Les
enzymes CTX-M sont fortement inhibées par le tazobactam que par 1’acide clavulanique
(Rodriguez-Villalobos et Struelens, 2006).

e BLSE de type SHV (Sulfhydryl Variable)

Les BLSE de type SHV peuvent étre plus fréquemment retrouvées dans les isolats
cliniques que tout autre type de BLSE (Paterson et Bonomo, 2005). Chez les souches de K.
pneumoniae, le géne bla SHV, responsable de la résistance a I’ampicilline, est intégré dans le
chromosome bactérien. Bien que les enzymes de type SHV sont essentiellement produites par
les souches de K. pneumoniae, elles ont été aussi trouvées chez d’autres entérobactéries

comme Citrobacter freundii, E. coli et Enterobacter cloacae (bouamri et Chrif, 2016)

Comme les dérivés de TEM, les mutations dans SHV1 (68% d’identité avec TEM-1) ont lieu
classiquement au niveau de quelques positions (notamment 238 et 240). Enfin, le géne codant

pour SHV-12 a été décrit en association avec le déterminant plasmidique de résistance aux

47



Chapitre 3 Résistance aux ATB chez les enterobactéries

quinolones, QnrB (Cattoir et Bicétre, 2008). Les p-lactamases de type SHV-1 et SHV-12 ne
sont pas des BLSEs (Liakopoulos et al. 2016).

e BLSE de type OXA (Oxacillinases)

Les B-lactamases de type OXA sont ainsi nommeées en raison de leurs capacités d'hydrolyse
de l'oxacilline (Paterson et Bonomo, 2005).Les Oxacillinases (type OXA) sont des [-
lactamases de la classe D d’Ambler et du groupe fonctionnel 2d de Bush et al. Elles conferent
la résistance a I’Ampicilline et a la Céfalotine, et sont caractérisées par une forte activité
hydrolytique des Pénicillines M (Oxacilline, Cloxacilline) (Skali ,2016). Cependant, elles
n’hydrolysent pas de fagon significative les C3G et les C4G. De plus, elles sont faiblement
inhibées par I’acide clavulanique (bouamri et Chrif, 2016). En fait, la plus courante des -
lactamases de type OXA, OXA-1, a éte trouvée dans 1 a 10 % des isolats d'E.coli (Paterson
et Bonomo, 2005).

e Autres types de BLSE

Une variété d'autres B-lactamases qui sont des enzymes de classe A a médiation
plasmidique ou associée a des intégrons ont été recemment découvertes. Ce ne sont pas de
simples dérivés mutants d'aucune des B-lactamases connues (Paterson et Bonomo ,2005)
.Une B-lactamase de type VEB (Vietnam extended spectrum B-lactamase), elle confere une
résistance de haut niveau a la Ceftazidime, au Cefotaxime et a I'Aztréonam, qui est inversée
par lacide clavulanique. Une P-lactamase identique a également été retrouvée chez
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Enterobacter sakazakii
(Paterson et Bonomo ,2005). Autre BLSE de type GES (Guyana Extended-Spectrum Beta-
lactamase) sont de plus en plus rapportées chez les bacilles Gram négatif, notamment E.coli et
K.pneumoniae. GES-1 a été initialement décrite chez une souche de K.pneumoniae. (Skali,
2016)

B.2. Les Céphalosporines (Céphalosporinases de classe C AmpC p-lactamases)
Avec l’introduction en thérapeutique des céphalosporines de 3eéme génération (C3G), les
entérobactéries ont rapidement développé a leur égard des mécanismes de résistance

responsables d’échecs thérapeutiques. Ce fut, en 1980, la sélection de mutants
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hyperproducteurs de la Céphalosporinases chromosomique (type AmpC) ( Medeiros, 1997)
naturellement rencontrée chez certaines especes d’entérobactéries (Enterobacter cloacae,
Citrobacter freundii, S.marcescens...).Par la suite, en 1983, d’autres espéces d’entérobactéries
non productrices d’AmpC ont, a leur tour, développé la résistance aux C3G par synthése de -
lactamases plasmidique (Ben Redjeb et al.1999).Les p-lactamases AmpC sont des
céphalosporinases cliniguement importantes présentes chez nombreuses entérobactéries
comme Enterobacter spp, Citrobacter freundiiet Serratia marcescens et de quelques autres
organismes (Jacoby, 2009).Elles sont résistantes aux inhibiteurs de B-lactamases (Rodriguez-
Villalobos et Struelens ,2006).De plus, les génes de la B-lactamase de classe C peuvent étre
présents dans des plasmides transférables (Delgado-valverde et al. 2013). Ce type d'enzyme
présente un phénotype de résistance plus large que les BLSE lors de surproduction (géne du
métabolisme des peptidoglycanes, mutation dans ampD). En plus de la résistance au C3G, il
est associé a une résistance a la Céphamycine (Céfoxitine, Céfotétan) et aux inhibiteurs
enzymatiques tels que l'acide clavulanique. (Philippon et Arlet, 2006). Ces enzymes dites
AmpC ont été décrites chez nombreuses entérobactéries (Enterobacter cloacae et Serratia

marcescens) (Alouache, 2012). Ces céphalosporinases sont cliniguement importantes chez :

e Citrobacter.freundii : est naturellement résistant & 1’amoxicilline-clavulanate, et a la
Céfoxitine par production des béta-lactamases chromosomique de la classe C

e Enterobacter spp. : sont naturellement résistant a I’amoxicilline-clavulanate ;
I’amoxicilline ; Céphalotine et a la Céfoxitine par production des béta-lactamases
chromosomique de la classe C

e E coli ; Morganella morganii, Klebsiella (oxytoca et pnomoniae); Providencia
stuartii; Proteus vulgaris; Serratia marcescens; productrices des béta-lactamase
chromosomique certaines de classe A et d’autre de classe C

e Salmonella et Proteus mirabilis pas de Céfalosporinase chromosomique de classe C.
Ces enzymes sont capables d’hydrolyser les céphalosporines y compris les
Céphamycines (Céfoxitine) ainsi que les pénicillines, mais pas la Céfépime. Ces B-
lactamases sont résistantes aux inhibiteurs de B-lactamases (Rodriguez-Villalobos et
Struelens ,2006)
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B.3. Les carbapénemases

Les carbapénémes constituent souvent le traitement de dernier recours des infections
associées aux germes multi-résistantes producteurs de BLSE. Cependant, les entérobacteries
ont développé des mécanismes de résistance a I’encontre de cette classe puissante
d’antibiotiques, notamment par la production de carbapénémase (Carrér, 2010). Le probleme
de la résistance aux antibiotiques chez les entérobactéries s’est élevé actuellement par celui de
la résistance aux carbapénemes (Nordmann et Carrer, 2010). Ce dernier, peut résulter de
mécanismes combinés associant des [-lactamases ayant une tres faible activité de
carbapénemase et une diminution de perméabilité de la membrane externe, ou de la présence

de Véritables carbapénémases (Nordmann, 2010).

Les carbapénemases les plus importantes appartiennent a trois classes principales.
Classe A : correspond principalement aux enzymes de type K.pneumoniae productrice de
carbapénémase décrites pour la premiére fois aux Etats-Unis mais, désormais présentes dans

le monde entier ;

Classe B : correspond aux métallo-béta-lactamases de type VIM (pour Verona Imipénemase),
IMP (imipéné¢mase) et NDM (New Delhi métallo B-lactamase) ; Classe D : correspond
essentiellement aux enzymes de types Oxacillinases , comprenant OXA-48, qui présentent 5
variantes (OXA-162, OXA-163, OXA-181, OXA204, OXA-232 ; et les enzymes récemment
décrites OXA 244 et OXA-245. Ces enzymes circulant entre les pays méditerranéens et se
disséminant progressivement vers d'autres zones géographiques (Nordmann et al. 2012).
Elles hydrolysent fortement les carbapénemes mais pas ou peu les céphalosporines de 3e
génération (a ’exception d’OXA-163). Toutefois, leur présence est souvent couplée a la
présence de BLSE, ce qui conduit a une multi résistance de ces souches sécrétrices
(Ouedraogo et al. 2017). L’émergence de la résistance aux carbapénémes (imipénéme,
méropéneme, doripénéme, ertapénéme) est I’'un des problémes les plus importants posé par la
résistance aux antibiotiques car il existe peu d’alternatives thérapeutiques possibles

(Nordmann, 2010).

1.2 . Mécanismes de réesistance des entérobactéries aux aminosides
Plusieurs mécanismes chez les bactéries conférent une résistance aux aminosides, ce qui
permet d’expliquer la résistance de plus de 95 % des souches d’entérobactéries (Perichon et

al. 2008).
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1.2.1. Réduction de I’accumulation intra-cytoplasmique

La pénétration des aminosides dans les bactéries est un phénoméne de diffusion passive
a travers des porines de la membrane externe et de transport actif requérant de 1’énergie au
niveau de la membrane interne (Durante-Mangoni et al, 2009). Les entérobactéries
disposent de systemes actifs d’efflux dont certains sont exprimés de fagon constitutive,
d’autres sont contr6lés et exprimés par différents systémes de régulation et enfin plusieurs
sont encore inductibles par diverses mutations (Wang et al. 2001). Ces systemes d'efflux
conduisent a une diminution de l'accumulation des aminoglycosides a l'intérieur de la cellule
(Durante-Mangoni et al, 2009).

1.2.2. Modification de la cible ribosomale

Deux activités de méthylation de 'ARN 16S modifient le site A aux positions G1405
(N7) et A1408 (N1) (Belbel, 2014). Dix génes de méthylation ont été décrits arm A, rmt A,
rmt B, rmt C, rmt D, rmt E, rmt F, rmt G, rmt H et npm A (Deng et al. 2013) avec
prédominance de arm A et rmt B (Wachio et Arakawa, 2012). Le géne arm A a été détectée
pour la premiére fois en 2003 en France chez une souche de K.pneumoniae montrant un haut
niveau de résistance a tous les aminosides cliniqguement tres actifs (Galimand et al. 2003). Le
gene rmt B a été largement répandu chez les entérobactéries de 1'Asie orientale, de I’Europe et
de I’Amérique (Fritsche et al. 2008 ; Kang et al. 2008). La plupart des genes de méthylation
sont situés sur des plasmides transférables, et peuvent étre facilement transférés a d'autres
especes bactériennes, ce qui a favorisé leur propagation qui est devenue actuellement une
préoccupation mondiale (Hidalgo et al. 2013). Les méthylases d'/ARNr 16S a mediation
plasmidique se trouvent dans le monde entier chez les membres de la famille des
Enterobacteriaceae (Zhou et al. 2016).

1.2.3. Les enzymes-modifiant les aminosides (AME)

Les AME sont les plus couramment rencontrés, 1’inactivation enzymatique, par trois
classes d'enzymes : les aminoglycosides acétyltransférases (AAC), les aminoglycosides
nucléotidyltransférases (ANT) et les aminoglycosides phosphotransférases (APH) (Tani et
Arlet, 2014). APH c’est une enzyme modificatrice peut parfois neutraliser l'action d'un
aminoside par une liaison affine sans pour autant modifier sa structure. Lorsque la bactérie
produit une grande quantité de phosphotransférases qui reconnait la tobramycine sans la

modifier celle-ci peut étre piégée dans un complexe enzyme-substrat fonctionnellement
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inactif (Menard et al. 1993). Les génes codant pour ces enzymes sont le plus souvent portés

par des plasmides, des transposons ou contenus dans des intégrons (Doi et Arakawa, 2007).

AACI(6") «— Acétylation

Adénylation l | .
! 6'CH—NH, Acetylation
ANT(4") —- HO (0]
: . AAC(3)
d HO
APH(3) — NH, NH, 5
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Acetylation HO NH, et
2 !

CH,OH
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" HO 4"
Phosphorylation —s APH(27) 7

Figure 10. Inactivation enzymatique des aminosides (Courvalin et al. 2006)

1.3. Mécanismes de résistance aux quinolones et fluoroquinolones

Ce sont des antibactériens de synthése dérivés de I’acide nalidixique, chef de file des
quinolones classiques longtemps indiquées dans le traitement des infections urinaires mais qui
ont été remplacées par les fluoroquinolones (norfloxacine, ofloxacine et ciprofloxacine,
moxifloxacine).lls présentent une activité beaucoup plus intense avec une meilleure diffusion

tissulaire et un spectre plus large sur les entérobactéries (Honoré et al. 2006).

1.3.1. Support génétique chromosomique

A. Perméabilité membranaire réduite

La plupart des fluoroquinolones traversent de maniere passive la membrane externe
des BGN (bactéries a Gram négatif) par les porines bien que certaines molécules soient
capables de diffuser directement a travers la bicouche phospholipidique (Jacoby, 2005). Les
mutations intervenant dans les genes codant pour ces porines sont responsables de résistance

de bas niveau et permet d’expliquer les différences d’efficacité observées parfois entre
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certains composés de la famille des quinolones (Okusu et al. 1996). Par exemple, chez E.
coli, la dé-répression du loci de régulation mar A pour «multiple antibiotic resistance» conduit
a une diminution de la sensibilité aux fluorogquinolones via une surexpression de la pompe a
efflux AcrAB-TolC (Okusu et al. 1996) et une sous-expression des porines OmpF (Muylaert
et Mainil, 2013).

B. Pompes a efflux

Chez les bactéries, il existe des pompes présentes uniquement chez les Gram négatifs,
c’est le cas de la Pompe RND (Resistance-Nodulation-cell Division.). Le mécanisme de
résistance par le systéeme des efflux réside dans I’excrétion active de 1’antibiotique par les
pompes a protons, il s’agit 1a d’un mode de résistance intrinseque des bactéries (Schumacher

et al. 2006).

Chez E. coli, la pompe a efflux AcrAB-TolC, sous controles multiples, joue un role
majeur dans la resistance par efflux aux fluoroquinolones. Les mutations survenant dans le
gene acrR (répresseur d’AcrAB) augmentent 1’activité de la pompe (Wang et al. 2001). E.
coli possede pas moins de vingt pompes a efflux responsables de résistances a de multiples

antibiotiques (Nishino et Yamaguchi, 2001).

C. Modification de la cible enzymatique

Chez les entérobactéries, I’ADN gyrase est plus sensible a I’inhibition médiée par les
fluoroquinolones, et les mutations responsables de résistance surviendront d’abord au niveau
de la sous-unité Gyr A. Ces mutations impliquent des substitutions en acides aminés qui
apparaissent dans une région particuliere nommée QRDR (Quinolone Resistance Determining
Région (Muylaert et Mainil, 2013). Ainsi, le domaine QRDR de la sous unité Gyr A de E.
coli se situe entre les acides aminés 67 et 106, avec des mutations au niveau des acides aminés
en positions 83 et 87. Cette région QRDR est proche de la tyrosine 122 impliquée dans la

liaison covalente de I’enzyme aux groupements phosphate de I’ADN (Martinez et al. 2010).
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1.3.2. Support génétique plasmidique

Ces geénes de résistance plasmidique sont regroupés sous I’appellation PMQR
(Plasmid-Mediated Quinolones Resistance). Ainsi que Trois mécanismes de résistance
plasmidique aux quinolones et fluoroquinolones ont aussi été décrits chez les entérobactéries
(Tani et Arlet, 2014).

e Protection de la cible

Les genes gnr ont été identifiés chez différentes souches d’entérobactéries et souvent
associés a la production de BLSE (Muylaert et Mainil, 2013). Ce sont les genes gnr A, gnr
B, gnr S, gnr C, gnr D (Guillard et al. 2009). Les protéines codées par ces génes sont
capables de se fixer sur les topoisomérases II et IV en compétition avec I’ADN. La réduction
du nombre des complexes binaires topoisomérases-ADN diminue la fixation ultérieure des
fluoroquinolones sur les topoisomérases (Tran et al. 2005). Les souches porteuses du géne
gnr appartenaient le plus souvent aux espéces E. coli, K. pneumoniae et récemment E.
cloacae qui sont toutes multi-résistantes, en particulier resistantes aux céphalosporines de

3eme genération par production de BLSE (Honoré et al. 2006).

e Pompes a efflux plasmidique

En 2002, au Japon une nouvelle pompe a efflux, nommee Qep A a été découverte. Elle est
codée par un géne situé¢ sur un plasmide de résistance d’une souche clinique isolée de
prélévement d’urine (Cattoir et al. 2008). Cette pompe a efflux confere une résistance de bas
niveau en produisant une augmentation de la CMI de fluoroquinolones hydrophiles comme la
ciprofloxacine, 1’enrofloxacine et la norfloxacine de 32 a 64 fois. Depuis la découverte du
gene gepA, un variant, nommé gep A2, qui présente deux substitutions en acides aminés a été
mis en évidence. Ce variant confere un phénotype de résistance similaire a gepA, renommé
depuis gepAl (Muylaert et Mainil, 2013). Le gene gepALl localisé sur un plasmide conjugatif
du groupe IncFl se trouve sur un transposon composite encadré de deux séquences d’insertion
IS26 et comprenant le gene rmt B, codant pour une résistance de haut niveau aux aminosides
d’usage thérapeutique (Park et al. 2009 ; Bathokédéou et al. 2014).
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Chapitre 3 Résistance aux ATB chez les enterobactéries

e L’inactivation enzymatique

Due a L’enzyme bi-fonctionnelle AAC [6]-1b-cr. Ce déterminant a été découvert pour la
premiére fois en 2006 chez une souche d’E .coli gqnrA-positive en Chine. 1l se distingue de
son progéniture, ’enzyme AAC [6]-lb, par le remplacement de deux acides aminés
Trpl02Arg et Aspl79Tyr et confére une résistance de bas niveau a la ciprofloxacine et a la
norfloxacine (Tani et Arlet, 2014). En générale, AAC [6]-Ib-cr est identifié comme gene

cassette au sein d’intégrons de classe 1 (Meradi et al. 2011).

1.4. Autres antibiotiques

La fosfomycine a été utilisée pour le traitement des infections dues a des bactéries
sensibles et multirésistantes (MDR). Il inhibe la synthése de la paroi cellulaire bactérienne
(Falagas et al.2019).Chez les Enterobacteriaceae, les enzymes de modification de la
fosfomycine sont codées par des génes frequemment retrouvées sur les plasmides, les
transposons ou au sein des intégrons permettant une dissémination rapide. On s'inquiéte de
plus en plus du risque de propagation de ces bacteries, en particulier Escherichia coli et
Salmonella, a linterface homme-animal-environnement (Zurfluh et al.2020).Autre classe
d’antibiotiques , les tétracyclines qui sont largement utilisés pour traitement et prévention des
maladies microbiennes (Dang et al.2008).Le principal mécanisme de résistance a la
tétracycline implique un systéme d’efflux actif inductible par lequel la concentration
intracellulaire de ces composés est réduite (Speer et al, 1992). Les genes d'efflux (tet A, B, C,
D et E) sont fréquemment détectés chez les membres de la famille des Enterobacteriaceae qui
comprennent Salmonella enterica, Shigella et Escherichia coli pathogéne (Tao et al.2010).
Pour les sulfamides, Les génes de résistance aux antimicrobiens jouent un réle important dans
la médiation de la résistance aux sulfamides chez les bactéries Gram-négatives (Gong et
al.2018).Le mécanisme de résistance le plus commun et le plus important a ces agents
bactériostatiques est une enzyme cible altérée, généralement a médiation plasmidique (Skold,
2000). Avec trois variantes résistantes du géne décrit a ce jour, sull, sulll et sul I1l. (Gong et
al.2018).D’autre part, plusieurs espéces d’entérobactéries peuvent acquérir de la résistance a
la colistine par le biais de plusieurs mécanismes tels que la modification post-traditionnelle du
LPS. Cette modification tend a empécher les polymyxines de se lier a la surface de la bactérie
et a pénétrer a I'intérieur de la cellule pour exercer leur activité bactéricide. (Jeannot et al.
2017).

55



Partie 2

Méthodologie



Meéthodologie

Etat de la question et Objectifs spécifiques

L’importance des antibiotiques est considérable en médecine en raison de leur efficacité

pour combattre les infections bactériennes. L’usage massif et irrationnel et la mauvaise

prescription de ces antibiotiques restent un probléme majeur pour la santé publique qui

entraine des conséquences négatives sur le plan médical, se manifestant par le développement

de la résistance bactérienne. La premiére étape, lorsqu’on aborde le probléme de la résistance

est de mesurer I’ampleur du probléme, de I’analyser et d’en comprendre les causes. Cette

partie a été structurée selon trois axes de recherche qui vont étre développés :

Dans un premier temps, nous avons réalisé un questionnaire. Ce dernier est un
instrument de collecte de I’information permettant d’entrer en contact avec des
enquétés a travers des questions de différents types. Dans cette enquéte le
questionnaire est auto administré, Il a pour but d’évaluer les connaissances des
étudiants sur la résistance bactérienne ainsi que leurs habitudes en ce qui concerne
I’utilisation des antibiotiques. Ceci, afin de savoir s'ils sont au courant de cette
résistance et des facteurs qui en sont la cause.

Suite a ce questionnaire, nous avons procedé a une collecte des données relatives aux
quantités des antibiotiques livrées qui apparaissent comme un outil intéressant pour la
surveillance. Le développement de la résistance aux antibiotiques qui était initialement
percue comme un probléme limité uniquement a I’hdpital s'est propagé méme en
ville. Le suivi de ces données qui va étre étudie dans cette partie, est un type de
surveillance ayant pour objectif d’estimer la consommation d’ATB.

Troisiemement, cette étape consiste a élaborer une revue systématique de la littérature
(Articles de recherches) portant sur [’épidémiologie de la résistance des
entérobactéries au niveau national en se focalisant sur la prévalence, les pathogénes

associés ainsi que les taux des résistances et les mécanismes signalés.

Partie 1. Evaluation des connaissances sur la résistance bactérienne et ’antibiothérapie

1.1.Population enquétée

Les étudiants de l'université constituent une partie non négligeable de la population.

Cette enquéte a concerné 207 sur 879 étudiants en Master (1 et 2 année). Ce choix est dicté

par le fait qu'a nos yeux, c'est a partir de ces niveaux d'étude que les étudiants commencent a
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avoir une idée sur la résistance bactérienne. Toutes les spécialités de la biologie appliquée et

de biologie des étres vivants sont incluses dans cette étude.

1.2.Matériel et recueil de données
Il s’agit d’une étude observationnelle transversale descriptive mono-centrique. Le

matériel utilisé est un questionnaire (Annexe 5). Il comporte des paramétres
sociodémographiques (sexe, age, niveau et spécialité) et dix-huit (18) questions a réponses
fermées et aux choix multiples axées essentiellement sur la résistance bactérienne et la
consommation des antibiotiques. D'autre part, il a été expliqué au début du questionnaire que
les réponses sont utilisées a des fins académiques et que la participation est volontaire et
anonyme. La collecte des données s’est déroulée durant la période allant du 22 février au 13
mars 2022.
Sur les 245 questionnaires distribués, nous n‘avons récupéré que 237. Sur ces derniers, 30
n’ont pas pu étre inclus dans I’analyse. Les causes de cette exclusion sont des questionnaires
qui sont remplis :

- d'une facon aléatoire.

- d'une facon illogique.

- avec la majorité des items non remplis.

Finalement, 207 questionnaires sont retenus pour 1’analyse.

1.3. Analyse de données

Les résultats des questionnaires ont été recueillis dans un tableau Excel. Sur I'ensemble
des questions posées, seulement dix ont répondu a nos criteres et ont présenté une valeur
scientifique importante pour notre étude. Parmi ces derniéres, certaines sont regroupées pour
étre analysées une fois. D'autres auxquelles nous avons di ajouter un certain détail afin

d'obtenir une analyse plus approfondie et mettre certains résultats en lumiere.

Partie 2. Consommation des antibiotiques en ville et au milieu hospitalier

2.1 Matériel et recueil de données

La ville de Tébessa, chef- lieu de wilaya située a I'Est du pays, a été le centre d'intérét
de notre étude. Elle compte selon les derniéres statistiques environ 245 409 habitants, et
dispose de 3 hdpitaux, et de 87 officines pharmaceutiques selon le site «annumed.sante-

dz.com» a la date ou nous avons mené notre enquéte.

58



Meéthodologie

Les données de ventes de médicaments sont des facteurs intéressants pour une meilleure
surveillance épidémiologique. C'est la raison pour laquelle nous avons mené une enquéte
transversale auprés des pharmacies et d'hopitaux de cette ville pour le recensement des
quantités d'antibiotiques livrées en 2021. Vue que le nombre d'officines au niveau de la ville
est trop élevé et pour que notre enquéte soit significative, nous avons ciblé celles qui
enregistrent une affluence plus importante du reste des pharmacies. Suite a quoi, nous avons
dd diviser notre plan en 6 zones. De fagon a avoir au moins une officine jugée importante
dans chaque zone ; Cette facon d'agir nous a permis de récupérer des données aupres de 17
pharmacies y compris celles dépendantes des (2) deux hdpitaux publics (environ 19 % de

total).Cette collecte s'est déroulée en (4) quatre périodes représentées sur la Figure 11.

Pharmacie de ville

I Pharmacie hospitaliere PHARMACIE 15

PHARMACIE 14

PHARMACIE 13

PHARMACIE 12

PHARMACIE 4 PHARMACIE 11
PHARMACIE 3 PHARMACIE 7 PHARMACIE 10
PHARMACIE 2 PHARMACIE 6 PHARMACIE 9 PHARMACIE 17
PHARMACIE 1 PHARMACIE 5 PHARMACIE 8 PHARMACIE 16

T Premiére période Deuxiéme période Troisieme période Quatriéme période
13/2/2022 2/3/2022 15/3/22022 29/3/2022

Figurell. Les différentes périodes de collecte des données

La collecte de données a été faite en demandant uniqguement le nombre des unités
livrées au cours de l'année 2021 pour les différents types d'antibiotiques destinées pour traiter
les infections a bacilles a Gram négatifs (Entérobactéries), les doses de chaque antibiotique et
leurs voies d'administration. Une fiche a été établie pour qu'elle soit remplie par les

pharmaciens sur la base de données des logiciels dont ils disposent. Les données de ventes
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analysées dans notre travail sont issues les bases de données, a savoir : EASYPharm, IntelliX

et XpertPharm.

2.2.Analyse des données
L'analyse des données a été effectuée apres une syntheése sur Excel. Seuls les
antibiotiques actifs sur les entérobactéries sont pris en considération. Pour une meilleure

exploitation des résultats, les données ont été traitées par famille d'antibiotiques.

Partie 3 : Etude systématique de la résistance des entérobactéries aux antibiotiques en
Algérie (2010-2022)

3.1. Note
Une revue systématique est un travail de collecte et de synthése des connaissances,
permet d'identifier, de sélectionner, d'évaluer et résumer des études primaires, des données et
des résultats de recherche sur une question précise. Elle utilise une methodologie trés
rigoureuse, reproductible, basée sur un protocole afin de réduire la possibilité de biais et
d’identifie toutes les preuves publiées et non-publiées sur un sujet en particulier, dans le but
d'avoir une vue d'ensemble objective et transparente sur ce sujet. Basant sur les questions
suivantes :
Est-ce qu'une autre revue systématique a deja ete réalisée sur le méme sujet ? Si oui, est-elle
récente ? Si oui, peut-on reformuler la question ? Si non, peut-on mettre a jour la revue
systématique existante ?
Pourquoi faire une revue systématique ?
e Pour examiner et critiquer les affirmations parfois contradictoires avancées dans des
publications de plus en plus nombreuses.
e Pour soulever les problemes de fiabilité pouvant entacher la pratique factuelle et
I'information scientifique en général.
e Pour combler le manque de temps et de compétences informationnelles des chercheurs
pour repeérer, analyser et trier cette information.
e Pour éclairer la prise de décision et aider a batir de nouvelles politiques et normes.
« Les revues systématiques auront une importance fondamentale pour l'avancée des
connaissances, puisqu'elles permettent d'identifier certaines lacunes et de développer de nouveaux

domaines de recherche. »
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3.2.Collecte et sélection des sources de données
Les données utilisees pour estimer la prévalence des résistances des entérobactéries au

niveau national proviennent de différentes sources. La totalité de ces données provenaient
seulement de publications évaluées par les pairs y compris des d’enquétes sanitaires
nationales. Des données provenant d’autres sources telles que les rapports des autorités ont été
exclus, s’il y n’avait pas suffisamment d’informations permettant d’évaluer leur qualité. Des
sources de données contenant des informations méthodologiques suffisantes sur des domaines
d’intérét clés, comme la méthode de diagnostic, la représentativité de I’échantillon, ont été
incluses. Les sources de données publiées avant 2010 ont été exclues. Pour évaluer la qualité
des données disponibles, chague source a été examinée, en appliquant un processus analytique
qui tient compte des critéres d’inclusion résumés et indiques ci-dessous :

e Représentativité de I’échantillon : Représentation régionale ou locale.

e Type de publication : Publication évaluée par les pairs,

e Ancienneté de la source de données : Seules les données publiées ou non entre

(2010-2022) ont été inclues
e Langue de publication : Anglais
La recherche bibliographique initiale a été menée au cours des mois de Novembre et

Février de l'année 2022. Des articles ont pu étre collectes en se référant aux bases de
données : Medline, Google Scholar et PubMed, en utilisant les mots clés suivants :
e Enterobacteria *Algeria * Bacterial resistance
e ESBL * Algerian * Antibiotic resistance
e Extended-Spectrum beta (B)-Lactamases Or ESBL
e E.coli * Algeria * Microbial resistance
e Antibiotic resistance * North Africa * Algeria

e Nosocomial Or Community infection

3.3.Analyse de données

Sur 223 sources de données, seulement 107 répondent a nos critéres d'inclusion
(Figurel2). Ce tri présente les possibilités de classification pour chaque critére par ordre de
préférence, de la plus élevée a la plus faible. Un tableau synthétique a été élaboré sur Excel
aprés avoir fait une lecture analytique. Ce tableau concerne des dimensions telles que : le
germe isolé, types et méthodes d'analyse, profils de résistance (antibiotiques + classe),

I’Année de 1’étude, Source, Support génétique, ainsi que la Région.
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Articles identifiés via
Medline, GoogleScholar,
Pubmed et autres bases

(N=223)

Articles restons aprés
suppression des doublons

Articles évalués pour
éligibilité

Articles retenues dans la
revue systématique

(N=107)

Articles rejetés ne répondant
pas aux criteres d’inclusion

Physiopathologie,
Thérapeutique et divers
Autres sources...

Article exclues aprés lecture
des textes intégraux

Figure 12. Diagramme de flux de la sélection des publications et donnees systématiques de la

littérature sur 1’¢tude de la résistance des entérobactéries aux antibiotiques en Algérie
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La résistance aux antibiotiques est devenue un probléme majeur de santé publique.
D’aprées les études publiées au niveau national, une importante augmentation de la résistance
aux antibiotiques a été observée en particulier chez les entérobactéries ces dix derniéres
années, et elle est fortement corrélée a plusieurs facteurs.

L'analyse descriptive des données recueillies par le questionnaire en termes de
connaissances et de comportement vis-a-vis des antibiotiques et de I'antibioresistance a révélé
: une prédominance féminine des étudiants enquétés avec un pourcentage de 90,34% par
rapport au sexe opposé. La majorité des étudiants déclarent avoir pris d’antibiotiques, ceci est
expliqué par le fait qu’ils ont été exposés au moins une fois a une infection qui demande un
traitement & base d’Amoxicilline. Un faible taux d’étudiants a déclaré le non-respect de la
dose et la durée de traitement, ce fait est expliqué le plus fréqguemment dans le sens d'une
diminution lorsque les symptomes disparaissent, ou des effets indésirables génants, soit par
changement de la dose en modifiant le nombre de prise par jours. La durée ou I’arrét précoce
du traitement, la prise d’antibiotique a une concentration sub-inhibitrice provoque un stress
qui augmente la pression de sélection et augmente la résistance bactérienne (Veyssiere
,2012). Les resultats ont montré que pres de 67% d’étudiants auraient recours a une
médication sans avis de médecins. Ces mémes résultats sont cohérents avec ceux rapportés
dans une étude réalisée dans la commune de Biskra (Nadji, 2019), et sont legérement
inférieurs a I’enquéte entreprise a la wilaya de Jijel (Abdellouche et al .2020). Les étudiants
s’automédiquent soit rarement, ce qui peut étre discuté par la gravité des symptémes et de la
prise directe d’antibiotique, le manque de temps nécessaire pour consulter un médecin, et le
fait d’économiser le cout de consultation. Par contre, une remédiation qui permet de soigner
les symptomes d’une maladie ou d’une crise qui déja été diagnostiquée par le médecin
(Fardeheb, 2015), peut étre une cause de recours a une automeédication une fois par mois.

L'antibiogramme est 1’un des examens de diagnostic qui permet de prédire la sensibilité
d'une bactérie présente dans un prélevement. Plus de 50% de la population questionnée a
déclaré ne pas I’avoir fait. L’ensemble des tests de diagnostic a pour but de surveiller
I'épidémiologie des résistances. Le fait de distinguer les infections virales des infections
bactériennes permettrait en effet a lui seul de réduire la consommation d’antibiotique
(Manguin, 2016). La plupart des €étudiants savent que les antibiotiques peuvent étre utilisés
en cas d’infection d’origine bactérienne, mais pas en cas d’une maladie virale. Pour
I’infection d’origine fongique, les réponses étaient trés proches.

Un grand nombre des personnes interrogées voit que les antibiotiques peuvent agir sur

tous les types d'infections, accélérent la guérison et qu’une mauvaise utilisation d’antibiotique
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peut le rendre inefficace. Selon un rapport scientifique en 2022, plus on prend d’antibiotiques,
plus le risque s’accroit de faire émerger des bactéries résistantes qui rendent les traitements
antibiotiques ultérieurs moins efficaces pour le patient et pour la collectivité (MSPF, 2022).

D’un point de vue général les étudiants ont conscience de probleme de la résistance
bactérienne aux antibiotiques (89%). Il en est de méme pour 1’étude réalisée par Nadji,
(2019) ou 70,59% de la population ont déclaré positivement sur I’inutilité d’utiliser les ATBs
a titre préventif en période d’épidémie, favorisant ainsi 1’apparition des bactéries résistantes.
Dans ce sens, des autorités sanitaires européennes rappellent que « I'utilisation massive et
répétée d’antibiotiques génere au fil du temps une augmentation des résistances bactériennes.
En effet, les antibiotiques agissent non seulement sur leur cible spécifique, la bactérie
responsable de I’infection a traiter, mais également, pour la majorité d’entre eux, sur d’autres
cibles telles que les bactéries commensales du tube digestif qui sont des bactéries utiles et non
pathogenes. » (Institut Pasteur, 2022).

La totalité des étudiants ont déclaré [I’utilisation d’au moins une alternative a
I’antibiothérapie, les effets secondaires peuvent étre une raison orientant cette population vers
une phytothérapie en premiére position. La phytotherapie est actuellement classée parmi les
médecines dites alternatives (Niel, 2016). En 2°™ position vient ’aromathérapie ; « Il serait
temps que la médecine moderne prenne conscience qu’il existe un complément et une
alternative a une antibiothérapie » déclare Verbeke, (2006). Ce traitement est a base d’huiles
essentielles qui sont reconnues par leurs propriétés anti-infectieuses, antibactériennes et
antivirales.

De nombreuses études révelent I’impact d’une surconsommation et le mesusage des
antibiotiques sur 1’augmentation des résistances bactériennes. Un total de 262360 unités
d’antibiotique livrées durant I’année 2021 a été recensé ; cette période d’étude a été marquée
par I’émergence de pneumonie liée au Coronavirus, une épidémie ou les antibiotiques a large
spectre ont été beaucoup utilisés. Les résultats montrent une consommation tres élevée d’une
céphalosporine de 1% génération, le Céfazoline. Il apparait comme I’alternative la plus
acceptable dans la majorité des cas et son utilisation est plus fréquente en antibiothérapie
curative et a I’occasion de I’antibioprophylaxie chirurgicale (Infectiologie, 2016), ce qui
témoigne une utilisation courante de ce médicament. L’analyse de données recueillies aupres
des pharmacies de ville a révélé, que I’amoxicilline est 1’antibiotique le plus vendu avec une
fréquence de 32,95%; Ces résultats étaient cohérents avec les données rapportées par Aggabi
et al. (2015) au niveau de la ville de Batna et Mascara avec un taux de (42.9%). Sur le plan

qualitatif, la consommation d’antibiotiques s’est toujours caractérisée par une forte
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prédominance des R-lactamines. Ceci, est probablement lié a I’incidence croissante des
infections a entérobactérie produisant des béta-lactamase a spectre étendu (BLSE). Parmi
cette classe d’antibiotique, c’est I’amoxicilline seule ou associée a I’acide clavulanique
(Augmentin), qui représente 43.52% de la consommation. Une étude récente a assuré la
prescription de I’amoxicilline, et ’amoxicilline clavulanate lors de I’infection a la COVID19
(Diamantis et al. 2020) ce qui prouve une large consommation d’amoxicilline durant cette
pandémie. L’association amoxicilline-acide clavulanique est un antibiotique particuliérement
générateur d’antibioresistance figurant sur la liste des antibiotiques « critiques » définie par
I’ANSM.

Le site d’introduction de ces antibiotiques dans [’organisme est multiple. Les
antibiotiques administrés par voie orale sont les plus vendus par les pharmacies de ville, car
c'est la plus pratique et, habituellement, la plus siire et la moins colteuse para rapport aux
hopitaux, ou tous les antibiotiques sont administrables par voies injectable. Cette voie parait
utile pour les personnes hospitalisées, inconscientes ou incapables d’avaler, donc
I'administration d'urgence est possible et facilitée.

Durant une période d’onze ans (2010-2021), les donnees scientifiques publiées
analysant la situation alarmante de la résistance des entérobactéries aux antibiotiques au
niveau national ont été collectées. Cette période a connu une fluctuation dans le nombre de
publications. L’augmentation de nombre des études publiées a commencé en 2014 et a duré
six ans. Les deux derniéres années sont caractérisées par une diminution progressive des
données. Cette baisse peut étre due a la propagation de la pandémie de la COVID19 qui est
devenue un axe de recherche prioritaire. Ces études ont été réalisées pour la plupart au niveau
des wilayas situées au Nord et au Centre du pays, cela est d0 a la répartition des centres
hospitaliers (CHU) et de recherches universitaires spécialises.

Les membres des entérobactéries sont responsables d'un large éventail d'infections.
Elles sont la premiere cause d'infections nosocomiales, étant responsables des septicémies,
des infections urinaires, et entériques (Aouf et al, 2018). Dans notre analyse, le genre
Escherichia a été classé en premier rang représenté par 1’espéce Escherichia coli comme
’espéce la plus dominante, suivi de genre Klebsiella ou 1’espece la plus isolée a été Klebsiella
pneumoniae. Ces especes ont été isolées de plusieurs prélevements, majoritairement des
urines qui sont les plus fréquentes. Dans des échantillons d’urine, dans une étude réalisée par
Nabti et al. Les Enterobacteriaceae étaient la famille la plus commune, représentée par E.
coli, K. pneumoniae. A Boumerdes, Alouache et al. ont détecté la présence de Klebsiella

pneumoniae et Escherichia coli dans des échantillons prélevés d'eau brute et d'eau traitée. Des
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résultats similaires ont été rapportés dans plusieurs études, dans des stations d'épurations en
Tunisie (Hassen et al, 2020), sur des eéchantillons cliniques (Robert et al. 2014). En outre,
I’espéce Enterobacter cloaceae, une espece majoritairement présente dans les prélevements
environnementaux. Ces especes se trouvent fréqguemment dans les milieux naturels tels que
I'eau, les eaux usées, les légumes et le sol. Ces bactéries sont des agents pathogenes tres
communs et sont fréquemment isolées dans hdpitaux. (Boutarfi et al. 2019). A l'ouest du
pays des souches d'Enterobacter cloacae, ont été signalées, isolées chez des patients et leur
environnement hospitalier (Souna et al. 2014).

Pour la résistance, incluant mais sans s’y limiter, les antibiotiques Gentamicine,
Céfotaxime, Ciprofloxacine, Triméthoprime/sulfamethoxazole et 1’Amoxicilline/AC
clavulanique, Ceftazidime et Amoxicilline sont les plus signalés dans les publications. Une
résistance a ces antibiotiques a été observée dans 150 souches d'E. coli isolées a partir de
I'urine de patients ambulatoires a Alger (Yahiaoui, 2015) et a également eté observée dans
des isolats d'E.coli uropathogenes en Iran (Farzi et al.2021). Dans notre analyse, la résistance
extra-chromosomique est la plus observée. La plupart des genes identifiés ont pour support
génétique les plasmides. L’épidémiologie des résistances au sein des entérobactéries isolées a
présenté la dissémination massive des enzymes de type CTX-M, TEM et SHV. Le gene le plus
détecte est le CTX-M-15, un variant de CTX-M.

En Algérie, la premiére enzyme CTX-M a été signalée en 2005 dans des isolats cliniques
a Constantine (Ayad, 2016). Le variant CTX-M-15 a été signalé sur des isolats d'E .coli, de K.
pneumoniae et d’E. cloacae provenant a partir d'échantillons prélevés chez des patients et de
surfaces de l'unité de soins intensifs de I'nopital de Tlemcen (Baba Ahmed et al.2012). Il a
également été détecté sur des isolats de K. pneumoniae récupérés a partir d'‘échantillons
d'urine chez un patient hospitalisé a I'nopital universitaire d'’Annaba (Abderrahim et al.
2017), des échantillons cliniques a I'hdpital de Laghouat (Lagha et al. 2014). Plus largement
au Méditerrané, le blaCTX-M-15 a également été signalé dans une étude en France en 2013
sur isolats d'E. coli provenant d'animaux de compagnie (Dahmen et al. 2013). L'Algérie
figure désormais parmi les pays méditerranéens connus pour étre touchés par la propagation
du type CTX-M-15. Ce type de géne est couramment trouve sur des plasmides transférables
qui portaient en outre d'autres genes de résistance aux antibiotiques (Loucif et al .2016 ; Baba
Ahmed et al. 2013). De plus , le géne codant pour ’OXA-48 ou le premier isolement de K.
pneumoniae producteur de ce géne en Algérie était déclaré a partir des souches isolées dans le

service pédiatrique de I'Hopital central de I'armée a Alger (Aggoune et al. 2014). Des
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entérobactéries productrices d'OXA-48 chez des animaux sauvages d'Algérie et d'Afrique
étaient signalées pour la premiére fois par Bachiri et al sur des souches d’E. coli isolées de
deux sangliers dans une forét a Bejaia (Bachiri et al.2017). Dans ce contexte, une étude a
décrit la présence de blaOXA-48 hébergé par des souches de K. pneumoniae et Enterobacter
cloacae isolées de patients hospitalisés dans un CHU au Maroc (Girlich et al.2014). Selon les
résultats de ’analyse, le géne blaTEM-1 vient en 3éme position. Il a été identifié dans des
isolats d’E.coli, K. pneumoniae et E. cloacae dans un service de réanimation et bloc
opeératoire de I'hdpital de Tlemcen (Baba Ahmed, 2012). Des isolats de Serratia marcescens
porteur de blaTEM-1 ont été collectés dans des hépitaux et des laboratoires privés a
Constantine et a Skikda (Batah et al.2015). En Jordanie, une étude a révélé la présence de
géne blaTEM-1 dans des échantillons de bactéries Escherichia coli isolés a partir de
différentes sources cliniques (Delmani et al.2017). Selon Lozniewski et al. (2010) de
nombreux plasmides de résistance sont conjugatifs ou mobilisables ce qui permet un transfert
horizontal ; ces transferts sont a ’origine d’une dissémination trés importante de ces genes au
sein des populations bactériennes ce qui fait qualifier la résistance plasmidique de

"contagieuse ou d’infectieuse".
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Conclusion et perspectives

La résistance aux antimicrobiens est un terme tout a fait relatif. En effet, les
entérobactéries ont atteint des niveaux alarmants de résistance vis-a-vis de nombreux
antibiotiques et de nouveaux mécanismes de résistance émergente se propagent a l'échelle
mondiale, ce qui menace notre capacité a traiter les maladies infectieuses courantes

En premier lieu, nous avons mis en lumiére le phénoméne de la résistance bactérienne
qui s’est avéré étre connu par la plupart des étudiants. En caractérisant les facteurs qui
favorisent cette résistance, un grand nombre d’étudiant considére que la consommation des
antibiotiques ne contribue pas a I’apparition des bactéries résistantes. Dans le méme contexte,
la majorité consomme des antibiotiques avec un taux élevé d’automédication. En outre, une
autre habitude de la population enquétée s’est révélée aussi par cette étude ; bien que la
majeure partie respecte la dose et la durée, nous avons observe un non-respect chez certains.
Plus de la moitié de la population déclarent ne pas réaliser des tests de diagnostic avec leur
médecin afin de savoir ’origine de I’infection. En deuxieme lieu, nous avons mis en evidence
que les antibiotiques les plus consommés au niveau de la ville de Tébessa durant la derniere
année appartenant aux p-lactamines, ou I'Amoxicilline arrive en téte suivi de I'Amoxiciliine —
Acide clavulanique (et la Ceéfazoline (C1G) en 3eme positon. Finalement, I’analyse
systématique nous a permis d’évaluer la prévalence de résistance des entérobactéries et de
reperer les causes et les sources possibles de contamination au niveau national. Ces études sur
la résistance des entérobactéries ont révélé une multitude de résultats, a savoir :

e La répartition des recherches est géo-spécifique concentrée au Nord du pays par rapport
au Sud et les zones d’ombre,

e Le milieu hospitalier est considéré comme la principale source des résistances signalées,

e Escherichia coli a été I’espéce la plus dominante et incriminée en termes de résistance,

e Une prévalence croissante des BLSE en milieu communautaire,

e La majorité des génes de résistances signalées a pour support les plasmides,

e Les CTX-M constituent désormais la majorité des BLSE détectées,

e Une dissémination massive des enzymes de type CTX-M, TEM et SHV,

e Les résistances ont été signalées vis-a-vis de nombreux antibiotiques notamment la
classe des B-Lactamines a titre d’exemple : I’ Amoxicilline, 1’association Amoxicilline
et acide clavulanique, la Gentamycine...

Généralement, la surconsommation des antibiotiques, ’automédication et le non respect des
doses et des durées du traitement restent les facteurs majeurs favorisants la résistance aux
ATBs.
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Conclusion et perspectives

A la lumiére des résultats obtenus, certaines recommandations peuvent étre envisagées

Réaliser des recherches évaluant d’autres facteurs qui peuvent augmenter 1’apparition
des résistances bactériennes,

Lancer des sensibilisations ou des compagnes d’information sur le danger et 1’impact
de cette résistance,

Réaliser des etudes epidémiologiques dans les autres wilayas algériennes permettant
d’avoir une vision nationale sur la prévalence de consommation des antibiotiques dans
la population,

Améliorer et développer des études et des recherches sur la résistance des
entérobactéries au Sud algérien et les autres régions a I’ombre.

Mettre en place un plan d’action national afin de ralentir et freiner ce phénomene,
Amélioration de la surveillance de [I’infection causée par la résistance aux
antibiotiques,

Renforcer les politiques et les programmes et mettre en ceuvre des mesures de

prévention et de contrdle des infections
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Insects

Arsenophonus
Buchnera
Enterobacillus
Intestinirhabdus
Izhakiella
Sodalis
Trabulsiella
Wigglesworthia

Water

Alterococcus
Budvicia
Limnobaculum
Pragia
Rahnella

Vegetation
Brenneria
Dickeya
Erwinia
Gibbsiella
Pantoea
Pectobacterium
Phaseolibacter
Rosenbergiella
Saccharobacter
Samsonia

Animal pathogens
Citrobacter
Edwardsiella
Escherichia
Klebsiella
Salmonella
Yersinia

Human pathogens

Citrobacter
Enterobacter
Escherichia/Shigella
Klebsiella

Proteus

Salmonella

Yersinia

Environmental

Buttiauxella
Chania

Kalamiella
Obesumbacterium
Photorhabdus
Pragia
Xenorhabdus

Annexes 1. Représentation catégorique des principaux genres d'entérobactéries associés a
divers écosystemes (Janda et Abbott, 2006).

Annexe 2. Interprétation des résultats du milieu Kligler-Hajna (Denis, 2011)

A) Milieu de Kligler-Hajna non ensemencé.
B) De gauche a droite, Bactérie glucose +, lactose +, productrice de gaz

(Escherichia .coli) ; Bactérie glucose +, lactose —, H 2 S +, productrice de gaz ; Bacteérie
glucose +, lactose —, H2S + faiblement (Salmonella Typhi).
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Enterobacterales (Janda et Abbott, 2021).
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Annexe 3. Principe d’API20E (Ephytia, 2022)
Order: Enterobacterales
Y
Family: Budviciaceae Family: Erwiniaceae (8 genera) Family: Hafniaceae
(3 genera) Bikchriora (3 genera)
Buavicia Erwinia Edwardsiella
Leminorella Kalamiella Hafnia
Pragia Mixta Obesumbacterium
Pantoea
Phaseolibacter
Family: Morganellaceae Tatumella Family: Yersiniaceae
(8 genera) Wigglesworthia (8 genera)
Arsenophonus Chania
Cosenzaea Chimaeribacter
Moellerella Family: Pectobacteriaceae (5 genera) Ewingella
Morganella Brenneria Rahnella
Photorhabdus Dickeya Rouxiella
Proteus Lonsdalea Samsonia
Providencia Pectobacterium Serratia
Xenorhabdus Sodalis Yersinia
Annexe 4. Six familles nouvellement proposées pour inclusion dans

l'ordre
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Annexe 5. Questionnaires ; Evaluation des connaissances sur la résistance bactérienne et
I’antibiothérapie

République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministére de L’Enseignement Supérieur et de la Recherche ScientifiqueUniversité Larbi
Tebessi- Tébessa-
Faculté des Sciences Exactes et des Sciences de la Nature et de la Vie

Questionnaires
La résistance bactérienne est un enjeu majeur de santé publique corrélée aux plusieurs facteurs. Nous en tant
qu’étudiantes de Master en microbiologie appliquée, nous réalisons une étude sur cette situation et nous
avons donc procédé a une évaluation pouren savoir plus sur les connaissances et les habitudes des étudiants en
ce qui concerne I'utilisation des antibiotiques. Nous vous invitons sincérement a participer a cette enquéteen
remplissant le questionnaire suivant. Votre contribution a cette évaluation est précieuse. Enfin, nous vous
assurons que les informations restent anonymes et ne serontutilisées qu'a des fins académiques.

Date :
Age: Sexe : Spécialité :
1. Avez-vous déja entendu parler de résistance des bactéries aux antibiotiques
o Oui o Non
2. Vos sources d’information a propos des antibiotiques ?
o Entourage (famille, amis...) o Notices de médicaments
o Pharmacien o Médecin

3. Prenez-vous souvent d’antibiotiques ?
o Oui o Non
SiOUI, CITEI UN: v

4. Pour combien de jour avez-vous pris I’antibiotique ?

olj 02j o03j 04j osj o6j a7j o8j ol0j
5. Lorsque votre médecin vous prescrit des antibiotiques, respectez-vous la dose et ladurée du traitement
?
Dose oOui oNon
Durée o Oui o Non

6. Si vous ne respectez pas la durée du traitement, en prenez-vous :
o Moins longtemps o Plus longtemps

7. Au cours d'un traitement d'antibiotique, on arréte de prendre son antibiotique si on sesent mieux ?
o Oui o Non

8. Avez-vous déja pris des antibiotiques en automédication (c'est-a-dire de vous-méme,sans prescription
médicale) ?
o Non a Oui
Si oui, quelle est la provenance ?
o L’armoire a pharmacie de la maison
o Pharmacie
o Votre entourage
9. La fréquence de recours a I’automédication par un antibiotique :
o Au moins une fois par mois.
o Souvent (4 a 5 fois par an).
o Rarement (1 & 2 fois par an).
10. Avez-vous réalisé, avec votre médecin des tests de diagnostic afin de savoir si lamaladie est due &
une bactérie, ou un virus ? o Oui o Non
11. Demandez-vous a avoir des antibiotiques a votre médecin traitant ?
o Oui o Non
Si oui, a cause de ?
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oEffets indésirables o Une habitude o Autres

12. Oui/ Non/ Ne sait pas

o] Non Ne sais pas
ui
Les Un infection virale
antibiotiques e
sont utilisés Une infection bactérienne
pour les Une infection microbienne
situations Un infection fongique
suivantes? e
Un  Bronchite
e
Un  Angine
e
Un  gastro-entérite
e

Un méme antibiotique peut agir sur tout typed’infection
(ORL, urinaire, cutanée, génitale...)

La prise d’antibiotique accélére la guérisond’une
infection

Un antibiotique peut devenir inefficace s’il estmal
utilisé

Peuvent étre utilisés de maniere répétée et étretoujours
aussi efficaces

13. En période d’épidémie (COVID, rhume, pneumonie, bronchite), est-il utile a prendredes antibiotiques a
titre préventif ? o ouio non

14. La consommation d’antibiotiques dans la population peut favoriser 1’apparition debactéries
résistantes : o Oui o Non

15. Pensez-vous que l'antibiotique que vous avez pris est moins efficace qu'avant ?
o Oui o Non

Si oui, pourquoi d'aprés vous ?
o Utilisation frégquente des antibiotiques
o Non-respect des doses et de durée de traitement
o Utilisation des génériques
o Une mauvaise hygiéne
o Une antibiothérapie prolongée
o De faibles posologies (dose/durée) d’antibiotiques
o Une surabondance de prescriptions d’antibiotiques
o Automédication

16. Vous arrive-t-il de conseiller un antibiotique a votre entourage ?
o Oui o Non o Souvent
17. Pour traiter une infection, au lieu d'un antibiotique, avez-vous eu recours a une :
o Phytothérapie (par les plantes médicinales)
o Aromathérapie (par les huiles essentielles)
o Autres
18. Pour devenir un consommateur d’antibiotique responsable, je dois :
o Utiliser I'antibiotique uniquement sur prescription d’un médecin
o Arréter la consommation d’antibiotiques
o Prendre le méme antibiotique prescrit lors d’un traitement précéde si les symptdmessemblent étre
identiques
o Utiliser le traitement a titre personnel sans le partager avec d'autre personneprésentant les mémes signes



Annexes

Annexe 6 .Génotypes de résistance des entérobactéries (plus détaillé).

Merci pour votre participation

Mécanisme de
résistance

types de mécanisme

Mode d'action

Geénes

Nombres

Béta-lactamase

Types CTX

Types TEM

Types SHV

I'inactivation
enzymatique

blaCTX-M-15

59

blaCTX-M-1

14

blaCTX-M-3

H
o

blaCTX-M-14

bla CTX-M

blaCTX-M-2

blaCTX-M-8

blaCTX-M-9

blaCTX-M24

blaCTX-M-28

blaCTX-M-32

blaCTX-M-38

blaCTX-M-55

S R R L RS )

bla TEM

[EY
»

blaTEM-1B

(BN

blaTEM-1D

[XY

blaTEM-1

N
[op]

blaTEM-2

blaTEM-4

blaTEM-12

blaTEM-24

blaTEM-30

blaTEM-31

blaTEM-35

blaTEM-48

blaTEM-71

blaTEM-136

blaTEM-141

blaTEM-163

blaTEM-167

blaTEM-183

blaTEM-188.

blaTEM-198

bla SHV

blaSHV-1

blaSHV-1a

blaSHV-2

blaSHV-2a

blaSHV-5

blaSHV-10

blaSHV-11

giririvIvIvVOo|loRr|RrIRrIRIRIRP|IRIRPIRPIRP(RP|[R[FR[F[DdD
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Ceéphalosporinases

carbapénémases classe A

Carbapénémases classe B

Carbapénémases classe D

blaSHV-12

=
N

blaSHV-26

blaSHV-27

blaSHV-28

blaSHV-32

blaSHV-33

blaSHV-98

blaSHV-99

blaSHV-100

blaSHV-101

blaSHV-106

blaSHV-133

blaSHV-148

blaSHV-182

bla AmpC

blaCMY-1

blaCMY-2

blaCMY-4

blaCMY-16

blaCMY-42

blaCMY-50

bla DHA

blaDHA-1

bla CIT

blaFOX-1

bla KPC

blaKkPC-2

blakPC-3

blaVIM-19

bla NDM

blaNDM-1

blaNDM-5

bla OXA

blaOXA-1

blaOXA-24

blaOXA-48

w

blaOXA-244

ROk |lokRrdlwWMIRPIR|IRIMR[RlO|R|IRP|IRPIMdMINV/O|R|IRP|IRPIRINIRPR|IRIR|IR|IR|ILRIV|IW|F (R

Aminoglycosides

Modification de la cible (ribosomale)

armA

rmtB

rmtC

I'inactivation enzymatique

aac (3)-1

aac (3)-la

aac (3)-11

aac (3)-1la

aac(3)-1ld

F |w|w|k Nk ko
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aac (3)-1l1

aac (3)-1vV

aph (3)-la

aadA

aadAl

aadA2

aadA5

aadA7

ant (2°)-1

ant (2°)-la

Quinolones

Protection de la cible (ADN gyrase)

gnrA

gnrAl

gnrB

gnrB1

gnrB2

gnrB4

gnrB5

gnrB9

gnrB19

gnrB42

gnrB72

0gXAB

gnrD

gnrS

gnrS1

un systéme d’efflux actif

gepA

gepAl

I’inactivation enzymatique

aac (6)-1b

W (N IO |OF [N (N NN N P (W00 |W Ik Wk (kDN (PPN

aac (6")-1b-cr

N
o

olymyxines(Colistine)

Modification de LPS

mcr-1

mcr-3

mcr-8

Tétracycline

un systéme d’efflux actif

tetA

tetB

Sulfonamide

I'inactivation enzymatique

sull

sul2

sul3

Triméthoprime

I'inactivation enzymatique

dfrA-1

dfrA-5

dfrA-12

dfrA-14

dfrA-25

Macrolide

I'inactivation enzymatique

mphA

Fosfomycine

I'inactivation enzymatique

fosA

Chloramphénicol

I'inactivation enzymatique

catA2

catB3

P (PP IRPWWRFRrWwwloollw (01 (- |k |
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