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Résumé

La propagation mondiale des Entérobactéries résistantes aux antibiotiques (MDR) responsables
des infections urinaires (IU) constitue un probléme de santé publique majeur. Cette étude
examine la prévalence des isolats uropathogeénes d'Enterobacteriaceae résistants aux

antibiotiques, acquis dans les hopitaux et les communautés de Tébessa, en Algérie.

Un total de 301 isolats d’Entérobactéries a été collecté entre juillet 2022 et janvier 2024.
L'identification des espéces, le test de sensibilité antimicrobienne et la détermination des
phénotypes de résistance ont été réalisés a I'aide du systéme Vitek 2. 50 isolats d'E. coli et 22
de K ;pneumoniae résistants aux céphalosporines a spectre étendu (ESC) ont été caractérisés

phénotypiquement et génotypiquement, avec un WGS effectué sur le clone ST1193.

L'analyse a révélé une forte prévalence de résistance, avec 48,50 % des isolats identifiés comme
producteurs de B-lactamases a spectre étendu (ESBL) et 5,98 % comme producteurs de B-
lactamases AmpC. De plus, 18,9 % des isolats ont présenté une résistance aux carbapénémes,
compliquant le traitement. E. coli a montré la plus forte production d'ESBL (52,82 %), tandis
qu'Enterobacter cloacae était le principal producteur d' AmpC. Alarmant, 80,73 % des isolats
¢taient MDR (indice MAR > 0,2), et 64,78 % des isolats uropathogénes étaient acquis a
I'hdpital. De plus, tous les isolats de K. pneumoniae, a 'exception d'un, portaient blaCTX-M-
15, avec un isolat portant blaCTX-M-194. Deux isolats de K. pneumoniae coportant blaCTX-
M-15 et blaNDM ont montré des caractéristiques de virulence hypergénique (hvKp). Chez E.
coli, divers genes de résistance ESC ont été identifiés, dont blaCTX-M-15, blaCTX-M-27, et
blaOXA-48 dans trois isolats. L'analyse phylogénétique a révélé que la plupart des isolats de E.
coli appartenaient au groupe phylogénétique B2, incluant des complexes clonnaux a haut risque

CC131 CH40-30 (17 isolats) et CC38 (12 isolats).

L'analyse in silico du génome ST1193 a montré une forte similarité avec un génome annoté
précédemment dans un hopital du nord-ouest de 'Espagne.Cette €¢tude met en évidence la
propagation des clones E. coli CC131 et des isolats hvKp en Algérie, rapportant pour la
premicere fois le E. coli ST1193 en Algérie avec des rapports tres limité en Afrique, ainsi que la
premiére détection de blaCTX-M-27 co-produit avec blaOXA-48. Ces résultats soulignent la
nécessité d'améliorer la surveillance et la gestion des antibiotiques pour faire face a la menace

croissante pour la santé publique.

Mots-clés: infection urinaire (IU), Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, 53 ST131, ST1193,

BLSE, carbapénémases, Algérie.



Abstract

The global spread of multidrug-resistant (MDR) Enterobacteriaceae causing urinary tract
infections (UTlIs) is a significant public health concern. This study investigates the prevalence
of MDR uropathogenic Enterobacteriaceae isolates acquired in hospital and community

settings in Tébessa, Algeria.

A total of 301 Enterobacteriaceae isolates were collected between July 2022 and January 2024.
Species identification, antimicrobial susceptibility testing, and resistance phenotype
determination were performed using the Vitek 2 system. Fifty Escherichia coli and 23
Klebsiella pneumoniae isolates resistant to extended-spectrum cephalosporins (ESC) were
phenotypically and genotypically characterized, with whole-genome sequencing (WGS)
conducted on the S7/793 clone.

The analysis revealed a high prevalence of resistance, with 48.50% of isolates identified as
extended-spectrum B-lactamase (ESBL) producers and 5.98% as AmpC B-lactamase (4mpC)
producers. Additionally, 18.9% of isolates exhibited carbapenem resistance, making treatment
challenging. E. coli exhibited the highest ESBL production (52.82%), while Enterobacter
cloacae was the main AmpC producer. Alarmingly, 80.73% of isolates were MDR (MAR index
> 0.2). Notably, 64.78% of uropathogenic isolates were hospital-acquired. Furthermore, K.
pneumoniae 1solates, all but one harbored blaCTX-M-15, with a single isolate carrying blaCTX-
M-194. Two K. pneumoniae isolates co-harboring blaCTX-M-15 and blaNDM exhibited both
phenotypic and genotypic hypervirulence (hvKp). In E. coli, various ESC resistance genes were
identified, including blaCTX-M-15, blaCTX-M-27 , and blaOXA-48 in three isolates.
Phylogenetic analysis revealed that the most of E. coli isolates belonged to phylogroup B2,
including high-risk clonal complexes CC131 CH40-30 (17 isolates) and CC38 (12 isolates).
Characterization of the CCI31 clone revealed virotypes F and E in 59% of isolates. In silico
analysis of the ST7793 genome showed similarity to a previously annotated genome from a

hospital in Spain.

This study highlights the spread of E. coli CC131 clones and hvkp isolate in Algeria, reporting
for the first report of E. coli ST1193 in Algeria with limit reports in Africa and first report of
the variant blaCTX-M-27 co-produced with blaOXA-48 These findings underscore the need for

enhanced surveillance and antibiotic management to address the rising public health threat

Keywords: urinary tract infection (UTI), Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, 53 ST131,

ST1193, ESBL, carbapenemases, Algeria
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Les infections constituent une menace majeure pour la sant¢ humaine quelle que soit
leur origine. Parmi elles, les infections urinaires (IUs) qui sont considérées comme I'une des
affections les plus fréquentes a I’échelle mondiale, affectant chaque année des millions de
personnes. Elles représentent un enjeu de santé publique aussi bien en milieu communautaire
qu'en milieu hospitalier, en raison de leur incidence élevée, de leur potentiel de complications
et de ’augmentation des résistances antimicrobiennes associ¢es (X. Yang et al., 2022; H.
Ahmed et al., 2023), 11 s'agit de la deuxiéme infection la plus fréquente apres celles du systeme
respiratoire. Constituant ainsi un fardeau sanitaire mondial qui affecte des individus de tous

ages et indépendamment de leur état de santé (Flores-Mireles et al., 2015; Amawi et al., 2021).

Les IUs sont responsables d'une morbidité et d'une mortalité importantes, malgré les
nombreuses stratégies de prévention mises en place. Elles entrainent également un lourd impact
¢conomique.(Flores-Mireles et al., 2015; Brons et al., 2020; Zagaglia et al., 2022). Aux
Etats-Unis, le cot économique des IU récidivantes dépasse les 5 milliards de dollars par an
(Mancuso et al., 2023a). A I'échelle mondiale, environ 375 106 décés ont été attribués aux IU
en 2019 (Ikuta et al., 2022). Sur le plan clinique, les IU varient en fonction de leur gravité,
allant de formes bénignes a des infections potentiellement fatales (Garcia et al., 2023). Elles
se classent généralement en deux catégories : les IUs non compliquées, qui surviennent en
l'absence d'anomalies structurelles ou fonctionnelles des voies urinaires et sont habituellement
traitées par antibiothérapie, et les IUs compliquées, qui sont causées par des
dysfonctionnements anatomiques ou fonctionnels tels qu'une obstruction urinaire, une
rétention, une immunosuppression, une insuffisance rénale, la grossesse ou un cathétérism

(Jindal et al., 2022; Zagaglia et al., 2022; Grey et al., 2023; Mancuso et al., 2023a).

Certaines populations sont particulierement vulnérables aux IUs, les femmes sont les
plus touchées en raison de la configuration anatomique de leur systeéme urinaire, qui favorise la
colonisation par des agents pathogenes (Czajkowski et al., 2021; Garcia-Menifiio et al., 2024).
Les jeunes enfants, notamment en bas age, sont également exposés, avec une prévalence plus
élevée chez les filles apres la premiere année de vie (Tullus & Shaikh, 2020). De plus, les
personnes immunodéprimées, comme les patients diabétiques ou sous traitement anticancéreux,
présentent un risque accru. Chez ces individus, les pathogenes peuvent franchir plus facilement
la barriere urothéliale, parfois sans provoquer de symptomes classiques (Tolkoff-Rubin &
Rubin, 1997; Tandogdu et al., 2016). L’antibiorésistance constitue une problématique
majeure dans les IUs, souvent liée a la présence de bactéries multirésistantes (Klein &

Hultgren, 2020). Ainsi, les [Us représentent la deuxieme cause la plus fréquente de prescription
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d'antibiotiques (Fésiis et al., 2023., Garcia-Menifio et al., 2024). Les bactéries sont les
principaux agents responsables des IUs (Grey et al., 2023), tandis que les levures, virus et
parasites sont plus rarement impliqués, ce qui limite les recherches sur ces pathogenes. Parmi
les bactéries, les especes a Gram négatif sont prédominantes, représentant 90 % des [Us (Fares
et al., 2023). Les Entérobactéries sont les principaux agents étiologiques des IUs acquises en

milieu hospitalier et communautaire (Gupta et al., 2019).

L’augmentation de la résistance aux antibiotiques au sein des Entérobactéries est une
préoccupation croissante, notamment contre des antibiotiques couramment utilisés tels que
I’ampicilline, [’acide clavulanique, les céphalosporines, les fluoroquinolones et le
triméthoprime/sulfaméthoxazole. Cette tendance est observée dans le monde entier, y compris
en Algérie (Faine et al., 2022; Fares et al., 2023), et contribue a I’émergence de souches
multirésistantes (Orakzai et al., 2021). Les [Us causées par des Entérobactéries produisant des
béta-lactamases a spectre étendu (BLSE), des céphalosporinases (AmpC) ou des
carbapénémases représentent une menace croissante pour la santé publique (Tamma et al.,
2024). Ces MDR sont a I’origine de nombreuses infections nosocomiales et communautaires
(Gupta et al., 2019; Mirzaei et al., 2021; Benmoumou et al., 2023). Dans cette famille,
Escherichia coli est responsable de plus de 80 % des cas d'IUs (Klein & Hultgren, 2020) et
est considéré comme l'agent pathogéne le plus important (Iskandar et al., 2021), suivi par

Klebsiella Pneumoniae , qui est impliqué dans environ 23 % des IUs (Khadka et al., 2023).

La résistance croissante aux antibiotiques des Entérobactéries est principalement
responsable de la menace qu'il représente. La dissémination de ces souches a été associée a un
fardeau économique considérable et a une pression accrue sur les systemes de santé, entrainant
potentiellement une augmentation de la mortalité et de la morbidité en raison des échecs
thérapeutiques (Iskandar et al., 2021; Xedzro et al., 2023). Cette menace croissante résulte de
la capacité d’Entérobactéries a acquérir des genes situés sur des plasmides transférables codant
pour des BLSE, permettant a ces enzymes d'hydrolyser la pénicilline, les céphalosporines (de
troisiéme et quatriéme générations) et les monobactames. Les -lactamases TEM et SHV ont
été les premicres BLSEdécrites. Chez I'Ecoli et K. pneumoniae, les enzymes de type CTX-M
sont les plus courantes (Mancuso et al., 2023b; Xedzro et al., 2023).

En Algérie, comme dans de nombreux pays a revenu faible et intermédiaire (LMICs),
la résistance aux antimicrobiens constitue un enjeu majeur de santé publique, favorisé par
I’usage inappropri¢ des antibiotiques et 1’insuffisance de programmes efficaces de bon usage
(antibiotic stewardship). A I’échelle régionale, 1’étude Global burden of bacterial antimicrobial
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resistance in 2019, publiée dans The Lancet (Murray et al., 2022), a mis en évidence I’impact
considérable de la résistance bactérienne dans la région du Moyen-Orient et de 1’ Afrique du
Nord (MENA), avec environ 7 687 déces (IC 95 % : 6 663—8 969) associés aux infections

urinaires en 2019.

A TDéchelle nationale, plusieurs études régionales ont rapporté la circulation
préoccupante d’uropathogeénes multirésistants, en particulier E. coli et K. pneumoniae. Dans la
région de Tizi-Ouzou, les isolats d’E. coli responsables d’infections urinaires ont présenté des
taux ¢€levés de résistance a des antibiotiques couramment utilisés (Ait-Mimoune et al., 2022).
De plus, la diffusion de souches multirésistantes de K. pneumoniae productrices de
carbapénémases a été signalée dans différentes régions du pays, avec I’identification de clones

a haut risque tels que ST258, ST101 et ST512 (Bakour et al., 2015; Brahmia et al., 2021a).

Par ailleurs, des études menées dans plusieurs hdpitaux algériens ont mis en évidence la
présence de génes de résistance de type BLSE (Benbrahim et al., 2021). A I’échelle locale,
notamment dans la wilaya de Tébessa, une association significative entre 1’usage inapproprié¢
des antibiotiques et I’augmentation de la prévalence des bactéries productrices de BLSE a été
rapportée (Fares et al., 2023). Ces observations s’inscrivent dans une tendance similaire a celle
décrite dans d’autres régions du pays, ou la dispensation d’antibiotiques sans prescription
médicale demeure fréquente (Nabti et al., 2019; Zenati et al., 2019). L’ensemble de ces
données souligne I’intérét d’une approche de géographie épidémiologique pour analyser la
distribution régionale de la résistance aux antimicrobiens en Algérie, dans un contexte
caractérisé par l’absence d’un systéme national de surveillance structuré, les données

disponibles provenant principalement d’études académiques isolées (Touati & Mairi, 2020a).

Malgré ces constats, 1’analyse et la caractérisation moléculaire des Entérobactéries
résistantes aux antibiotiques en Algérie, et plus particulierement dans la région de Tébessa,
restent limitées. En particulier, les données concernant les complexes clonaux a haut risque, tels
que ST131 et ST1193 chez E. coli, demeurent rares. Or, la biologie moléculaire occupe une
place centrale en microbiologie clinique, notamment grace au séquencage du génome entier
(Whole Genome Sequencing, WGS). Cette approche permet une identification précise des
souches bactériennes, la détection des genes de résistance et de virulence, ainsi qu’une

meilleure compréhension des mécanismes de dissémination des bactéries multirésistantes.

Dans ce contexte, la présente étude vise a évaluer ’apport des techniques de biologie

moléculaire, en particulier le séquengage du génome entier, dans 1’analyse des Entérobactéries
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résistantes aux antibiotiques. Elle s’intéresse spécifiquement a E. coli et K. pneumoniae isolées
d’infections urinaires, dans le but de réaliser leur analyse et leur caractérisation moléculaire.
L’étude a pour objectifs de déterminer la prévalence des clones E. coli ST131 et ST1193
résistants aux fluoroquinolones et producteurs de BLSE au sein de notre collection, ainsi que
d’évaluer la prévalence de souches hypervirulentes de K. prneumoniae productrices de

carbapénémases.
Le présent travail est structuré en deux parties.

La premicre partie est dédiée a une synthése bibliographique structurée en trois chapitres
: le premier présente les généralités sur les Entérobactéries ; le deuxiéme est consacré aux
antibiotiques et aux mécanismes de résistance développés par les Entérobactéries ; tandis que
le troisiéme traite des Entérobactéries résistantes aux antibiotiques associées aux infections

urinaires.
La partie expérimentale est également subdivisée en deux chapitres :

- Le premier décrit le matériel et les méthodes utilisés ;

- Le second est dédi¢ a la présentation et a la discussion des résultats obtenus.

Le manuscrit se termine par une conclusion générale résumant 1I’ensemble des résultats

de I’étude.
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I.1-  Entérobactéries
1.1.1- Généralité sur les Entérobactéries

Les Entérobactéries sont un groupe de microorganismes qui partagent des
caractéristiques biochimiques et morphologiques communes. Elles se distinguent par leur forme
de bacilles droits, Gram-négatifs et non sporulés. La plupart des espéces peuvent étre cultivées
sur des milieux de culture ordinaires ou sélectifs a 37°C pendant 24 heures, bien que certaines

préferent des températures plus basses (Mlaga et al., 2017; Marathe et al., 2019).

1.1.2.- Habitat et Importance Ecologique

La famille des Entérobactéries (Tableau 01) est taxonomiquement diverse et largement
répandue dans I’environnement, notamment dans les végétaux, le sol, I'eau et les aliments. Elles
sont également présentes dans le systeéme digestif de 'nomme et des animaux vertébrés, ou elles
jouent un role essentiel dans la digestion, I’immunité et la santé générale. Certaines especes

sont commensales, tandis que d’autres sont pathogenes (Santos et al., 2020).

Tableau 01 : Classification des entérobactéries (Whitman, 2015) :

Rangs taxonomiques Classification
Domaine Bacteria
Embranchement Proteobacteria

Classe Gammaproteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriacea

1.1.3- Pathogénicité et Infections Associées

Parmi les bactéries pathogénes de cette famille, on retrouve : Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii, et Morganella morganii,,
Chaque espece possede un profil biochimique spécifique permettant son identification et sa
caractérisation, aussi bien phénotypiquement qu’a I’échelle moléculaire. Ces bactéries sont
responsables de diverses infections humaines et animales, notamment des infections
respiratoires qui sont les plus répandues, suivies des infections urinaires, gastro-intestinales, la
septicémie et la méningite (Octavia & Lan, 2014). Ces entérobactéries peuvent étre classées
en fonction de leur pathogénicité, avec des souches commensales non pathogenes d’une part,
et des souches pathogénes d’autre part, qui peuvent entrainer des maladies graves, surtout chez

les personnes immunodéprimées. Le Tableau 02 présente les caractéristiques bactériologiques,
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biochimiques et antigéniques de ces entérobactéries, afin de mieux comprendre leur diversité

et leur role dans les infections humaines.
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Tableau 02: Caractéristiques Bactériologiques, Biochimiques et Antigéniques des Entérobactéries Opportunistes (Victoire, 2019).

Caractéres Bactériologiques

Caractéres Biochimiques

Caractéres Antigéniques

E. coli BGN, bacilles polymorphes, mésophile Absence d'uréase, fermentation de Trouvée en forme commensale dans le microbiote
(température optimale de 37°C et pH lactose, absence de production intestinal de ’homme et des animaux, responsables de
optimal de 7), multiplication rapide (18- d’oxydase, production d’indole, troubles intestinaux (diarrhées aigués), et causant des
24h a 37°C), et colonies rondes, plates, a | absence de croissance sur le citrate et | infections extra-intestinales.
bords réguliers. pas de production de H2S.

K. BGN immobile, colonies mucoides, Aéro-anaérobie facultative, Responsable d'infections communautaires (pneumonies

pneumoniae | volumineuses (3-4mm), bombées, fermentation du glucose avec lobaires nécrosantes, abces pulmonaires, pleurésies
brillantes, opaques et parfois filantes, et production de gaz, et absence purulentes), infections nosocomiales (infections
formation de dép6t muqueux en milieu d’oxydase. urinaires, bactériémies, pneumonies, infections de sites
liquide opératoires, infections néonatales).

E. cloacae BGN anaérobie facultatif., colonies Production d’acide a partir de la Pathogene opportuniste hospitalier (infections urinaires,
rondes, légérement plates avec bords fermentation du glucose, test de bactériémies, méningites, abces cérébraux, infections de
irréguliers, et flagelles péritriches. Voges-Proskauer positif, test du rouge | plaies, infections intra-abdominales), et source

de méthyle négatif, et température d’épidémies et transmission croisée entre patients.
optimale de croissance a 30°C.

C. freundii | Bacille ou coccobacille Gram négatif, Fermentation du mannitol, production | Agent pathogeéne opportuniste d’origine nosocomiale,

anaérobie facultatif, et flagelles
péritriches assurant la mobilité.

de H2S, et utilisation du citrate de
Simmons comme source de carbone.

infections : voies urinaires, bactériémies, sepsis
abdominaux, abces cérébraux, pneumonies, infections
néonatales, et infections du SNC plus fréquentes chez
les nourrissons de moins de 2 mois.

M. morganii

BGN mobile, et colonies plates.

Capacité de produire 1’uréase et la
tryptophane désaminase, fermentation
du glucose, réduction du nitrate en
nitrite et production d’indole.

Trouvée dans I’environnement et le tractus intestinal de
I’homme, mammiferes et reptiles, majorité des
bactériémies acquises dans la communauté, infections
des voies urinaires, hépatobiliaires, cutanées et tissus
mous et infections graves chez les immunodéprimés.
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I.1.4- Classification et Evolution Taxonomique

D'un point de vue taxonomique, la famille des Entérobactéries comprend actuellement
plus de 170 especes, réparties en 53 genres différents, dont 26 sont associés a des infections
humaines (Octavia & Lan, 2014; Mlaga et al., 2017). L’avénement de la taxonomie
moléculaire a permis une classification plus précise. Des technologies récentes, comme la
MLST (analyse de séquences multilocus), qui repose sur le séquencage de plusieurs génes
ménagers, ont été développées pour différencier les isolats et les souches au sein de cette famille

(Bouaziz , 2018).

Grace aux avancées du séquengage de nouvelle génération (NGS) et du séquencage du
génome entier (WGS), la classification des Entérobactéries a subi d’ importantes modifications.
Récemment, certains membres ont été¢ reclassés dans des familles distinctes, telles que :
Budviciaceae, Erwiniaceae, Hafniaceae, Morganellaceae, Pectobacteriaceae, Yersiniaceae),
Toutes ces familles appartiennent désormais a 1’ordre des Enterobacterales (Marathe et al.,
2019). La description taxonomique des nouveaux membres de la famille est importante pour
comprendre les risques sanitaires associés et prévenir la propagation des infections (Marathe

et al., 2019).
1.1.5- Identification des Entérobactéries

I.1.5.1- Importance d'une identification bactérienne fiable

L’identification des entérobactéries est cruciale pour diagnostiquer les infections liées a
ces bactéries opportunistes, qui sont fréquemment responsables de pathologies dans les
environnements communautaires et hospitaliers. Les entérobactéries, un groupe de bactéries
Gram-négatives, sont classifiées et identifiées grace a diverses techniques, parmi lesquelles les
tests biochimiques, phénotypiques, et moléculaires. Les caractéristiques biochimiques jouent
un role essentiel dans la distinction entre les genres et les especes, en permettant d'analyser leur
capacité¢ a fermenter des sucres, a produire de l'indole, ou a réduire les nitrates en nitrites,
I’utilisation du citrate de Simmons comme seule source de carbone, la production d'uréas, la

désamination du tryptophane (Victoire, 2019)

Le tableau suivant (Tableau 3) présente les tests biochimiques couramment utilisés pour
I’identification des principales especes d’entérobactéries. Ces tests incluent des parametres qui
permettent d’affiner le profil biochimique de chaque souche et distinguer les genres et espéces

au sein de la famille d’entérobactéries Ils sont essentiels dans 1’identification phénotypique
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traditionnelle et sont également intégrés ces tests ont été intégrés dans des galeries miniaturisées
comme API E20/Api E10 (bioM¢érieux), permettant une identification en 24 heures (Riegel et
al., 2016), et I'utilisation d’automates couplés a des logiciels d’interprétation permet d’obtenir
une identification encore plus rapide, en seulement 7 heures. Parmi ces systémes, on retrouve
le systéme Vitek 2 (bioMérieux) (Funke & Funke-Kissling, 2004) et le Phoenix (BD) (Carroll
et al., 2006). Ces outils combinent plusieurs de ces tests pour établir un profil biochimique
précis facilitant la classification et l'identification bactérienne en milieu clinique ou de

recherche.

Tableau 03: Principaux caracteres biochimiques de certaines entérobactéries (Victoire,

2019)
Esch | Citro | Eniero | Kleb | Serr | Salm | Shig | Prot | Prov | Yers | Morg
Glucose | + + + + + + + + + + +
Lactose + + 4 + - - - - i _ R
ONPG + + + + + - +- - - + -
Indole 4 - - +- . _ 4. I n +H- n
VP - - + + + - - - - n B
Citr - + + + + +- . +i + R N
Mab. + + + - + + . + + + +
Urée - - - + - - - + R + 1
TDA - - - - - - . + + - "
1 IJS - +/- - - - + - +/- _ _ i

ONPG = Ortho NitroPhényl Galactoside ; VP = Voges Proskauer ; Citr = citrate ; Mob = mobilité ; TDA = Tryptophane désaminase ; H2S =
Hydrogene sulfureux ; Esch = Escherichia ; Citro = Citrobacter ; Entero = Enterobacter ; Kleb = Klebsiella ; Serr = Serratia ; Salm =
Salmonella ; Shig = Shigella ; Prot = Proteus ; Prov = Providencia ; Yers = Yersinia ; Morg= Morganella ; (+) = positif ; (+/-) = variable ; (-)

= négatif

Cependant, ces dernicres années, I’identification en microbiologie clinique a connu
une véritable révolution grace a I’émergence de nouvelles technologies offrant des résultats

rapides et fiables, permettant ainsi de prendre des décisions thérapeutiques plus rapidement.

11



Partie Bibliographique
Chapitre I: Généralité sur les entérobactéries

1.1.5.2- Nouvelles technologies d'identification bactérienne

Ces nouvelles techniques permettent d'obtenir des résultats en un temps record par rapport

aux méthodes classiques :

e Méthodes phénotypiques, telles que la MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/Ionization Time-of-Flight), ont révolutionné 1’identification bactérienne. Ce
systeme offre une identification rapide et précise en analysant les profils protéiques des
bactéries, permettant de contourner certaines limitations des tests biochimiques
traditionnels (belbel , 2014; Mhaya, 2019; Victoire, 2019).

e Methodes Moléculaires
v L’analyse de I'ARN 16S ribosomique

Toutes ces méthodes automatisées sont associées a des logiciels d'interprétation qui
comparent les résultats obtenus a des bases de données de référence, facilitant ainsi une

identification précise des bactéries (Riegel et al., 2016).
v' Méthodes moléculaires d’identification

Avec les limites des techniques phénotypiques (lenteur, ambiguités d’interprétation), les
méthodes moléculaires se sont imposées comme des outils de référence pour I’identification
précise des entérobactéries. Elles reposent sur I’analyse directe du matériel génétique (ADN ou
ARN), permettant de détecter des séquences spécifiques propres a chaque espece ou a certains

genes de résistance. Parmi les techniques les plus utilisées, on retrouve :

- Séquencage du géne 16S rRNA : une méthode moléculaire permettant d'identifier
les bactéries en se basant sur une séquence d'ARN spécifique a chaque espece
(Octavia & Lan, 2014).

- PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis) et MLST (Multilocus Sequence
Typing) : techniques de typage utilisées dans les études épidémiologiques (belbel,
2014; Mhaya, 2019)

- WGS (Whole Genome Sequencing) : fournit une identification au niveau
génomique complet, avec des applications en recherche, clinique et santé publique

(Ziadi et al., 2025)
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Chapitre 11

Antibiotiques et Mécanismes de Résistance
des Entérobacteries

13



Partie Bibliographique
Chapitre I1: Antibiotiques et Mécanismes de Résistance des Entérobactéries

II.1- Antibiotiques et Mécanismes de Résistance des Entérobactéries

Les antibiotiques sont des substances médicamenteuses utilisées pour traiter les
infections bactériennes chez 1'homme et I'animal en inhibant la croissance des bactéries.
Certains antibiotiques sont également employés dans l'industrie de 1'élevage intensif pour
favoriser la croissance et le gain de poids des animaux, dans un objectif non thérapeutique

(Arzanlou et al., 2017).

La découverte de la pénicilline en 1928 par Alexander Fleming a marqué une avancée
majeure en microbiologie. A 1'époque, les scientifiques pensaient que les antibiotiques
permettraient de sauver des vies humaines et animales en offrant une protection efficace contre
les infections. Cependant, il est rapidement devenu évident que les bactéries développent des
mécanismes de résistance, leur permettant de contourner les antibiotiques créés par 1'homme

(Muylaert A., Mainil J.G., 2012).

I1.1.1- Facteurs favorisant la résistance aux antibiotiques

L'émergence de la résistance bactérienne est favorisée par plusieurs facteurs, notamment

l'usage excessif et inapproprié des antibiotiques. Par exemple :

o Utilisation en élevage : L'administration massive d'antibiotiques dans les élevages
favorise la sélection de bactéries résistantes, qui peuvent ensuite €tre transmises a
I’homme par contact direct ou indirect avec les animaux

o Usage inapproprié en médecine humaine : L'emploi abusif des antibiotiques pour
traiter des infections mal diagnostiquées ou d'origine virale (telles que la grippe ou le
Covid-19) contribue a la sélection et a la dissémination de bactéries résistantes

(Laxminarayan et al., 2013).

Qu'elle soit innée ou acquise par le biais d'autres micro-organismes, la résistance
bactérienne rend les antibiotiques courants moins efficaces et complique le traitement des

infections.
I1.1.2.-Conséquences médicales et économiques

L'augmentation de la résistance bactérienne aux antibiotiques entraine des conséquences

graves :
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e Augmentation des coilits médicaux : Le traitement des infections résistantes nécessite
des antibiotiques plus coliteux et prolongés, ce qui accroit les dépenses de santé.

o Allongement des séjours hospitaliers : Les infections résistantes ralentissent la
guérison des patients et prolongent les durées d'hospitalisation.

o Impact sur les interventions médicales essentielles : La résistance bactérienne
compromet 'efficacité des antibiotiques dans des domaines médicaux critiques, tels que
les chirurgies, la chimiothérapie et les greffes d'organes. Cela augmente le risque de

complications graves, voire mortelles.

I1.1.3- Origine ancienne de la résistance aux antibiotiques

Des recherches récentes en métagénomique fonctionnelle ont révélé que la résistance
aux antibiotiques est un mécanisme biologique ancestral. L'analyse d'échantillons de pergélisol
a permis d'identifier des génes de résistance datant de plus de 30 000 ans. Ces genes, qui
existaient bien avant l'exploitation des antibiotiques par 1'homme, jouaient un réle dans

I'évolution des réservoirs naturels de résistance.

L'é¢tude des génomes entiers de bactéries isolées du pergélisol et de sols anciens a
¢galement mis en évidence I'importance du transfert horizontal de génes dans I'évolution de la
résistance aux antibiotiques et I'émergence de maladies infectieuses. Ce processus, considéré
comme |'un des principaux moteurs de la dissémination des genes de résistance et de virulence,

se produit principalement selon trois mécanismes génétiques (Mhaya, 2019).
I1.1.4- Types de Résistance

11.1.4.1- Résistance naturelle

La résistance naturelle est un trait inhérent a toutes les souches d'une méme espece
bactérienne. Elle se manifeste immédiatement, méme en l'absence d'exposition préalable aux
antibiotiques, et se transmet a la descendance sans impliquer de transfert horizontal de genes.

Cette résistance peut résulter de divers mécanismes, notamment :

e Une faible affinité de 1'antibiotique pour sa cible bactérienne ;

¢ Une inaccessibilité de la molécule a la cellule bactérienne ;

e Une expulsion active de l'antibiotique par des pompes a efflux chromosomiques ;

e Une inactivation enzymatique innée du composé antibiotique (Muylaert A., MainiL

J.G., 2012; Arzanlou Et Al., 2017).
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Chez les entérobactéries, la production naturelle de B-lactamases constitue un mécanisme
clé de résistance aux antibiotiques de la classe des B-lactamines, tels que les pénicillines et les
céphalosporines. Selon la classification d'Ambler (Ambler et al, 1980), ces enzymes se

répartissent principalement en deux classes :

o Classe A : ces B-lactamases sont sensibles a l'action des inhibiteurs de B-lactamases,
tels que l'acide clavulanique et le tazobactam, couramment utilisés en thérapie.

e Classe C: ces B-lactamases sont résistantes aux inhibiteurs, ce qui peut compromettre
l'efficacité des traitements antibiotiques contre les entérobactéries productrices de ces

enzymes (Frédéric Robin et al., 2012).

Historiquement, la classification des entérobactéries selon leur résistance naturelle aux [3-
lactamines a permis d'identifier quatre groupes initiaux. Aujourd'hui, cette classification a
évolué et distingue sept groupes d'entérobactéries (Robin et al., 2012; Bouaziz, 2018)

(Tableau 04).
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Groupe Espéces Génes Phénotype de résistance
GO Salmonella spp., Proteus mirabilis Pas de geéne codant pour une f-lactamase. Naturellement sensibles a toutes les B-lactamines
GO1 E. coli, Shigella spp Une céphalosporinase de la classe C Une sensibilité présente envers toutes les B-lactamines
d’ Ambler non inductible (géne AmpC) et/ou une sensibilité intermédiaire envers les
céphalosporines de premiére génération et/ou les
aminopénicillines, avec ou sans inhibiteurs.
G02 Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca, Production de pénicillinase de bas niveau, Résistance aux aminopénicillines et aux
Citrobacter koseri, Raoultella (chromosomique et constitutive) carboxypénicillines
planticola, Raoultella
ornithinolytica, Raoultella
terrigenous, Escherichia hermanii,
Citrobacter gillenii
GO03 Enterobacter cloacae, E. acrogenes, | Production de céphalosporinase a bas Résistance aux aminopénicillines seules/ associées aux
E. asburiae, Serratia marcescens, niveau, inductible par les B-lactamines inhibiteurs et une
Citrobacter freundii, C.braakii, C. Résistance aux C1G.
youngae, Morganella morganii,
Providencia rettgeri, P. stuartii et
Hafnia alvei
G04 enterocolitica, Serratia fonticola Produisant une pénicillinase de bas niveau | Résistance aux aminopénicillines, aux
plus une céphalosporinase de bas niveau carboxypénicillines et aux C1G ainsi qu’une résistance
aux associations aminopénicillines-inhibiteurs qui est
généralement présente chez Y. enterocolitica.
GO05 Proteus vulgaris, Proteus penneri Produisant une céphalosporinase Résistance aux aminopénicillines, aux C1G et au
(céfuroximase) inductible céfuroxime, ainsi qu’une sensibilité aux associations
d’aminopénicillines-inhibiteurs.
Go6 Kluyvera (K. ascorbata, K. Produisant une BLSE chromosomique de Résistances aux aminopénicillines, aux

cryocrescens, K. georgiana),
Rahnella aquatilis, Erwinia perscinia
et Citrobacter (C.amalonaticus, C.
farmeri et C. sedlakii).

bas niveau

carboxypénicillines, aux C1G et au céfuroxime
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I1.1.4.2- Résistance acquise

La résistance acquise correspond au développement d'une caractéristique spécifique
chez certaines souches bactériennes, entrainant I'émergence et la propagation de résistances au
sein de populations bactériennes normalement sensibles. Ces résistances peuvent résulter de
mutations génétiques ou du transfert horizontal de génes de résistance aux antibiotiques, portés
par ’ADN chromosomique et extra-chromosomique (plasmides) (Muylaert A., Mainil J.G.,

2012).

Dans le cas des plasmides conjugatifs, le transfert s'effectue entre cellules bactériennes,
contribuant ainsi a I'émergence de résistances plasmidiques aux antibiotiques. Les plasmides
constituent une source essentielle d'évolution pour les bactéries. En revanche, la résistance
chromosomique résulte d’une mutation rare, généralement spontanée et stable. Sa transmission

est dite verticale, c'est-a-dire de la bactérie-meére aux bactéries filles (Mhaya, 2019).

Chez les entérobactéries, les supports génétiques de la résistance sont souvent associés
a des ¢éléments génétiques mobiles tels que les transposons ou les intégrons, qui peuvent
mobiliser les génes de résistance au niveau intracellulaire. En revanche, les plasmides
conjugatifs assurent le transfert des geénes entre différentes cellules bactériennes, favorisant

ainsi la dissémination des (Figure 01) (Blair et al., 2015; Partridge et al., 2018).

/ Intracellular mobility \ Intercellular f Intracellular mobility \

mobility

composite Tn

(A) TTnp @ gene cassette me

2 transduction
T
‘\/ n;\ chromosol
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Q +—mT—0
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\_ J

e resistance gene ‘
I transposase gene(s)
[ site-specific recombinase gene(s)
[ conjugation genes

® site-specific recombination site

(E) JTnp

unit Tnzin/Tn

transformation

Figure 01 : Exemples d'éléments génétiques mobiles (EGM) et processus impliqués
dans la mobilité intracellulaire ou le transfert intercellulaire des génes de résistance
aux antibiotiques (Partridge et al., 2018).
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I1.1.4.3- Résistance adaptative

L'expression différentielle de certains génes permet a la bactérie d'adapter sa résistance
en réponse aux contraintes du milieu extérieur, ce qui peut entrainer des changements dans son
mode de vie tels que la formation de cellules persistantes ou de biofilms, ainsi que le
développement de résistances temporaires a des composés toxiques. En effet, comprendre les
mécanismes moléculaires a 1'origine de toutes les formes de résistance chez les bactéries est
crucial dans la lutte contre les infections bactériennes, en particulier celles causées par des

bactéries multirésistantes aux antibiotiques(Amel Mhaya, 2019).

I1.1.5- Mécanismes de la résistance naturelle/acquise aux [-lactamines chez les
entérobactéries

I1.1.5.1- -lactamines

Les antibiotiques de la famille des B-lactamines constituent la classe d'agents
antibactériens la plus utilisée (Bush & Bradford, 2020). Ils restent la pierre angulaire de
l'arsenal antibactérien. Leur statut de classe d’antibiotiques la plus prescrite et la plus importante
en termes de ventes témoigne de leur réle essentiel dans la lutte contre les infections
bactériennes, en particulier celles causées par des bactéries Gram-négatives (Bush &
Bradford, 2016). Ces antibiotiques représentent 65 % de toutes les prescriptions d'antibiotiques

injectables dans le monde (Bush & Bradford, 2016).

Cependant, comme pour d'autres classes d'antimicrobiens, les B-lactamines ont fait
l'objet d'un développement continu depuis leur introduction afin d'améliorer des propriétés
telles que la puissance, le spectre d'activité, les profils pharmacocinétiques et de sécurité, tout
en contrecarrant I'émergence de résistances. Leur principale toxicité est associée a des réactions
allergiques chez un faible pourcentage de patients sensibles a certains déterminants de la chaine

latérale (Bush & Bradford, 2016).

A ce jour, quatre classes principales d’antibiotiques p-lactamines sont utilisées en
clinique (Tableau 05), toutes possédant un cycle P-lactame essentiel a leur activité
antibactérienne. Parmi ces molécules, on retrouve les pénames (pénicillines), les céphémes
(céphalosporines), les monobactames, les pénémes (carbapénémes) et les inhibiteurs des [3-

lactamases (Tooke et al., 2019).
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Tableau 05 : Classes de B-lactamines (Nordmann et al., 2012;Mhaya, 2019) :

Classe Sous-classe Exemple Structure
Pénicillines Pénicillines G, V Benzylpénicilline R-HN .
Pénicillines M, oxacilline, cloxacilline ] \,f
Amidinopénicilline | amoxicilline,ampicilline 0,”/ N—{
Amidinopénicilline | amoxicilline,ampicilline COOH
Carboxypénicilline Ticarcilline
Uréidopénicilline Pipéracilline
6alpha-méthoxy Témocilline
pénicilline
Céphalosporines | 1 génération Cefalotine, cefazoline
2¢me génération Cefuroxime, céfixime,
cefpodoxime,
i R-HN
chephamycine o
(céfoxitine*, céfotétan) . \7)1 oR
3°me génération Ceftriaxone, céfotaxime, © 4ooc ©
ceftazidime
4°m¢ génération Céfepime, céfpirome
Céphalosporine Cefderocol
Sidérophores
Monobactame Aztreonam R-HN
J: N
o ™~ SO,H
Carbapénémes Imipénéme, R
ertapénéme, méropénem
e S-R
N
o
COOH
Autres Inhibiteurs des - | Acide clavulanique, -0 CH;OH
lactamases ! >_/
o —
COOH
Tazobactam, o °
s CHs
/E — N_ N
o/ ™ \?& N
COOH
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I1.1.5.2- Mode action des pB-lactamines

Les antibiotiques B-lactamines inhibent la croissance des bactéries en division en acylant
une sérine du site actif des protéines de liaison a la pénicilline (PBPs), essentielles a la synthese
de la paroi cellulaire. L’activité de ces antibiotiques a été décrite par Tipper et Strominger
(Tipper & Strominger, 1965) qui ont mis en évidence la similarité structurelle entre la
pénicilline et le dipeptide D-alanyl-D-alanine, un composant cl¢ du peptidoglycane, constituant
majeur de la paroi cellulaire en formation. Cette ressemblance permet aux -lactamines de se
fixer aux PBPs bactériennes, perturbant ainsi la biosynthése de la paroi cellulaire. Le noyau -
lactame de ces antibiotiques se lie de maniére covalente a un site spécifique des PBPs, inhibant
leur fonction enzymatique et compromettant I’intégrité de la paroi bactérienne. Chaque espéce
bactérienne posséde un ensemble distinct de PBPs, dont le nombre et 1’affinité pour les B-
lactamines varient. Certaines PBPs présentent une forte affinité pour ces antibiotiques, tandis
que d’autres y sont moins sensibles. En temps normal, les précurseurs du peptidoglycane
signalent a la bactérie de remodeler sa paroi cellulaire, activant ainsi des hydrolases autolytiques
impliquées dans son renouvellement. Cependant, I’inhibition des PBPs par les B-lactamines
entraine une accumulation de ces précurseurs, provoquant une activation incontrolée des
hydrolases autolytiques. Ces derniéres dégradent la paroi cellulaire sans qu’une nouvelle
structure ne puisse €tre synthétisée, amplifiant ainsi I’effet des B-lactamines. Ce mécanisme
conduit progressivement a une altération irréversible de la paroi bactérienne et, in fine, a la lyse

de la cellule (Nordman et al., 2012; Bush & Bradford, 2016).

I1.1.5.3- Production de B-lactamases

Les B-lactamases sont des enzymes produites par les bactéries a Gram négatif et Gram
positif, capables d’hydrolyser le noyau B-lactame des antibiotiques B-lactamines en clivant la
liaison amide de leur cycle. Cette hydrolyse irréversible entraine I’inactivation compléte de
I’antibiotique et la perte de son activité antibactérienne (Bouaziz, 2018; Tooke et al., 2019).
Ces enzymes peuvent étre codées par des génes chromosomiques, conférant une résistance
intrinseque aux B-lactamines chez certaines especes bactériennes. Toutefois, la résistance peut
¢galement étre acquise par le transfert de génes via des éléments génétiques mobiles, tels que

les plasmides conjugatifs ou les intégrons (Mhaya, 2019).

Chez les entérobactéries, la production de p-lactamases constitue le principal

mécanisme enzymatique de résistance aux f-lactamines. L’usage intensif de ces antibiotiques
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a favorisé 1’émergence et la diversification de différentes classes de B-lactamases, notamment
les B-lactamases a spectre large (BLS), les P-lactamases a spectre étendu (BLSE), les
céphalosporinases et les carbapénémases. Ces dernicres représentent aujourd’hui un défi majeur

en santé publique(Mhaya, 2019).

I1.1.5.4- Classification des p-lactamases

Une classification courante des B-lactamases repose sur deux approches principales. La
premiére est une classification moléculaire, introduite par Ambler en 1980, basée sur la
structure primaire des f-lactamases (Ambler et al, 1980). La seconde est une classification
fonctionnelle proposée par (Bush & Jacoby, 2010), qui regroupe ces enzymes en quatre classes
principales (1 a 4) selon leur activité enzymatique et leur sensibilité aux inhibiteurs (Bouaziz,

2018).

o Classe A : regroupe la majorité des B-lactamases retrouvées chez les entérobactéries,
notamment les enzymes TEM (Temoniera), SHV (Sulfhydryl Variable), les BLSE de
type CTX-M (Cefotaximase-Munich), ainsi que certaines carbapénémases comme KPC
(Klebsiella pneumoniae carbapenemase) et certains variants de GES (Guiana Extended-
Spectrum). Ces enzymes sont généralement inhibées par 1’acide clavulanique.

e Classe B : inclut les métallo-p-lactamases (MBL), telles que NDM (New Delhi Metallo-
p-lactamase), IMP ((Imipenemase)) et VIM (Verona Integron-encoded Metallo-f-
lactamase). Ces enzymes nécessitent des ions métalliques pour leur activité et sont
inhibées par 'acide éthylénediaminetétraacétique (EDTA).

e Classe C : Correspond aux Céphalosporinases de type AmpC, qui conférent une
résistance aux céphalosporines de large spectre et sont inhibées par la cloxacilline.

e Classe D : Regroupe les Oxacillinases (OXA), une famille d’enzymes présentant des
spectres d’hydrolyse variés, incluant certaines Carbapénémases (Ambler et al, 1980;

Bush & Jacoby, 2010; Nabti, 2020).

Dans la pratique clinique, la classification fonctionnelle est souvent simplifiée en fonction
des grandes familles de B-lactamases, telles que les BLSE, les Céphalosporinases de type AmpC
et les Carbapénémases (Tableau 06), afin de mieux adapter les stratégies thérapeutiques

(Cavallo et al., 2004; Nabti, 2020).
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Tableau 06 : Classification des B-lactamases (Rubin & Pitout, 2014)

Enzyme Classification Exemples Spectre de | Inhibiteurs
d’Ambler résistance
BLSE Classe AetD TEM ( sauf que | Pénicillines, Acide
TEM-1, 2 et céphalosporines clavulanique,
13), SHV (sauf | sauf les | tazobactame,
que SHV-1), céphamycines et | sulbactame
CTX-M. monobactames.
AmpC Classe C CMY, FOX, Pénicillines, Cloxacilline,
ACT, MOX, céphalosporines, | acide boronique
ACC, DHA P. | céphamycines,
monobactames.
Carbapénémase | MBL Classe | NDM, VIM, Pénicillines, EDTA
D IMP. céphalosporines,
céphamycines,
carbapénemes.
KPC Classe | KPC. Pénicillines, Acide
A céphalosporines, | clavulanique,
céphamycines, tazobactame,
carbapénéme, acide boronique
monobactame.
OXA Classe | OXA-48. Pénicillines, NaCl
D monobactame,
carbapéneme.
11.1.5.4.1- B-lactamases a spectre élargi (BLSE)

a) les génes blaSHV

Les enzymes blaSHV (Sulthydryl Variable) ont émergé au sein des entérobactéries et
ont été impliquées dans des infections nosocomiales au cours des derni¢res décennies du XXe
siecle. Elles sont désormais détectées dans divers contextes épidémiologiques, chez I'humain,
les animaux et dans 1’environnement (Liakopoulos et al., 2016). Le géne blaSHV-1 a été
identifié¢ pour la premiere fois dans les années 1970 chez E. coli (Pitton, 1972). Il conférait
une activité contre les pénicillines et les céphalosporines de premiere génération (Matthew et

al.,, 1979). Depuis, 46 variantes du gene blaSHV ont été caractérisés. Le premier cas de
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résistance aux céphalosporines de troisiéme génération associée au géne b/aSHV a été signalé
en 1983 avec I’identification du blaSHV-2, dans un isolat clinique de K. ozaenae en Allemagne.
Ce variant présentait peu de différences nucléotidiques avec blaSHV-1. Dans les années
suivantes, quatre autres variantes de blaSHV conférant un phénotype BLSE ont été découverts,
¢galement portés par des plasmides dans des isolats cliniques de K. pneumoniae (Liakopoulos

et al., 2016):
-blaSHYV-2a : Ce géne a été isolées chez K. pneumoniae en 1991 (Podbielski et al., 1991) ;
-blaSHV-3 : ce géne a été isolées chez K. pneumoniae (Nicolas et al., 1989) ;

-blaSHV-4 : largement disséminé depuis la France en raison de la diffusion d'un seul clone de
K. pneumoniae, et ¢galement identifié chez E. aerogenes et Citrobacter koseri dans différents

pays (Liakopoulos et al., 2016) ;

-blaSHV-5 : capable d'hydrolyser des céphalosporines a large spectre et des monobactames

(Gutmann et al., 1989).

Parmi ces variantes initiaux, blaSHV-2a et blaSHV-5 ont ét¢ les plus géographiquement

réussis en Europe (Liakopoulos et al., 2016).

En Algérie, (Bouguessa et al., 2011) ont détecté pour la premiére fois les blaSHV-98,
blaSHV-99 et blaSHV-100 qui ont été isolés en Algérie a partir de K. pneumonie, et le variant
blaSHV-12 a été rapporté dans des souches cliniques (Ayad et al., 2016a); et animales
(Benameur et al., 2019) . Les enzymes blaSHV-2a/blaSHV-2 ont également été décrites dans
une souche clinique (Yahiaoui et al., 2015) et dans une souche a origine alimentations (Yaici

et al., 2017; Nabti, 2020).
b) les Génes blaTEM

Le Gene blaTEM-1, le premier variant blaTEM identifié, a été isolé a partir de bactéries
résistantes a la pénicilline en 1963. Il exerce son action en hydrolysant 'anneau B-lactame des
pénicillines, des céphalosporines et des antibiotiques apparentés. Ce variant est largement
répandu dans les hopitaux et les cliniques a travers le monde, et depuis sa découverte, plus de
170 variantes modifiées de blaTEM-1 ont été répertoriées jusqu'a présent, avec l'apparition
continue de nouvelles variantes. Toutes ces variantes de blaTEM se distinguent par leur

séquence d'acides aminés (Salverda et al., 2010).
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Cette enzyme est la plus fréquemment rencontrée chez les bactéries a Gram négatif.
Jusqu'a 90% de la résistance a l'ampicilline chez E. coli est attribuable a la production de
blaTEM-1. Bien que ce B-lactamases soient le plus souvent trouvées chez E. coli et K.
pneumoniae, elles sont également présentes dans d'autres especes de bactéries a Gram négatif

avec une fréquence croissante.(Thomson & Amyes, 1993; Bradford, 2001).

En 1985, une autre enzyme plasmidique dérivée du blaTEM-1, capable d'hydrolyser le
céfotaxime, a été isolée en France a partir d'une souche de K. pneumoniae. Cette enzyme,
initialement désignée blaCTX-1, a finalement été renommeée blaTEM-3. Le variant blaTEM-52
est le plus fréquente chez E. coli en Europe (Cantén et al., 2008; Nabti, 2020).

En Algérie, les variantes blaTEM-3, blaTEM-4, balTEM-24 et blaTEM-167 ont été
identifiés dans des souches cliniques. Le variant blaTEM-24 a été rapporté dans des souches
d’E. coli isolées de poissons sauvages et aussi le variant blaTEM-12 est détecté chez des E.

coli isolées du fumier (Nabti, 2020).
c) les Génes blaCTX

En 1989, Bauernfeind et al. Elles ont mené une caractérisation d'une nouvelle B-
lactamase (non-blaTEM et non-blaSHYV) dans une souche d'E. coli, isolée d'un exsudat d'oreille
d'un nouveau-né, qu'ils ont nommée blaCTX-M-1 (pour "cefotaximase Munich"). La
désignation "cefotaximase" est liée a son activité hydrolytique plus élevée envers le céfotaxime,
le "M" faisant référence a Munich, indiquant son lieu initial d'isolement (D’Andrea et al.,

2013).

Depuis I'année 2000, ces enzymes se sont disséminées a 1'échelle mondiale et sont
devenues le type le plus répandu de BLSE. Elles peuvent étre divisées en six groupes et
appartiennent a une lignée assez hétérogeéne de B-lactamases de classe A avec un site actif a
sérine (blaCTX-M-1, blaCTX-M-2, blaCTX-M-8, blaCTX-M-9, blaCTX-M-25 et blaKLUC), qui
différent les unes des autres par >10 % de résidus d'acides aminés (D’Andrea et al., 2013;

Bush & Bradford, 2020).

En général, les B-lactamases de type blaCTX-M hydrolysent mieux le céfotaxime et la
céftriaxone que la ceftazidime, bien que le spectre puisse varier selon I'enzyme. Notamment, la
blaCTX-M-15 présente des taux d'hydrolyse de la ceftazidime plus élevés que la blaCTX-M-3,

ce qui pourrait contribuer a la dissémination réussie de cette enzyme (Bush & Bradford, 2020).
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Ces enzymes sont facilement inhibées par tous les inhibiteurs de B-lactamases
disponibles commercialement, y compris les derniers ajouts d'avibactam et de vaborbactam.
Les B-lactamases de type blaCTX-M sont couramment retrouvées dans E. coli et K. pneumoniae
mais se retrouvent également dans d'autres espeéces d'Entérobactéries (Bush & Bradford,

2020).

Group 2
CTX-M-2/4-7/20/31/43/44/56/59/
74/75/92/97/124/131

"G.r'oup : N—— CTX-M-5/76/77/95/124
C IX-f!\l-'lB/;liJ-l-fl:/_22/23,18-30/ KLUA-1-6-7/8-12
Dot & morba Group 25
[T 808 L) /
Sl CTX-M-25/26/39/
101/107-109/114/116/117/133 iR ee TS

CTX-M-78 (K. georgiana)

CTX-M-3 (K. ascorbata)
CTX-M-37 (K. cryocrescens)
CTX-M-132

Group 8
CTX-M-8/40/63
KLUG-1 (K. georgiana)

Group 9
CTX-M-9/13/14/16-19/21/24/

CTX-M-123
KLUC Group

KLUC-2-4 27/38/46-51/65/67/81/83-87/90/
93/98-99/102/104-106/110-113/
KLUC-1 121/122/126/134

(K. cryocrescens)
KLUY-1-4 (K. georgiana)

Figure 02: les groupes du variantes ds b/laCTX-M (D’ Andrea et al., 2013).
d) BLSE Mineurs

Les P-lactamases mineures, telles que les types blaSFO-1, blaBES-1, blaBEL-1,
blaTLA-1 et blaTLA-2, restent peu communes et géographiquement limitées (Philippon & Arlet,
2005; Naas et al., 2008) tandis que d'autres, comme blaGES, blaPER et blaVEB, sont plus
répandues et observées sur plusieurs continents. Bien que leur distribution précise demeure
largement inconnue en raison du manque d'enquétes épidémiologiques approfondies, il semble
que leur détection soit davantage influencée par l'intérét des chercheurs que par leur véritable

prévalence.

Le succes de la dissémination des blaCTX-M est remarquable, mais la possibilité pour
certaines de ces enzymes d'acquérir une résistance aux carbapénémes par des mutations
simples, comme le montre blaGES-2, est préoccupante. De plus, la multiplication des variantes
mutants de blaGES et leur dispersion géographique signalent une évolution inquiétante dans
cette famille d'enzymes. Contrairement aux génes des enzymes de type blaTEM, blaSHV et
blaCTX-M, la plupart des BLSE mineures sont portées par des intégrons associés a d'autres
genes de résistance, favorisant ainsi une co-résistance et une co-sélection de phénotypes

multirésistants. Bien qu'actuellement rares, les BLSE mineures pourraient rapidement devenir
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une préoccupation majeure, surtout si leur propagation régionale s'accélére par le transfert
transcontinental de génes de résistance. Cette situation souligne les défis liés au dépistage des

patients porteurs d'isolats multirésistantes lors de leur admission a 1'hopital (Naas et al., 2008).

Les principales BLSE mineures identifiées a travers le monde, ainsi que les espéces

bactériennes concernées et leur origine géographique, sont résumées dans le Tableau 07..

Tableau 07: BLSE mineurs (Naas et al., 2008) .

BLSE mineurs Année et pays de détection | Souche

blaSFO-1 1988 (Japon) E. cloacae

blaTLA-1 1993 (Mexico) E.coli

BlaPER 1993 (France) P. aeruginosa

BlaVEB 1996 (Vitname) E. coli

blaBES-1 1996 (Brazil) S. marcescens

BlaGES 1998 P. aeruginosa, E. coli et K. pneumoniae
blaBEL-1 2004 P. aeruginosa

blaTLA-2 2002 (Germany ) unidentified bacterial

BlaOXA4 1991 P. aeruginosa

En Algérie, 1l y a eu jusqu'a présent une seule recherche portant sur la détection du gene
blaVEB. L'étude a caractéris€ un environnement génétique particulier du géne similaire a
blaVEB-1 a partir d'un isolat clinique de P. stuartii multi-résistant en 2003. Cette recherche
constitue le premier rapport d'un gene similaire a blaVEB provenant d'Afrique, mettant en
évidence la propagation mondiale des B-lactamases de type blaVEB. De plus, c'est la premicre

fois que cet ESBL est identifi¢ chez P. stuartii (Aubert et al., 2005).

I1.1.5.4.1- Carbapénemases.

Trois familles principales de carbapénémases sont retrouvées chez les Entérobactéries :
a) Carbapénémases a la classe A d'Ambler

Le passage décrit des carbapénémases appartenant a la classe A d'Ambler, qui présentent
un large profil hydrolytique pour tous les B-lactames a l'exception des céphamycines. Ces
enzymes sont capables de catalyser I'hydrolyse dirigée par la sérine de divers antibiotiques,
notamment les aminopénicillines, les uréidopénicillines, les céphalosporines de premicre et

deuxiéme génération, l'aztréonam et les carbapénémes (Hammoudi & Moubareck, 2020).
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Elles peuvent tre inhibées par des composés tels que le clavulanate, le tazobactam et les dérivés

d'acide boronique (Hammoudi et al., 2014).

Les producteurs de blaKPC se sont répandus a 1'échelle mondiale, avec des signalements
en Amérique du Nord et du Sud, au Moyen-Orient, en Grece, en Italie et en Chine, ou ils sont

maintenant considérés comme endémiques (Nordmann et al., 2011).
b) Ambler Class B Carbapenemases (Metallo-B-Lactamases

Les métallo-p-lactamases (MBL) sont des enzymes capables de dégrader un large
éventail d'antibiotiques B-lactamines, y compris les carbapénémes, grace a l'utilisation d'ions
métalliques tels que le zinc pour leur activité catalytique. Ces enzymes, répandues parmi les
especes bactériennes a Gram négatif, conférant une multirésistance et limitant les options
thérapeutiques. Différents types de MBL ont été identifiés , La premiere MBL est blaIMP qui
signalée chez P. aeruginosa au Japon en 1991, Second type est blaVIM (Verona integron-
encoded MBL) et le plus repandu chez les entérobactéries est blaVIM 7 like (Hammoudi &
Moubareck, 2020).

D’autre type de MBL, est NDM initialement isolé a partir d'une souche de K.
pneumoniae, peut hydrolyser tous les f-lactames a l'exception de 1'aztréonam et présente une
affinité plus forte pour la plupart des céphalosporines, ainsi que pour la pénicilline. Les blaNDM
sont dominants dans les isolats de K. pneumoniae et d’E. coli et restera un défi majeur dans les
¢tablissements de santé, et des études supplémentaires sur les contre-mesures appropriées sont

nécessaires (Hammoudi & Moubareck, 2020).

En Algérie, Debabza et al ont détecté¢ la présence de blaNDM-1 chez E. cloacae
(Debabza et al., 2023), tandis que (Loucif et al., 2022). ont identifi¢ blaNDM-5 chez E. coli,
K. pneumoniae et Proteus mirabilis d'origine animale, (Nabti et al., 2021) ont détecté blaNDM-
5 dans une souche clinique d'E. cloacae et (Aggoune et al., 2018)trouvé blaNDM dans des
souches cliniques d'Entérobactéries. D'autres études ont rapporté la présence de blaNDM-5 chez
E. coli provenant de différentes sources (Sassi et al., 2014; M. Yousfi et al., 2015, 2016). Pour
blaVIM, il y a. Une seule étude a décrit la présence du géne blaVIM-19 chez les Entérobactéries
d’origines cliniques (Robin et al., 2010)

¢) P -lactamases de classe C d'Ambler

Les B-lactamases de classe C d'Ambler confeérent une résistance a la pénicilline, aux

oxyiminocephalosporines, aux céphamycines. Ces enzymes ont été identifiées dans des isolats
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cliniques de K. pneumoniae, P. mirabilis, Salmonella enterica et E. coli. Les céphalosporinases
AmpC ne sont pas significativement inhibées par d'autres inhibiteurs de -lactamases comme
l'acide clavulanique mais peuvent &tre inhibées par 1'acide boronique et la cloxacilline. Elles
peuvent étre encodées par le chromosome de nombreuses espéces d’Entérobactéries comme E.

cloacae et S. marcescens.

De plus, les enzymes AmpC peuvent €tre acquises sur des plasmides transmissibles
trouvés dans des bactéries comme E. coli, K. pneumoniae et P. mirabilis. Certaines
céphalosporinases AmpC présentent une activité carbapénémase, y compris les enzymes AmpC
de type CMY-2, de type ACT-1 et de type DHA-1 présentes sur des plasmides, et CMY2 est le
plus répandu chez les Entérobactéries Des études ont montré qu'E. cloacae peut coder
chromosomiquement une enzyme AmpC de type ACT-28, avec une hydrolyse 1égérement
accrue de l'imipéneme par rapport a celle de ' ACT-1. CMY-10 a été la premiere carbapénémase
signalée parmi les P-lactamases de classe C présentes sur des plasmides, et cette enzyme
fonctionne également comme une BLSE de classe C avec une spécificité étendue des substrats

pour les céphalosporines a spectre étendu (Hammoudi & Moubareck, 2020).

En Algérie, il y a plusieurs recherches qui confirment la présence de ces génes (Koeck,
1997; Decre, 2002; Nedjai et al., 2012; Belmahdi et al., 2016; Yaici et al., 2016; L. Li et al.,
2023).....etc

d) Carbapénémase de type OXA-48-like (serine B-lactamase de classe D)

Les enzymes de type blaOXA48 représentent une préoccupation majeure dans le
domaine de la résistance aux carbapénemes, en particulier au sein des Entérobactéries. Elles
constituent 1'un des développements les plus alarmants de ces dernieres années, avec une
tendance mondiale a la hausse. Initialement identifiée chez K. pneumoniae en Turquie en 2003

(Poirel et al., 2004).

L'blaOXA48 présente une activit¢ hydrolytique de faible intensité contre les
carbapénémes, principalement I'imipénem, ainsi qu'une activité limitée contre la pénicilline et
les céphalosporines a spectre étroit. Le niveau de résistance aux carbapénémes tend toutefois a
augmenter lorsque ces enzymes sont associées a la production BLSE et a des défauts de

perméabilité¢ membranaire (Hammoudi & Moubareck, 2020; Nordmann et al., 2011).
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L'bla0OXA48 est désormais largement répandue, non seulement chez K. pneumoniae
mais aussi chez d'autres Entérobactéries, la Turquie étant signalée comme ayant la plus forte
prévalence (Hammoudi & Moubareck, 2020; Nordmann et al., 2011). La propagation des
producteurs d'blaOXA48 est souvent liée a la dissémination d'un seul plasmide présentant un
taux de conjugaison ¢levé parmi différents isolats bactériens. Cependant, l'intégration
chromosomique de 1'blaOXA48 a également ét¢ documentée chez E. coli au Royaume-Uni et
en Egypte (Hammoudi & Moubareck, 2020). Plusieurs variantes de 1'blaOXA48 ont été
identifiées (Hammoudi & Moubareck, 2020; Nordmann et al., 2011).

L'OXA-244 étant la plus courante. Alors que certaines variantes présentent une activité
similaire a 1’blaOXA48, d'autres montrent des différences dans leurs capacités hydrolytiques
(Hammoudi & Moubareck, 2020). Depuis lors, ces enzymes ont été impliquées dans la
résistance aux carbapénémes chez les mammiferes sauvages et les oiseaux en Catalogne,
Espagne (Darwich et al., 2019), ainsi que chez les animaux de compagnie en Allemagne (Pulss
et al., 2018) (Hammoudi & Moubareck, 2020). L'blaOXA48 a également été observée dans
plusieurs pays d'Afrique, notamment en Egypte ( El-Domany et al., 2021), en Lybie (Slimene
et al., 2023), en Tunisie (Saidani et al., 2012) et au Maroc Maroc (Girlich et al., 2014).

En Algérie, plusieurs études confirment la présence de ce type d’enzymes chez les
entérobactéries d'origines diverses (Aggoune et al., 2014; Agabou et al., 2014a; Tafoukt et
al., 2017; Aggoune et al., 2018; Bouaziz et al., 2018; Bourafa et al., 2018; Loucif et al.,
2018; M. Yousfi et al., 2018; Mairi et al., 2019; Abderrahim et al., 2022).

I1.1.5.5- Production des inhibiteurs de p-lactamases

Les inhibiteurs de B-lactamase sont des médicaments qui sont co-administrés avec des
antimicrobiens B-lactamines pour prévenir la résistance antimicrobienne en inhibant les f-
lactamases de classe A et dans une moindre mesure, les carbapénémases a sérine, qui sont des
enzymes qui inactivent le noyau B-lactamine. Par conséquent, les inhibiteurs de la B-lactamase
sont principalement indiqués pour les infections causées par des bactéries gram-négatives, car
elles produisent cette enzyme. En particulier les bactéries productrice BLSE. De plus, la
bactérie gram-positive S. aureus contient également l'enzyme B-lactamase. Cependant, les
inhibiteurs de la P-lactamase sont moins couramment utilisés pour le traitement du
staphylocoque en raison de la présence d'un autre mécanisme de résistance aux antimicrobiens,
a savoir la présence d'une protéine de liaison a la pénicilline, qui est omniprésente parmi les

bactéries gram-positives (Bush & Bradford, 2016).
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L’utilisation de ces inhibiteurs de B-lactamines est commencé au milieu des années
1970, en raison de l'apparition de la pénicillinase blaTEM-1 transférable chez Neisseria
gonorrhoeae et Haemophilus influenzae. L'acide clavulanique a été¢ identifi€ comme un
inhibiteur a large spectre des pénicillinases et des enzymes blaTEM et blaSHV. 11 agit en
synergie avec les pénicillines et les céphalosporines pour inhiber les B-lactamases sensibles et

tuer les bactéries (Bush & Bradford, 2016).

Deux classes de nouveaux inhibiteurs de P-lactamase ont été développées : les
diazabicyclooctanones (DBOs) et les composés a base de boronate. Les DBOs, tels que
l'avibactam et le relebactam, sont capables d'inhiber les B-lactamases des classes A et C. Des
¢tudes structurales ont montré que 1'avibactam peut adopter différentes conformations, ce qui
influence sa stabilité. Les composés a base de boronate, tels que le vaborbactam, sont des
inhibiteurs a large spectre des P-lactamases de classe A. Cependant, ils n'inhibent pas les

enzymes de type blaOXA ou les MBLs (Tooke et al., 2019).

Le Tableau 08 résume les principaux inhibiteurs, les associations avec les B-lactamines,

leurs cibles bactériennes ainsi que les indications cliniques correspondantes.
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Tableau 08 : Inhibiteurs des B-lactamases

Inhibiteurs | B Traitement Cible
lactamines
Avibactam | Ceftazidime | Bactéries & Gram négatif productrice les infections des voies urinaires, les infections intra-
BLSE, K. pneumoniae productrices a abdominales, la pyélonéphrite et la pneumonie nosocomiale et
carbapénemase de (KPC) et certaines autres infections (Shirley, 2018) (Ng et al., 2016)
enzymes OXA et de classe C.1 (Smith et
al., 2020)et P. aeruginosa ne traite pas les
souches productrices les MBLs et
Acinetobacter spp (Shirley, 2018)-(Ng et
al., 2016)
L'acide Amoxicillin | Bactéries a Gram-positif et Gram-négatif Les infections : respiratoires basses, ORL, gynécologiques,
clavulanique productrices BLSE et Anaérobies. digestives et intra-abdominales, en particulier péritonites, rénales
(Buxeraud & Buxeraud, 2005) et urogénitales, septicémiques, endocardiques, cutanées et des
tissus mous, ostéoarticulaires, a I'exclusion des méningites.
(Buxeraud & Buxeraud, 2005)
Rélébactam | Imipéneéme | Bactéries a Gram négatif. (Smith et al., Infections compliquées des voies urinaires et infections intra-
etle 2020) abdominales compliquées.(Smith et al., 2020)
cilastatine
Sulbactam | Ampicilline | Bactéries a Gram-positif, et Gram-négatif | Les infections des voies respiratoires inférieures et la pneumonie
et bactéries anaérobies, spécifiquement les | par aspiration, les infections gynécologiques, les infections intra-
acinitobacter spp multirésistantes. abdominales, les infections pédiatriques telles que 1'épiglottite
(Rafailidis et al., 2007) aigué et la cellulite périorbitaire, les infections du pied diabétique
et les infections cutanées et respiratoires. infections des tissus
mous.(Rafailidis et al., 2007)
Tazobactam | Pipéracilline | Gram positives et gram négatives (Bryson | traiter la pneumonie communautaire, les infections intra-
& Brogden, 1994) abdominales, les infections cutanées et des structures cutanées, et
les infections pelviennes chez les femmes(Bryson & Brogden,
1994)
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II.2- Mécanismes de la résistance aux Fluoroquinolones et la Résistance des
Entérobactéries

Les fluoroquinolones (FQs) sont des antibiotiques a large spectre, largement utilisés
pour le traitement de diverses infections bactériennes. La résistance a ces molécules repose sur
des mécanismes multiples, pouvant agir de manicre isolée ou combinée. Parmi ceux-ci figurent
les mutations au niveau des genes cibles, I’augmentation de 1’expression des pompes d’efflux
MDR, la production d’enzymes modifiant 1’antibiotique, ainsi que la synthése de protéines

protectrices des cibles enzymatiques.

L’émergence rapide de souches cliniques résistantes aux FQs a été largement
documentée. Des études récentes ont mis en évidence que cette résistance peut entrainer des
répercussions variées sur le fitness (aptitude biologique) des souches bactériennes, ces effets
¢tant dépendants de l'espéce concernée. Ce paragraphe explore ainsi les conséquences des
mutations de résistance aux quinolones sur la forme physique et le potentiel évolutif des souches

mutantes (Bhatt & Chatterjee, 2022).

I1.2.1-Classification des Fluoroquinolones

Le tableau ci-dessous (Tableau 09) présente la classification des FQs selon leur

génération, ainsi que leur spectre d’activité bactérienne :

Tableau 09 : Classification des antibiotiques FQs et leurs spectres d'activité (Bhatt &
Chatterjee, 2022)

Génération | Médicament Statut en pratique clinique

1re Acide Bactéries a Gram négatif, sauf Pseudomonas spp
génération | nalidixique

2e Norfloxacine Bactéries a Gram positif (Staphylococcus aureus exclu
génération Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae et
Chlamydia pneumoniae)

Ciprofloxacine | Bactéries 2 Gram négatif, y compris Pseudomonas aeruginosa
et

Certaines bactéries a Gram positif

Enoxacine Bactéries a Gram négatif et pathogénes atypiques tels que
Mycoplasma pneumoniae et Chlamydia pneumoniae

Ofloxacine Toutes les bactéries a Gram négatif et Bactéries a Gram positif, a
I’exception de Streptococcus pneumoniae
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3e Lévofloxacine | Actives contre toutes les bactéries a Gram négatif, les bactéries a
génération Gram positif, ainsi que contre les microbes atypiques, y compris

Streptococcus pneumoniae.

Temafloxacine | Actives contre les bactéries a Gram négatif, les bactéries a Gram
positif, y compris Streptococcus pneumoniae, ainsi que contre
Mycoplasma hominis.

Moxifloxacine | Actives contre certaines bactéries telles que Legionella, les
espéces de Mycobacterium, ainsi que des souches de
Streptococcus pneumoniae résistantes a d'autres fluoroquinolones.

Pefloxacine Actives contre les bactéries a Gram négatif, y compris Neisseria
gonorrhoeae, et contre les bactéries a Gram positif, y compris
Streptococcus pneumoniae et S. aureus.

4e Gatifloxacin Elle conserve I'activité des fluoroquinolones de deuxiéme et
génération troisiéme génération, avec une efficacité contre les bactéries
anaérobies.

I1.2.2-Mécanisme d'action des fluoroquinolones

Les FQs exercent leur activité bactéricide en inhibant la synthése de I’ADN bactérien,
en ciblant deux enzymes essentielles : I’ADN gyrase (type II) et la topoisomérase IV (type IV).
Ces enzymes, appelées « poisons des topoisomérases », interviennent dans le déroulement, le
surenroulement et la séparation des brins d’ADN durant la réplication. Chez les bactéries a
Gram négatif, la cible principale est I’ADN gyrase, tandis que chez les bactéries a Gram positif,
la topoisomérase IV est souvent plus impliquée. En se liant au complexe ADN-enzyme, les
fluoroquinolones empéchent la religature de I’ADN, bloquant ainsi la réplication et entrainant
la mort cellulaire. Ce blocage provoque également une réponse SOS bactérienne via I’activation
de RecA et I’autoclivage de LexA, accentuant I’effet 1étal. Par ailleurs, les fluoroquinolones sont
qualifiées d’« inhibiteurs catalytiques » car elles perturbent également les fonctions

enzymatiques normales de ces topoisomérases (Bhatt & Chatterjee, 2022).

I1.2.3-Mécanismes de résistance aux FQs chez les entérobactéries

La résistance aux FQs constitue une problématique majeure en santé publique, affectant
significativement 1’efficacité des traitements antibiotiques. Depuis leur introduction, les
fluoroquinolones ont exercé une pression sélective favorisant 1’émergence de bactéries
résistantes, notamment chez des especes telles que E. coli, P. aeruginosa, S. aureus ou encore
Salmonella spp. Cette résistance peut résulter de plusieurs mécanismes. Les plus courants
incluent des mutations dans les geénes codant pour les enzymes cibles (ADN gyrase et

topoisomérase 1V), une surexpression des pompes d’efflux, une réduction de la perméabilité
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membranaire, ou encore la présence de génes de résistance transmis par des plasmides. (Bhatt

& Chatterjee, 2022)

Ces différents mécanismes sont illustrés dans la Figure 03 ci-dessous, qui résume les

principales stratégies de résistance bactérienne aux FQs.

1
St T 1 Downregulation of porin (OMP) proteins
omrF

Plasmid-mediated
resistance
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Figure 03: Mécanismes de la résistance aux fluoroquinolones (Bhatt & Chatterjee, 2022).

Le tableau suivant (Tableau 10) présente une synthése des mécanismes de résistance
aux FQs, en les reliant aux cibles bactériennes et aux stratégies moléculaires mises en ceuvre

par les agents pathogenes.

Tableau 10 : Principaux mécanismes de résistance bactérienne aux FQs (Bhatt &

Chatterjee, 2022).
Mécanisme Description Exemples
Mutations Altérations des geénes gyrd, gyrB, parC, parE | E. coli,
chromosomiques affectant 'affinité du médicament Shigella spp.
Réduction de Perte ou modification des porines E. coli
perméabilité membranaires (OmpF, OmpC) empéchant
l'entrée du médicament
Pompes d’efflux Surexpression des systemes AcrAB-TolC, S. aureus
NorA, NorB, NorC qui expulsent 1'antibiotique
Résistance Présence de genes qnr, aac(6')-1b-cr, QepA, K. pneumoniae
plasmidique (PMQR) | OgxAB sur des plasmides
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III.1. Entérobactéries résistantes aux antibiotiques associes aux infections urinaires
II1.1.1-Infections urinaires (IUs)

Le systéme urinaire se compose des reins, des uretéres, de la vessie et de 1'urétre, et sa
principale fonction est de filtrer le sang en ¢liminant les déchets et 1'exces d'eau. Le systéme
urinaire joue un role clé dans I'élimination des produits de dégradation du métabolisme du sang.
D'autres fonctions importantes réalisées par le systéme sont la normalisation de la concentration
des ions et des solutés dans le sang et la régulation du volume sanguin et de la pression sanguine.
Chez les personnes en bonne santé, 'urine est stérile ou contient trés peu de micro-organismes

pouvant provoquer une infection (Mancuso et al., 2023a).

Les IUs impliquent I'attaque d'un tissu de l'appareil urinaire par un ou plusieurs micro-
organismes, ce qui entraine une réponse inflammatoire associée a des signes et symptomes
variables en fonction du contexte clinique (Nabti, 2020).Ces infections peuvent survenir dans
l'urétre (urétrite), la vessie (cystite) ou les reins (pyélonéphrite) et sont l'une des maladies

infectieuses les plus courantes au monde (Mancuso et al., 2023a).

I11.1.2- Epidémiologie des infections urinaires

L’épidémiologie des infections urinaires est étroitement liée a la présence
d’entérobactéries, principalement E. coli, suivie de Klebsiella spp., Proteus spp et d’autres
membres de cette famille. Comme le montre la Figure 04, ces pathogenes sont associés a
plusieurs facteurs de risque, tels que le port de sondes urinaires, le diabéte ou encore les
anomalies anatomiques. En fonction de ces facteurs et du contexte clinique, les infections
urinaires peuvent se présenter sous différentes formes : cystite, pyélonéphrite, prostatite ou
infections urinaires compliquées. Cette figure illustre ainsi le lien entre les agents pathogenes,
les facteurs de risque et les formes cliniques, ce qui est essentiel pour orienter la stratégie

thérapeutique. (Mancuso et al., 2023a).

Les IUs peuvent €tre classées en deux grandes catégories :

I11.1.2.1- TUs non compliquées

Les IUs non compliquées touchent généralement des patients en bonne santé en
I'absence d'anomalies structurelles ou neurologiques des voies urinaires (Mancuso et al.,

2023a).
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II1.1.2.2- TUs compliquées

Les IUs compliquées sont définies comme compliquées lorsqu'elles sont associées a des
anomalies des voies urinaires qui augmentent la susceptibilité aux infections, telles que la
cathétérisation ou des anomalies fonctionnelles ou anatomiques (par exemple, I'obstruction des
voies urinaires, la rétention urinaire, la vessie neurogene, l'insuffisance rénale, la grossesse et

la présence de calculs) (Mancuso et al., 2023a).

Uncomplicated UTI Complicated UTI
3%[% 1%

1%
|1%

[ UPEC

[l K. pneumoniae
Bl 5. saprophyticus
[[] Enterococcus spp.
I GBS

B P mirabilis

[ P aeruginosa

Bl S. aureus

[ Candida spp.

Risk factors Risk factors

* Female gender * Indwelling catheters

s Older age * Immunosuppression

* Younger age * Urinary tract abnormalities

* Antibiotic exposure

Figure 04: Epidémiologie des IUs (Flores-Mireles et al., 2015).

En Algérie, les [Us et les py€lonéphrites ont représenté la cinquieme cause de mortalité
en 2021, avec un total de 1 290 déces. Parmi ceux-ci, E. coli et K. pneumoniae ont ¢€té
impliquées dans 40,5 % des cas (soit 370 et 153 déces respectivement), dont 84 % étaient liés
a des souches résistantes aux antibiotiques (321 pour E. coli et 117 pour K. pneumoniae) (Ziadi

et al., 2025).

I11.1.3- Entérobactéries résistantes aux antibiotiques chez les 1Us

On prend 2 especes prédominants dans les [Us :

1I1.1.3.1-E coli

1I1.1.3.1.1- E coli et les infections urinaires

39



Partie Bibliographique
Chapitre I11: Entérobactéries résistantes aux antibiotiques associes aux infections
urinaires

Les uropathogenes E. coli représentent la principale cause des IUs, étant responsables
d'au moins 80 % des infections communautaires et de 65 % des infections nosocomiales. Bien
que ces souches colonisent naturellement le tractus intestinal humain, elles se distinguent des
souches commensales par leur capacité a exprimer divers facteurs de virulence. Ces derniers
leur permettent de migrer du tractus intestinal vers le tractus urinaire, généralement a la suite
d'une contamination fécale de la région périurétrale. Parmi ces facteurs de virulence, 1'adhésion
aux cellules épithéliales de 1'hote joue un rdle clé dans la pathogénicité des E. coli
uropathogenes. Cette adhésion est essentielle pour surmonter les défenses immunitaires de
I'hdte et établir une infection urinaire. Dans certains cas, ces bactéries peuvent former des
biofilms et créer des communautés bactériennes intracellulaires dans la vessie (Intracellular

Bacterial Communities - IBCs) (Mancuso et al., 2023a).

L'infection par ces isolats déclenche une réponse immunitaire innée marquée par la
production de diverses cytokines et chimiokines pro-inflammatoires. Cette réponse entraine un
afflux rapide de neutrophiles dans la vessie ainsi que l'exfoliation des cellules épithéliales
infectées. Pour échapper a cette immunité, les bactéries peuvent s’abriter dans le cytoplasme
des cellules hotes, ou elles proliferent et forment des IBCs. Ce mécanisme favorise a la fois
I’invasion d’autres cellules et la persistance bactérienne dans des compartiments intracellulaires
quiescents. Ces réservoirs bactériens peuvent se réactiver ultérieurement, provoquant des

infections urinaires récurrentes (Mancuso et al., 2023a).

Ces isolats expriment un large éventail de facteurs de virulence, mais leur capacité a
provoquer des infections urinaires repose principalement sur la production d’adhésines
facilitant ’adhésion et la colonisation des cellules hotes. Parmi les facteurs de virulence sécrétés
les plus importants figurent ’hémolysine A (H/yA), la cytotoxine nécrosante (CNF'1) (Mancuso
et al., 2023a) et les sidérophores, impliqués dans 1’acquisition du fer nécessaire a la croissance

bactérienne (Bunduki et al., 2021) (Tableau 11).
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Tableau 11 : Principaux types d’adhésines chez E coli uropathogénes (Flores-Mireles et al., 2015; Bunduki et al., 2021; Mancuso et al., 2023a)

Enzymes

Description

Adhésines

Les fimbriae de type 1 (via la sous-unité d'adhésine

FimH)

Des facteurs situés a l'extrémité terminale des fimbriae, se lient a
l'uroplakine mannosylées urothéliale, et les intégrines a/f3 avec une
spécificité stéréochimique pour initier la colonisation et I'invasion des
cellules ombrelles L'invasion permet a I’E. coli de contourner certaines
défenses de 1'hdte et de devenir résistante aux traitements antibiotiques
et facilitent également la formation de biofilms pendant les infections

urinaires.

fimbriae de type 2.

Un facteur de virulence important des E. coli, qui, par reconnaissance et
liaison a des glycosphingolipides, jouent un réle important dans la

pathogenese des Uls ascendantes et de la pyélonéphrite

Les adhésines Dr et les fimbriae S

Des facteurs médiatisent 1'attachement de ce pathogeéne aux cellules
uroépithéliales du rein et aux molécules d'acide sialique situées dans les

cellules urothéliales de la vessie

Les fimbriae FI1C

Des facteurs présentent uniquement en l'absence de pili F et pili P et se
lient a des récepteurs spécifiques présents dans des lignées cellulaires

endothéliales des voies urinaires inférieures et dans les reins.

HiyA

une lipoprotéine appelée a-hémolysine, associée aux infections urinaires
les plus séveres, il est toxine formant des pores qui exerce un effet

double, dépendant de la concentration, sur les cellules épithéliales
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rénales. A fortes concentrations, HlyA est capable d’endommager les
cellules hotes, facilitant ainsi la libération de fer et l'acquisition de
nutriments. A faibles concentrations, HlyA4 peut induire l'apoptose des
cellules cibles hotes, favorisant ainsi la propagation des E. coli a d'autres

cellules hotes.

CNF1

CNF'I (Facteur cytotoxique nécrosant 1), est un facteur impliqué dans la
pyélonéphrite et l'invasion rénalee facteur cytotoxique nécrosant. Cet
enzyme est agi en se liant au récepteur de la molécule d'adhésion des
cellules basales (BCAM) et en induisant 'activation constitutive des
GTPases Rho. L'activation de ces derniéres favorise des niveaux accrus
d'internalisation bactérienne et la propagation des E. coli a d'autres

cellules hotes.

Siderophores

aer, chud, fyuA, iuD, iutA, yfcv

La production de sidérophores par E. coli permet I'acquisition de fer de
I'hote et aide a la colonisation et a la survie du pathogene. Ils contribuent
au processus de passivation nutritionnelle des ions métalliques, dans
lequel E. coli accéde a ces nutriments vitaux tout en se protégeant

simultanément de leur potentiel toxique.
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I11.1.3.1.2- Pathotypes d’E.coli

Les souches pathogeénes d’E. coli responsables d’infections urinaires sont principalement

classées en deux pathotypes :

e E. coli uropathogene (UPEC), qui est la principale cause des IUs et possede des facteurs
de virulence spécifiques favorisant 1’adhésion, la colonisation et la persistance dans le
tractus urinaire.

o E. coli pathogéne extra-intestinal (EXPEC), un groupe plus large qui comprend UPEC
et d’autres souches capables d’infecter divers sites extra-intestinaux, comme le systéme

urinaire, la circulation sanguine et le systéme nerveux central.

Ces pathotypes se distinguent par la présence de génes de virulence spécifiques, leur
capacité a envahir et a survivre dans des environnements extra-intestinaux, ainsi que leur role
dans les IUs récurrentes et compliquées (Pitout & DeVinney, 2017; Denamur et al., 2021;

Garcia-Meniiio et al., 2024).

Dans le tableau suivant (Tableau 12), est présentée la classification des pathotypes EXPEC et
UPEC.

Tableau 12: Classification des pathotypes EXPEC et UPEC (Denamur et al., 2021) :

Pathot | Définition Hote Principa Contexte Principaux Principaux
ype principal | ux génes | phylogénéti ST* sérotypes
de que
virulence
ExPE Infection Humain, Génes B2 STcl131 016:H5, O25:H4
C extra- mammiféres | codant B2 STc73 02:H1, O6:H1
intestinale, domestiques, | pour les B2 STc95 01/02/018/045:
genes oiseaux adhésines, K1:H7,
spécifiques, les toxines, 02:K1:H4
modéle animal les B2 STcl2 0O4:H1/H5
protectines | B2 STcl4 075:H5
et les D STc69 017/073/077:H1
systémes 8
de capture | ¢ STc88 08/09:H4/H9/H1
du fer 9, 078:H4
F STc62 O7:K1:H45
UPEC | Isol¢ a partir Humain, papGll, B2 STcl31, Idem ExPEC
d’échantillons | mammiferes | papGIII STc73,
urinaires domestiques STc9s,
STcl2,
STcl4
D STc69

ST* type séquentiel (Sequence Type)
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I11.1.3.1.3- Clones ST a haut risque d’E. coli : Une menace pandémique internationale de

bactéries MDR

L'espéce E. coli présente une diversité remarquable de modes de vie, englobant des
souches environnementales, commensales et pathogénes. Nombre de ces souches contribuent
de maniére significative a la menace mondiale croissante de la résistance aux antimicrobiens.
L’émergence répétée de clones pandémiques MDRs, notamment la lignée ST131, souligne
I'importance d'étudier les processus évolutifs sous-jacents a leur apparition et a leur

. L . i 1A .
propagation. L'évolution de ces clones repose sur une série d'événements clés, allant de la
colonisation et de I'expansion a I'acquisition de plasmides de multirésistance, chaque étape étant

marquée par des mutations facilitatrices favorisant leur adaptation (Cummins et al., 2021).

Ces processus successifs pourraient expliquer la formation et le succeés des clones
pandémiques résistants aux antimicrobiens. Parmi les EXPECs, certaines lignées, telles que
ST131 et ST1193, appartiennent au phylogroupe B2 et représentent une menace majeure en
raison de leur capacité accrue a provoquer des infections séveres et a résister aux traitements
antibiotiques conventionnels (Cummins et al., 2021). Les clones ST131 et ST1193 sont
uniques : ils sont MDRs dominants parmi les populations non sélectionnées d’E. coli et se sont
propagés avec succes a 1'échelle mondiale. Cela fait des isolats ST131 et ST1193 des modeles

bactériens idéaux pour €tudier 1'évolution des clones MDRs (Pitout et al., 2022a).
a) E. coli ST131 : Le clone a haut risque prédominant a I’échelle mondiale

Le ST131 E. coli est le clone a haut risque MDR-EXPEC. Il a été principalement
responsable de de la pandémie mondiale de la FQR et aux céphalosporines parmi les isolats
d'E. coli au milieu et a la fin des années 2000. Actuellement, ST131 est le clone le plus répandu
parmi les isolats humains d'E. coli. Il est a I'origine de millions d'infections et de déceés humains
chaque année (Pitout et al., 2022a). De plus, il entrainant des millions d'infections résistantes
aux antimicrobiens chaque année. En effet, ce clone est le plus répandu produisant des BLSE
et exprimant FQR a travers le monde. Son succés phénoménal repose probablement sur
plusieurs facteurs et ne se limite pas uniquement a son potentiel de virulence. Ce clone,
appartenant au phylogroupe B2, est majoritairement représenté par le sérotype O25b : H4,
souvent désigné sous le nom de ST131-O25b.(Pitout & DeVinney, 2017; Lindblom et al.,
2022).
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b) E. coli ST1193 : Un clone multirésistant pandémique récemment émergent du

phylogroupe B2

Le premier signalement de ST1193 d'E. coli remonte a 2012, parmi des isolats qui
exprimant FQR recueillis en Australie entre 2007 et 2008 chez 1'humain et le chien. E. coli
ST1193 ¢était le cinquieéme ST le plus fréquent (derriere ST131, ST73, ST69 et STIS) et le
deuxiéme clone résistant aux antimicrobiens (derriére ST131) dans une population humaine
géographiquement bien définie, et il a été rapporté comme I’un des génotypes d’E. coli les plus
courants dans certaines études sur les infections nosocomiales (derriere ST131). Entre 2014 et
2018, plusieurs études ont décrit ST1193 comme un pathogeéne émergent, impliqué dans des
infections urinaires et sanguines d’origine communautaire et nosocomiale (Cummins et al.,

2021; Pitout et al., 2022a).

Le clone ST1193 a été détecté parmi des isolats d’E. coli non fermentant le lactose,
exprimant aux FQR et producteurs de BLSE. Les isolats d'E. coli ST1193 appartiennent au
phylogroupe B2, associé a la virulence. IIs possédent le sérotype O73, les pili de type 1 fimH64
et une capsule bactérienne de type K/ ou K5 (Tableu 13).

Ce clone est plus susceptible de provoquer des infections des voies urinaires basses
plutdt que hautes, en comparaison avec ST131. Des études menées aux Etats-Unis et en Italie
ont également révélé que ST1193 est impliqué dans les infections urinaires associées aux soins
de santé, notamment dans les établissements de soins de longue durée. De plus, ce clone est une

cause d'IUs chez les enfants (Pitout et al., 2022a).

Tableau 13: Caractéristiques les clones ST131 et ST1193 (Pitout et al., 2022a) :

Paramétre ST131 ST1193

Distribution Mondiale Mondiale

Groupe O 016, O25b 075

Phylogroupe B2 B2

Fermentation du lactose Fermentant Non fermentant

Capsule(s) kpsMT 111 K5, K1

FimH H4, H22,H30 Ho4

Mutations QRDR Progressives : parE 1529L, gyrA | Par recombinaison homologue : parE
S83L, parC S80I, gyrA DS87N, L416F, gyrA S83L, parC S80I, gyrA
parC E84V D87N
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Enzymes CTX-M

CTX-M-14, CTX-M-27, CTX-
M-15

Diverses

Facteurs de virulence

Divers (usp, ompT, sat, iutA, et
malX)

Divers (gad, iha, sat, senB, vat, iutA,

chud, ompT, et fyuA)

Manifestations cliniques

Agés, [Us, infections sanguines

Jeunes/agés, IUs, infections sanguines

Acquisition

Associée aux soins de santé,

infections communautaires

Infections communautaires, associée aux

soins de santé

Résistance aux

fluoroquinolones

Oui

Oui

c- E. coli ST 38

Les souches E. coli ST38, appartenant au phylogroupe D, sont des pathogénes extra-
intestinaux a large spectre d’hotes (humains, animaux sauvages et domestiques) et de réservoirs
(environnement, aliments). Leur faible nombre de SNPs (< 35) entre isolats provenant de
différentes sources suggére une transmission inter-hote fréquente. Ces souches ont une
distribution mondiale, avec une prédominance dans des pays comme I’ Australie, les Etats-Unis,

la Chine, I’Allemagne, 1’ Angleterre et la France (Pengdbamba Dieudonné, 2024).

Elles sont souvent associées a des infections urinaires et des bactériémies humaines,
représentant une proportion notable des cas dans divers pays. Les analyses phylogénétiques
montrent deux clades principaux : un clade A majoritairement humain, subdivisé en Al, A2 et
A3, et un clade B a prédominance non humaine. Ces souches possedent de nombreux geénes de
virulence (2 a 35), notamment des sidérophores comme la yersiniabactine et des facteurs de
virulence issus d’E. coli entéroaggrégatif. Sur le plan de la résistance, elles sont fréquemment
multirésistantes, notamment aux aminoglycosides, B-lactamines et FQs, avec une forte présence

des génes blaCTX-M4, blaCTX-M15 et blaCTX-M27 (Pengdbamba Dieudonné, 2024).

Un apercu global des caractéristiques ¢épidémiologiques, phylogénétiques et
moléculaires de E. coli ST38 est présenté dans le tableau suivat (Tableau 14) (Pengdbamba

Dieudonné, 2024).

Dans le tableau suivant (Tableau 14), est présentée les caractéristiques des souches E.

coli ST38.
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Tableau 14 : caractéristiques des souches E. coli ST38
Caractéristique Description
Phylogroupe D
Hotes et réservoirs Urines humaines, animaux sauvages/domestiques

(volailles, oiseaux migrateursa, environnement, produits

alimentaires
Transmission Inter-hote fréquente (< 35 SNPs entre isolats)
Distribution Monde entier (prévalence ¢élevée : USA, Chine, France,
géographique etc.)
Infections humaines Urinaires (4,8-10,6%), bactériémies (6,2%)
Structure 2 clades : A (humain) et B (non humain) ; A subdivisé en
phylogénétique Al-A3

Sérogroupes dominants

086:H18, O1:H15, 050/02:H30

Geénes de virulence

yersiniabactine, shuA, shuT, aggR

Facteurs

entéroaggrégatifs

aggR présent dans 99 souches (principalement clade A)

Geénes de résistance

Présents dans la majorité des souches: blaCTX-M-

14/15/27

Antibiotiques concernés

Aminoglycosides, B-lactamines, FQs

D) Autres high risk clones

Le tableau suivant (Tableau 15) présente les principaux clones d’E. coli a haut risque identifiés
dans les études récentes, en mettant en évidence leurs caractéristiques phylogénétiques, leurs

genes de résistance majeurs ainsi que leurs sources d’isolement
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Tableau 15: Clones ST émergents et MDR d’E. coli : caractéristiques clés (Kocsis et al., 2022).

Clone Groupe Génes de résistance majeurs Résistances associées Sources d’isolement
phylogénétique principales

ST69 : deuxiéme D blaKPC-2, blaNDM-1, blaCTX-M- | FQs, TMP-SMX, B-lactamines | Urines humaines, produits

clone a haut risque 15, mer-1, fosA3, dfrAl17-aadAS5 laitiers, viande de volaille,

les plus fréquent mollusques

CC10 : troisieme A blaKPC-2, blaNDM-1, blaIMP-8, Carbapénémes, FQs, colistine Aliments, eaux usées,

clones a haut blaOXA-48, blaCTX-M-15, mcr-1 riviéres, microbiote

risque les plus humain, oiseaux, animaux

fréquent

ST405 D blaNDM-5, blaCTX-M-15, FQs, B-lactamines Hopitaux, environnement,

blaOXA-1, mcr-1, dfrAl7-aadAS5 sites agricoles, Japon,
Europe
ST457, un novel F blaKPC-2, blaNDM-5, blaCTX-M- | Colistine, carbapénémes, Cliniques humaines,

clone émergent

15, blaCMY-2, mcr-1, mcr-3, mer-5

céphalosporines

volaille, canards,
mouettes, animaux

sauvages
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I11.2.2- K. pneumoniae

111.2.2.1- K. pneumoniae et les infections urinaires

L’espéce de K. pneumoniae est un pathogene, similaire a E. coli, utilise deux types
d'adhésines fimbriales, les fimbriae de type 1 (FimH) et les fimbriae de type 3, pour la formation
de biofilms et la colonisation de la vessie. Notamment, ces deux types d'adhésines fimbriales

ont des spécificités de liaison différentes :
- Fimbriae de type 1 :

Les fimbriae de type 1 est se lient aux récepteurs de mannose dans les voies urinaires et
favorisent l'invasion des cellules de la vessie. L’adhésion par FimH est plus faible chez K.
pneumoniae, ce qui se traduit une présence de K. pneumoniae significativement plus faibles
dans la vessie et moins de IBC que ceux observés pour E. coli. Malgré les propriétés
adhésives relativement faibles de FimH de K. pneumoniae dans les voies urinaires, il reste
un facteur de virulence important pour K. pneumoniae lors de la colonisation, de la

formation de biofilm et de la persistance dans les IUs.
- Fimbriae de type 3 :

Le fimbriae de type 3 est ne se lient pas aux récepteurs de mannose mais jouent un role
important dans la colonisation et lors de I'agrégation de biofilm sur des dispositifs médicaux

tels que les cathéters (Flores-Mireles et al., 2015; Mancuso et al., 2023a)

I11.2.2.2- Types de k. pneumouniae

Le syndrome clinique aigu et mortel de la pneumonie de Friedlédnder a été rapporté pour
la premicre fois en 1882 (Friedlaender, 1882). Initialement, 'agent pathogeéne responsable,
pouvant provoquer une infection a plusieurs sites, était connu sous le nom de bacille de
Friedldnder. Finalement, il a été identifi¢ comme K. pneumoniae, classé¢ dans la famille des
Entérobactéries. Actuellement, K. pneumoniae classique (cKP) et K. pneumoniae hypervirulent
(hvKP) sont les deux principaux pathotypes de K. pneumoniae se propageant a 1’échelle
mondiale (Chen et al., 2023). Les principales caractéristiques de ces deux bactéries pathogénes

sont présentées ci-dessous (Tableaul6):
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Tableau 16: Caractéristiques principales de Ckp et hvKP (Chen et al., 2023) :
Caractéristiques HvKP cKp*
Génes d'hypervirulence iro, iuc, iut, irp, fyu, clb, rmp, etc. /
Hypermucoviscosité (HMYV) Toujours (+) Rare
Statut immunitaire des Immunocompétents ou Immunodéprimés
patients immunodéprimés
Type d'infection Communautaire Nosocomiale
Nombre de sites infectés Souvent multiples Généralement un seul
site
Métastases Fréquentes Rares

a) K. pneumoniae hypervirulent

L’K. pneumoniae hypervirulent (hvKP) a été identifié pour la premiére fois en 1986 (Y.-
C. Liu, 1986), chez des patients souffrant d’épisodes répétés d’abceés hépatiques associés a une
endophtalmie séveére. Bien que ses symptomes ne soient pas spécifiques, les souches hvKP
peuvent provoquer des infections graves, voire mortelles, y compris chez des individus
immunocompétents. Ces infections se distinguent par une dissémination métastatique rapide,
entrainant de multiples atteintes invasives, notamment des abces pyogenes (Russo & Marr,

2019; Chen et al., 2023).

Les infections a hvKP sont largement répandues, en particulier en Asie de 1'Est et du
Sud-Est, et représentent une menace émergente pour 1’Europe (Chen et al., 2023). Les
premieres souches de hvKP étaient sensibles aux antimicrobiens. Cependant, depuis la derniére
décennie, la prévalence des souches MDR-hvKP n’a cessé d'augmenter, posant ainsi des défis
majeurs aux cliniciens pour le traitement de ces infections. L'évolution de MDR K. pneumoniae,
de hvKP, et de MDR-hvKP est fagconnée par l'acquisition d'¢léments de résistance ou de
virulence pertinents. Ces éléments comprennent les plasmides conjugatifs, les intégrons, les

séquences d'insertion et les transposons (Chen et al., 2023).

De plus, au cours du traitement, des mutations génétiques contribuent a I'évolution de
la résistance des CR-hvKP, par ailleurs, I’incidence des infections a CR-hvKP a augmenté de
manicre constante depuis leur premier signalement en 2015, ces souches étant capables de

provoquer des épidémies a 1’échelle mondiale (C. Liu et al., 2022a; Chen et al., 2023; Spadar
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et al., 2023). Selon une étude majeure menée en Chine, 36 % des CR-KP présentaient des
facteurs d’hypervirulence. Les souches hvKP acqui¢rent des geénes de résistance aux
antimicrobiens par plusieurs mécanismes. 'acquisition de plasmides de résistance est le
mécanisme le plus courant, parmi lesquels les carbapénémases sont les plus répandues, telles

que blaKPC-2 et blaNDM-1.(Chen et al., 2023).

Alors, Les souches hvKP, en particulier les clones MDR-hvKP, constituent une menace
majeure pour la santé publique et compliquent considérablement le contrdle des infections. Bien
que plusieurs facteurs d’hypervirulence aient été identifiés, les mécanismes précis impliqués

restent encore insuffisamment caractérisés (C. Liu et al., 2022b; Chen et al., 2023).

b) K. pneumoniae hypervirulent et la Réponse Immunitaire

Comparées aux souches cKP, les souches hvKP sont plus tolérantes au systeme
immunitaire (Wang et al., 2017). La Polysaccharide Capsulaire (CPS, Capsular
Polysaccharide), une caractéristique de virulence distinctive des hvKP, permet a la bactérie
d'échapper a la phagocytose et aux facteurs sériques (Ma et al., 2022). De plus, la réduction ou
l'arrét de la biosynthese de la CPS peut affaiblir la virulence de K. pneumoniae et exposer la
bactérie aux activités immunitaires (Lin et al., 2022). L'une des principales caractéristiques des
souches hvKP est leur capacité a infecter plusieurs sites simultanément. Les hvKP peuvent
survivre a l'intérieur des neutrophiles, et la durée de vie des neutrophiles infectés peut atteindre

24 heures (Lee et al., 2017).

Dans un mod¢le murin infecté par une souche CR-hvKP, les souches de faible virulence
étaient plus sensibles a I’élimination par les neutrophiles que les isolats CR-hvKP (G. Yang et
al., 2022). Apres une infection par hvKP, la prolifération des macrophages joue un réle clé dans
la formation d'abceés. Dans un mod¢le murin, Wanford et al (Wanford et al., 2021) ont observé
que hvKP parvenait a échapper a I'élimination induite par les phagocytes et se multipliait dans
les macrophages 6 heures aprées l'infection. Le recrutement des neutrophiles sur les sites infectés

favorise la formation précoce des abcés (Chen et al., 2023).

51



Partie Expérimentale

Partie expérimentale

52



Partie Expérimentale
Chapitre IV : Materiel et Methodes

Chapitre IV
Materiel et Methodes

53



Partie Expérimentale
Chapitre IV : Materiel et Methodes

Objectifs du travail
Objectif général

Caractériser les souches d’E. coli et de K. pneumoniae impliquées dans les infections urinaires
a Tébessa, sur le plan moléculaire, afin d’améliorer les connaissances sur leur circulation et leur

profil de résistance en Algérie.
Objectifs secondaires

« Evaluer I’apport des techniques de biologie moléculaire dans la caractérisation des

bactéries uropathogénes.
o Déterminer la prévalence des entérobactéries associées aux infections urinaires.

o Déterminer la prévalence et les caractéristiques moléculaires des souches uropathogenes

d’E. coli et de K. pneumoniae associées a la multirésistance, a I’hypervirulence.
IV.1- Présentation du travail

Notre étude prospective a été réalisée sur une période de deux ans, allant de juillet 2022
a janvier 2024. Les échantillons urinaires analysés ont été collectés principalement dans
différents services répartis entre deux Etablissements Publics Hospitaliers (EPH) de la wilaya
de Tébessa : médecine interne hommes, médecine interne femmes, pneumologie-phtisiologie,

gynécologie, maternité, réanimation, pédiatrie, infectiologie et consultations externes.

Ces ¢tablissements constituent des structures de référence de la wilaya de Tébessa,
accueillant des patients provenant de diverses localités, notamment pour la prise en charge de
cas complexes ou a haut risque. Les protocoles diagnostiques et les pratiques de prescription
des antibiotiques appliqués dans ces structures sont comparables a ceux observés dans d’autres
régions du pays, ou 1’acces relativement facile aux antibiotiques favorise une pression de

sélection similaire sur les bactéries.

En complément, le laboratoire privé d’analyses médicales Elite a également participé a
I’¢étude. Il s’agit d’un laboratoire de référence reconnu dans la région, recevant un nombre
important et varié de patients en raison de son équipement performant et de sa réputation aupres

des praticiens locaux.
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Dans la premicre partie du travail, la caractérisation phénotypique des entérobactéries
uropathogénes non dupliquées a ¢été réalisée au laboratoire de microbiologie de I’EPH

Bouguerra Boulaares de Bekkaria (Tébessa).

Dans la seconde partie, 1’analyse moléculaire et la caractérisation génomique des
souches sélectionnées, notamment Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae, ont été réalisées
au Laboratoire de Référence Escherichia coli (LREC), Département de Parasitologie et
Microbiologie, Facult¢ de Médecine Vétérinaire, Campus Terra, University of Santiago de
Compostela, dans le cadre d’une mobilit¢ Erasmust+ KA107, sous la supervision de la

Professeure Azucena Mora, entre janvier et juin 2024

IV.1.1- Présentation géographique de la wilaya de Tébessa

Ogla Mealha

Figure 04 : La wilaya de Tébessa

La wilaya de Tébessa est située a l'extréme Est de I'Algérie, a la frontiére tunisienne.
Elle couvre une superficie d'environ 14 227 km? et compte plus de 700 000 habitants. Sa
position stratégique et les mouvements fréquents de population peuvent favoriser la circulation
des bactéries résistantes aux antibiotiques. L'étude a été réalisée dans trois établissements de

santé de référence de la wilaya.
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IV.1.2- Population cible

La population cible de cette étude était constituée de patients présentant une suspicion

clinique ou une infection urinaire confirmée microbiologiquement, pris en charge dans les

¢tablissements de santé inclus dans 1’étude. Les patients des deux sexes (hommes et femmes),

de toutes les tranches d’age, allant des nourrissons agés d’un mois aux sujets agés de plus de

60 ans, ont été inclus, indépendamment de leur statut immunitaire. Les patients provenaient

aussi bien des services d’hospitalisation que des consultations externes.

I1V.1.3- Critéres d'inclusion et d'exclusion

1)

AN N N N NN

<

Iv.2-

Critéres d’inclusion

Patients des deux sexes et de toutes les tranches d’age.

Patients immunocompétents ou immunodéprimés.

Patients présentant une infection urinaire confirmée microbiologiquement.
Echantillons urinaires provenant d’urines de milieu de jet ou de sondage urinaire.
Isolement d’une entérobactérie uropathogene.

Un seul isolat retenu par patient.
Critéres d’exclusion

Echantillons urinaires contaminés ou non conformes.

Cultures polymicrobiennes ne permettant pas ’identification d’un agent pathogene
principal.

Isolats n’appartenant pas aux entérobactéries uropathogenes d’intérét clinique (par
exemple : Salmonella spp.).

Isolats répétés provenant du méme patient (doublons).

Données microbiologiques incomplétes ou non exploitables.

Description les isolats Uropathogénes

301 Souches d’entérobactéries uropathogénes urinaires dont 243 Entérobactéries

uropathogénes multirésisantes (MDR) issus des prélévements urinaires chez des patients

hospitalisés et non hospitalisés.
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L’ensemble des milieux de culture, réactifs et appareillage seront cités au fur et a mesure

de leur utilisation.
IV.3- Isolement des souches :

Apres un examen direct positif, les échantillons urinaires ont été ensemencés sur les
milieux MacConkey et Hektoen (Condalab, Espagne), puis incubés a 37 °C pendant 18 a 24

heures.

Dans certains cas, I’examen direct pouvait étre positif alors que la culture restait
négative, notamment chez les patients ayant recu une antibiothérapie avant le prélévement, ce
qui peut inhiber la croissance bactérienne. A I’inverse, certaines cultures pouvaient étre
positives malgré un examen direct négatif, caractérisé par une absence ou un faible nombre de
leucocytes a I’examen direct, situation pouvant étre observée chez certains patients

immunodéprimés présentant une réponse inflammatoire atténuée.

Apres incubation, un dénombrement bactérien a été effectué a I’aide d’une anse calibrée
afin de déterminer la concentration bactérienne exprimée en unités formant colonies par
millilitre (UFC/mL). Une bactériurie significative a été retenue lorsque la concentration
bactérienne était supérieure ou égale a 10° UFC/mL, conformément aux critéres
microbiologiques utilisés pour le diagnostic des infections urinaires. Les colonies obtenues ont
ensuite été soumises a une identification bactérienne et a 1I’étude de leur profil de sensibilité aux

antibiotiques.
IV.4- Identification des souches

Apres I’étape d’isolement, une identification préliminaire des isolats est réalisée :

- Une premiére caractérisation morphologique des isolats a été réalisée en observant la
forme, la taille, la couleur et I’aspect des colonies. Par exemple, K. pneumoniae présente
un aspect muqueux.

- Les isolats ont ensuite ¢été caractérisés en fonction de leurs caractéristiques
morphologiques et biochimiques, puis identifiés a [’aide de deux systémes
complémentaires : le systéme Analytical Profile Index (API E 20) (bioMérieux, Marcy-
I'Etoile, France), dont la lecture a été interprétée via le logiciel d’identification en ligne
sur le site UPBM Le Lab @UPBM 2017-2026 (https://lab.upbm.org/identifieur/), et le
systeéme Vitek 2 (bioMérieux) (Figure 05).
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Figure 05 : Systeme Vitek 2 (bioMérieux).

- Le systtme API E 20 permet une identification biochimique basée sur les réactions
métaboliques et enzymatiques, tandis que le systéme Vitek 2 utilise la cassette Vitek
GN, spécialement congue pour I’identification des bactéries a Gram négatif, y compris
les Entérobactéries

- Cette approche combinée a permis d’assurer une identification précise et fiable des

souches.

IV.5- Etude la résistance aux antibiotiques
IV.5.1-Sensibilité aux antibiotiques

Le test de sensibilité aux antibiotiques a été réalisé pour les 301 isolats bactériens en
utilisant le systéme Vitek 2 utilise la cassette Vitek AST 233 (bioMérieux SA) (Figure 06), qui
a évalué¢ 18 antibiotiques pour chaque souche en fonction des concentrations minimales
inhibitrices (CMI). Les antibiotiques testés comprenaient : Amoxicilline (AMC), Ampicilline
(AMP), Piperacilline-tazobactam (PIP-TAZ), Céfazoline (CFZ), Céfoxitine (FOX),
Cefotaxime (CTX), Ceftazidime (CAZ), Ertapénem (ETP), Imipénem (IPM), Acide nalidixique
(NA), Ciprofloxacine (CIP), Gentamicine (GEN), Tobramycine (TOB), Amikacine (AMK),
Nitrofurantoine (NIT), Fosfomycine (FOS), Triméthoprime-Sulfaméthoxazole (TMP-SMX) et
Chloramphénicol (CHL). Bien que la colistine (CL) ait été incluse dans les tests, elle n’a donné

aucun résultat pour les souches.
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Figure 06 : Cassette de ViteK2 AST 233 (bioMérieux SA)
IV.5.2-Détection des souches MDR/XDR

La classification des souches uropathogénes Enterobacteriaceae XDR (Extensively
Drug-Resistant) et MDR ét¢é réalisé€e selon les critéres établis par Magiorakos et al (Magiorakos
et al., 2012; OMS, 2024). Les souches ont été catégorisées comme MDR si elles ont montré
une non-sensibilité a trois ou plusieurs classes d'agents antimicrobiens et XDR, si elles étaient

résistantes a toutes les classes d'antibiotiques sauf deux.

La détermination des phénotypes MDR a été confirmée par la méthode de diffusion sur
disque en milieu Miiller Hinton (Bauer et al., 1966), garantissant la standardisation et la
comparabilit¢ des résultats MDR. La diffusion sur disque a utilisé les mémes disques
antibiotiques que ceux employés dans le systeme Vitek 2, a I'exception du piperacilline-
tazobactam (PIP-TAZ). De plus, l'aztréonam (ATM) a été inclus dans les tests afin d'élargir le
profil de résistance, suivant les recommandations de I’European Committee on Antimicrobial

Susceptibility Testing (EUCAST2021).

IV.5.3.Calcul de l'indice de résistance aux antibiotiques multiples
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L'indice de résistance aux antibiotiques multiples (MAR, Multiple Antibiotics
Resistant) a été calculé en suivant la méthode décrite par Krumperman (Imran et al., 2023;

Krumperman, 1983), selon la formule suivante :

Indice MAR = Nombre d'antibiotiques auxquels l'isolat est résistant / Nombre total

d'antibiotiques testés

De plus, un indice MAR supérieur a 0,2 indique que I'isolat provient d'une source a haut
risque avec une grande utilisation d'antibiotiques. En revanche, des valeurs <0,2 montrent que
les bactéries proviennent d'une source avec une exposition limitée aux antibiotiques (Elbehiry

et al., 2024).

IV.5.4-Résistance aux ciprofloxacines

Les fluoroquinolones (FQs), y compris la ciprofloxacine, la lévofloxacine et la
moxifloxacine, sont couramment utilisées pour évaluer les profils de résistance aux
antibiotiques (Teichmann et al., 2025). Dans notre étude, nous nous sommes concentrés
uniquement sur la ciprofloxacine pour le dépistage de la FQR (Garcia-Meniiio et al., 2024),

en utilisant les résultats du test de sensibilité a la ciprofloxacine obtenus via le systéme Vitek?2.

IV.5.5-Détection des entérobactéries productrices BLSE/AmpC

Les phénotypes des souches ont été déterminés a I’aide du systeme Vitek 2
(bioMérieux), et elles ont été classées en BLSE (+/- carbapénémases) ou AmpC (+/-
carbapénémases), ce résultat, est confirmés par le test de synergie a double disque (DDST) a
¢été réalisé sur une plaque de gélose Miiller Hinton (MH) (Jarlier et al., 1988). Des disques de
céphalosporines de troisieme génération, comprenant le Céfotaxime (CTX 30 pg), la
Ceftazidime (CAZ 30 pg) et I'Aztréonam (ATM 30 pg), ont été placés a 30 mm de distance
(centre a centre) d’un disque central contenant de I’amoxicilline/acide clavulanique (AMC

20/10 pg) (Figure 07).
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Figure 07 : Schéma explicatif du dépdt des disques d’antibiotiques (belbel Zineb,
2014).

Les souches présentant une augmentation typique de la zone d'inhibition (>5 mm) entre
les céphalosporines et 1’amoxicilline/acide clavulanique, avec l'apparence caractéristique en

forme de "bouchon de champagne", ont été identifiées comme productrices de BLSE.

IV.6. Conservation des isolats

Les isolats purifiés ont ét¢ ensemencés sur gélose inclinée (gélose nutritive), incubés
pendant 18 heures a 37°C, puis conservés a 4°C. Le renouvellement des cultures est effectué

périodiquement pour destinées a leur caractérisation au sein LREC-USC,

IV.7- Analyse Moléculaire

Pour l'analyse moléculaire, nous avons sélectionné 50 E. coli et 22 K. pneumoniae multi-

résistant, considérés comme les plus prédominants dans cette étude.
IV.7.1-Re-isolement des souches

Au LREC-USC, les isolats ont été cultivés par ensemencement sur de la gélose
MacConkey Lactose (ML) (Oxoid) et incubés a 37°C pendant 18 heures. Apres cette
incubation, les souches d'E. coli et de K. pneumoniae ont été transférées sur de la gélose

Tryptone Soja (TSA), également incubée a 37°C pendant 18 heures. Ce milieu, riche en
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nutriments, a favorisé leur croissance optimale. Par la suite, les souches ont été conservées a
température ambiante controlée dans un bouillon nutritif (Difco) contenant 75% d'agar nutritif

(Difco) pour une conservation a long terme.

IV.7.2-Evaluation de la fermentation du lactose

Les souches d’E. coli non-fermentatrices du lactose (NLF) ont été identifiées par leur
incapacité¢ a fermenter le lactose sur la gélose ML, ce qui se manifeste par 1'absence de

coloration rose autour des colonies (Garcia-Meniiio et al., 2024).

IV.7.3-Confirmation des souches productrices des BLSE/Carbapénémases

A P’aide d’une anse de prélévement stérile, nous prélevons quelques colonies a partir
d’une culture jeune développée sur un milieu gélose Tryptone Soja TSA (18 a 24 heures a
37°C), puis nous les ensemengons sur les milieux chromogenes CHROMID® ESBL et
CHROMID® CARBA SMART. Ces milieux sont utilisés pour la détection des souches
productrices de BLSE et de carbapénémases. Ils permettent une détection sélective et
différenciée des entérobactéries productrices de ces enzymes en fonction de leur morphologie

et de leur coloration caractéristique.

IV.7.4-Caractérisation moléculaire des souches MDR

Le protocole général comprend I’extraction d’ADN et la Réaction en Chaine par
Polymérase (PCR, Polymerase Chain Reaction). L’ADN extrait est utilisé pour I’ensemble des
analyses et caractérisations moléculaires. La PCR, quant a elle, est spécifique, car chaque gene
nécessite des amorces spécifiques. Toutefois, le protocole de PCR reste le méme pour toutes

les analyses.
1V.7.4.1- Extraction d’ADN

Des colonies cultivées pendant 18 a 24 heures a 37°C sur TSA ont été prélevées a 'aide
d'une boucle d'inoculation de 1 pl et suspendues dans 600 pl d'eau stérile Milli-Q (Figure 08).
Ensuite, les suspensions bactériennes ont €té portées a ébullition a 100 °C pendant 5 minutes,
puis centrifugées pendant 2 minutes a 11 000 tr/min pour précipiter les débris bactériens. Le
surnageant a été utilis¢é comme matrice d'ADN dans la PCR et conservé a -80 °C jusqu'a son

utilisation (Garcia-Meniiio et al., 2024).
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Figure 08: Procédure d’extraction d’ADN.

1V.7.4.2- Réaction du PCR
a) Préparation de la Réaction PCR
Les réactions PCR ont été préparées dans un volume final de 25 pl, comprenant :

12,5 ul de NZYTaq 2x Green MasterMix.

0,2-0,5 uM d'amorces spécifiques selon le géne recherché (tableaux supplémentaire).

Eau Milli-Q stérile pour compléter le volume final (20 pl).
5 ul de matrice d'ADN.

b) Conditions de la PCR :

L amplification des produits se fait a 1’aide de Thermocycleur 2720 Applied

Biosystem (Figure09), selon les conditions suivantes :

o Dénaturation initiale a 94 °C pendant 3 minutes
e 35 cycles de:
o Dénaturation a 94 °C pendant 1 minute

o Température d'hybridation spécifique aux amorces pendant 1 minute
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o Extension a 72 °C pendant 90 secondes

o Extension finale a 72 °C pendant 3 minutes

Des controles négatif et positif sont ajoutés.

Figure 09 : Thermocycleur 2720 Applied Biosystem.

c) Séparation et Visualisation des Produits PCR

- Préparation de gel : le gel est préparé en mélangeant 1,5 g (1.5%) (agarose Seakem
LE, Lonza) d'agarose dans 100 mL de tampon Tris-Borate-EDTA (TBE) 0,5X, puis le
mélange est fondu au micro-ondes pendant 2 a 3 minutes. Apres solubilisation, 3 pL du
Green Safe Premium (Nzytech) est ajouté (Figurel0). Le gel est versé dans un support
d'¢lectrophorese et est couvert par un papier d'aluminium pour éviter la dégradation du
colorant Green Safe, sensible a la lumiére, et laissé polymériser a température ambiante

pendant 30 minutes.
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Figure 10: préparation du gel d’agarose.

- Séparation des produits PCR : Aprées I'amplification, les produits PCR sont soumis a
une migration a 120 volts pendant 35 minutes dans un gel d'agarose (1,5%). Le gel
polymérisé et son support sont immergés dans la cuve de migration contenant du tampon
TBE 0,5X. Tous les produits de PCR sont déposés dans les puits en quantité de 10ul
(Figure 11).

Figure 11 : Electrophorése d’agarose
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- Visualisation des produits : Apres la migration, les produits de PCR amplifiés sont

visualisés a l'aide de Gel Doc XR (BioRad, CA) (Figurel2).

g
=
g
U
g
-

Figure 12 : Gel Doc XE.

1V.7.4.3- Confirmation I’identification des souches

Afin de confirmer l'identification des 72 bactéries sélectionnés, nous avons réalisé une
PCR en ciblant deux genes spécifiques : le géne uidA, qui est un marqueur moléculaire
spécifique a E. coli (Bej et al., 1991) et le géne kp50233 utilisé pour 1’identification de a K.
pneumoniae (Bialek-Davenet et al., 2014). Les amorces utilisées pour ’amplification de ces

genes sont présentées dans (Tableau 17).

Tableau 17 : Cibles et amorces utilisées pour I’identification de E. coli et K. pneumoniae

Amorces Séquence nucléotidique (5°-3”) Taille T° Référence
Cible (bp) d’hybridation
°C)

UidA UidAF GCGTCTGTTGACTGGCAGGTGGTGG 503 60 (Goémez-
Duarte et

UidAR | GTTGCCCGCTTCGAAACCAATGCCT aluazr()ig)

kp50233 50233F GCTCTGGGAGATAGACCGCA 484 67 (Bialek-
Davenet et

50233R GCGATSGCAGACCAGATGAAT al., 2014)
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En raison de résultats discordants ou non concluants avec ces méthodes phénotypiques,

une confirmation a été effectuée par spectrométriec de masse MALDI-TOF/MS (Bruker

Daltonics, Allemagne). Cette technique repose sur l'ionisation de la matrice assistée par laser

(MALDI) et permet I'analyse rapide du profil protéique des souches bactériennes, fournissant

une identification précise basée sur la masse des ions produits, ce qui permet de surmonter les

limitations des tests conventionnels (Nabti Zakaria, 2020).

IV.7.4.4- Détection des génes de résistance aux antibiotiques

Une PCR a été réalisée pour toutes les souches afin de détecter les génes codant pour
les BLSE (blaTEM, blaSHYV, et blaCTX-M), blaCMY, ainsi que les génes des carbapénémases
(blaVIM, blaIMP, blaODXA48, blaKPC, blaNDM) et les génes mcri-5. 11 est a noter que tous les

produits PCR favorables obtenus ont été¢ séquencés pour une caractérisation approfondie. Les

amorces utilisées pour I’amplification de ces genes sont présentées dans la (Tableau 18) et

(Tableau 19).

Tableau 18 : Cibles et amorces utilisées pour les génes de résistance ‘BLSE’.

Amorces Séquence nucléotidique (5°-3”) Taille T° Référence
Cible (bp) d’hybridation
O
blacris CTX-C3 ATGTGCAGCACCAGTAAAGTGATG 540 55 (Mora et al.,
CTX-C4 ACCGCGATATCGTTGGTGGTGCC 2013)
blacrxum M13U GGTTAAAAAATCACTGCGTC 263 60 (Saladin et al.,
groupl MI13L TTGGTGACGATTTTAGCCGC 2002)
blaCTX- CTX-15-F1 GAAGCTAATAAAAAACACACGTGG 1044. (Mora et al.,
M- *CTX-15-R GTATGCGCAAGCGCAGGTGG 1123 52 2013)
groupl
blacrx-m CTX-MO9-F GTGACAAAGAGAGTGCAACGG 256 64 (Simarro et al.,
group9 CTX-M9-R ATGATTCTCGCCGCTGAAGCC 2000)
ACTX-M9-14- GAATACTGATGTAACACGGA , e
blacrxu (Garcia-Menifio
group9 14B-24F 998 44 et al., 2018)
ACTX-M9-R AGCTGAAGATGTATATCAAG ’
*CTX-M9-14- GAATACTGATGTAACACGGA , e
blacrx-m (Garcia-Menifio
14B-24F 989 52
80UPY [ CTX M14-24-R | CTGCGTTGTCGGGAAGATACG et al, 2018)
blacry.u | *CTX-M9-14B-F CCTATACCCGAGGCGCGACAG 1059 44 (Garcia-Meniiio
group9 ICTX-M9-R AGCTGAAGATGTATATCAAG et al., 2018)
blacrx.u | *CTX-M14-24-F CTAAATTCTTCGTGAAATAGTG 1049 m (Garcia-Meniiio
group9 | *CTX-M14-24-R CTGCGTTGTCGGGAAGATACG et al., 2018)
blas SHV-F2 TTGTCGCTTCTTTACTCGCC 279 64 (Mora et al.,
SHV-R2 CCCGGCGATTTGCTGATTTCGC 2013)
ISAL Z— ;_ CITMF TGGCCAGAACTGACAGGCAAA 462 o (Pérez-Pérez &
4 CITMR TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC Hanson, 2002)
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Amorces Séquence nucléotidique (5°-3”) Taille T° Référence
Cible (bp) | @’hybridation
()
CMY-2
to CMY-
7, BIL-1
opg |Lmerl 320bp fiv AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC 320 s (Rebelo et al.,
merl_320bp_rev AGATCCTTGGTCTCGGCTTG 2018)
mer-2 mcr2_700bp_fw CAAGTGTGTTGGTCGCAGTT 715 53 (Rebelo et al.,
mer2_700bp_rev TCTAGCCCGACAAGCATACC 2018)
mer-3 mcr3 900bp fw AAATAAAAATTGTTCCGCTTATG 929 53 (Rebelo et al.,
mcr3 900bp_rev AATGGAGATCCCCGTTTTT 2018)
mer4_1100bp_fw TCACTTTCATCACTGCGTTG (Rebelo et al.,
mer-4 | erd 1100bp rev|  TTGGTCCATGACTACCAATG 116 58 2018)
MCRS5 FW ATGCGGTTGTCTGCATTTATC (Borowiak et al.,
mer-3 MCR5 RV TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG | o4 50 2017)
Tableau 19: Cibles et amorces utilisées pour les geénes de résistances
‘Carbapénemases’
Amorces Séquence nucléotidique (5°-3”) Taille T° Référence
Cible (bp) | d’hybridation
(W)
BlaKPC KPC-Fm CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG 798/
KPC-Rm CTTGTCATCCTTGTTAGGCG 232
NDM-F GGTTTGGCGATCTGGTTTTC
BlaNDM UDMR | CGGAATGGCTCATCACGATC | O 62
blaOXA- OXA-F GCGTGGTTAAGGATGAACAC 438 (Poirel et al.,
48 OXA-R CATCAAGTTCAACCCAACCG 2011)
VIM-F GATGGTGTTTGGTCGCATA
BlalMP VIM-R CGAATGCGCAGCACCAG 390 58
BlaVIM IMP-F GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC 232
IMP-R GGTTTAAYAAAACAACCACC

Les souches identifiées comme productrices de BLSE par le systtme VITEK2, mais
négatives lors du screening PCR des geénes de résistance, ont été sélectionnées pour une analyse
approfondie par la technique MDR FLOW CHIP. Cette derniere est une méthode moléculaire
basée sur une PCR multiplex couplée a une hybridation sur puce a ADN, permettant la détection
simultanée de plusieurs génes de résistance aux antibiotiques ciblés (Rodriguez-Villodres et

al., 2023).

IV.7.4.5- Caractérisation moléculaire de E. coli : Traits de virulence, Groupement

phylogénétique, Clonotypage et Virotypage

1V.7.4.5.1- Traits de virulence
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La caractérisation moléculaire de E. coli implique plusieurs aspects, notamment
'analyse des traits de virulence, le groupement phylogénétique et le clonotypage. Un extrait

d'ADN a été obtenu par la méthode de 1'ébullition (Garcia-Meniiio et al., 2024).

Aprés une PCR positive pour uid4, une PCR pour rfbO25 a été réalisée afin de
déterminer le complexe pandémique clonal CC/31 (Clermont et al., 2009), en combinaison
avec le résultat de la PCR de dépistage pour fliCH4. De plus, la présence du gene flagellaire
fliCH5, couramment trouvé dans les isolats NLF de E. coli ST1193, a également été testée pour
les isolats négatifs au lactose. Les amorces utilisées pour I’amplification de ces génes sont

présentées dans le (Tableau 20).

Tableau 20 : Cibles et amorces utilisées pour rb025b, fliCH4, fliCHS5.

Amorces | Séquence nucléotidique (5’-3°) Taille T® Référence
Cible (bp) | d’hybridation
O
rfbO25b.r | TGCTATTCATTATGCGCAGC Clermont et
rfbO25b rfb.1bis | ATACCGACGACGCCGATCTG 300 56 ( al., 2008)
fiCus H4-F GCAGCGTATTCGTGAACTGA 13 66 (Mora et al.,
H4-R GCTGGATAATCTGCGCTTTC 2011)
iChs H5-F2 | GGATGAAATTGATCGCGTTT 477 4357 (Garcia-Meniiio
: H5-R GTAGCCGCAGTCGTTAGTCC et al., 2024)

I1V.7.4.5.2- Pathotypage d'E. coli : ExXPEC/ UPEC

Pour déterminer le statut d’ExPEC ou UPEC d'une souche de E. coli, une analyse PCR
des marqueurs génétiques associés a la virulence a été réalisée. Pour qu'une souche soit
considérée comme ExPEC positive (J. R. Johnson et al., 2015). Elle doit posséder au moins
deux des marqueurs génétiques associés a la virulence, tels que papAH et/ou papC, sfa/focDE,
afa/draBC, kpsM 11, et iut4. Ces marqueurs sont souvent associés a la capacité de E. coli a
causer des infections dans des sites extra-intestinaux, comme les voies urinaires. Les amorces

utilisées pour I’amplification de ces genes sont présentées dans le (Tableau 21).
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Tableau 21 : Cibles et amorces utilisées pour les génes du statut d’ExPEC.

. . ;o Size | Annealing
Target Primers Nucleotide sequence (5°- 3 Reference
; uence®=H  |op| 10
papAH-f ATGGCAGTGGTGTCTTTTGGTG (J. R. Johnson
PapAH 720 68 & Stell, 2000a)
PapAH-r CGTCCCACCATACGTGCTCTTC
sja/jocDE sfa 1 CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC 410 6
sfa 2 CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA (Le
Bouguenec et
ala/draBC afal GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC 250 54 al., 1992)
afa2 CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG
TutA aer-851F GGCTGGACATCATGGGAACTGG 301 60 (J. R. Johnson
aer-1152R CGTCGGGAACGGGTAGAATCG etal., 1997)
KpslI f GCGCATTTGCTGATACTGTTG
KpSMII P 272 60 (Johnson and
KpslI r CATCCAGACGATAAGCATGAGCA Stell, 2000b)

Inversement, pour qu'une souche soit considérée comme UPEC positive (Spurbeck et
al., 2012a), elle doit posséder au moins trois des quatre génes de virulence spécifiques, a savoir
chud, fyud, vat, et yfcV, également associés a la virulence de E. coli dans les infections
urinaires. Les amorces utilisées pour I’amplification de ces geénes sont présentées dans le

(Tableau 22).

Tableau 22 : Cibles et amorces utilisées pour les génes du statut d’UPEC.

Amorces Séquence nucléotidique (5°-3”) Taille Te Référence
Cible (bp) | d’hybridation
(WY
vat-F TCAGGACACGTTCAGGCATTCAGT
Vat 1100 70
vat-R GGCCAGAACATTTGCTCCCTTGTT
ChuA-F CTGAAACCATGACCGTTACG
chuA 652 63
ChuA-R TTGTAGTAACGCACTAAACC (Spurbeck et
fyuA-F GTAAACAATCTTCCCGCTCGGCAT al., 2012b)
SouA 850 63
fyuA-R | TGACGATTAACGAACCGGAAGGGA
yfcV-F ACATGGAGACCACGTTCACC
yfeV 292 63
YfcV-R GTAATCTGGAATGTGGTCAGG

1V.7.4.5.3- Groupement phylogénétique et clonotypage
a) Phylougroupe d’E. coli

La relation phylogénétique a été évaluée a l'aide de la méthode de typage Clermont pour

E. coli (Clermont et al., 2013a), qui classe les isolats en neuf groupes phylogénétiques (A, B1,
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B2,C,D, E,F, G, ouclade I) (Clermont, Dixit, Vangchhia, Condamine, Dion, Bridier-Nahmias,

et al., 2019). Les amorces utilisées pour I’amplification de ces génes sont présentées dans le

(Tableau 23).

Tableau 23 : Cibles et amorces utilisées pour les génes de phylougroupe d’E. coli.

Amorces Séquence nucléotidique (5°-3”) Taille (bp) T° Référence
Cible d’hybridation
(W)
chuA.1b ATGGTACCGGACGAACCAAC (Clerz"(;‘l’;‘lt))et al,
chuA 288
chuA 2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA (Cle"z"(;’(;‘ot)et al.,
» yjaA.lb CAAACGTGAAGTGTCAGGAG - (Clermont et al.,
YV yjaA.2b AATGCGTTCCTCAACCTGTG 58 2013b)
TepE4C2 TspE4C2.1b CACTATTCGTAAGGTCATCC 5 (Clermont et al.,
TspE4C2.2b AGTTTATCGCTGCGGGTCGC 2013b)
o AceK.f AACGCTATTCGCCAGCTTGC 200 (Clermont et al.,
3 ArpAl.r TCTCCCCATACCGTACGCTA 2013b)
trpAgpC | trpAgpC.1 AGTTTTATGCCCAGTGCGAG 21 s (Lescat et al.,
© trpAgpC.2 TCTGCGCCGGTCACGCCC 2013)
ArpAgpE.f | GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC (Lescat et al.,
arpA (E) 301 57
ArpAgpE.r | GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG 2013)
oo trpBA.f CGGCGATAAAGACATCTTCAC 489 56 (Clermont et al.,
P trpBA.1 GCAACGCGGCCTGGCGGAAG 2008)
(G) ybgD.2 GTTGACTAAGCGCAGGTCGA s 2019)
CfaB (F) cfaB. 1 CTAACGTTGATGCTGCTCTG 184 (_C_ls)l;l’I_l(_)llt_el al.,
cfaB.2 TGCTAACTACGCCACGGTAG 2019)

b) Clonotypage

La diversité génétique des isolats producteurs de BLSE a été révélée par un clonotypage

(CH) supplémentaire. La section interne de 469 nucléotides (nt) du gene fumC (all¢le dérivé du

MLST) et le fragment interne de 489 nt du gene fimH (codant pour 'adhésion fimbriale de type)

ont été utilisés pour identifier plusieurs clonotypes (Weissman et al., 2012a). Les amorces

utilisées pour I’amplification de ces geénes sont présentées dans le (Tableau 24).
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Tableau 24 : Cibles et amorces utilisées pour les génes de clonotypage.

Amorces Séquence nucléotidique (5°-3) Taille T® Référence
Cible (bp) | d’hybridation
O
fimH-F | CACTCAGGGAACCATTCAGGCA (Weissman et al
fimH 489 54 ?
fimH-R | CTTATTGATAAACAAAAGTCAC 2012c)

FumCF TCACAGGTCGCCAGCGCTTC

fumC 469 58 (Wirth et al., 2006)

FumCR GTACGCAGCGAAAAAGATTC
recAF1 ACCTTTGTAGCTGTACCACG

L'attribution des alléles pour fimH a été réalisée a 1'aide de la base de données FimTyper, disponible sur le site du Center for Genomic Epidemiology (CGE)

(lien). Par ailleurs, la méthode de typage basée sur deux loci (fumC/fimH) a permis de déterminer le type CH.

1V.7.4.5.4- Virotypage

En se basant sur les traits de virulence, les groupes phylogénétiques et le clonotypage,
dix-sept isolats ont été¢ identifiés comme E. coli CC131. Ces isolats ont été classés selon la
méthode de virotypage développée par (Dahbi et al., 2014). Le schéma de virotypage repose
sur la PCR de dépistage de neuf geénes associés a la virulence extra-intestinale (afa draBc,
afaFM95545, iroN, sat, ibeA, papGlIl, papGlIlI, cnfl, hlyA, CDTb, neuC-K1, KpsM 1I-K2, KpsM
1I-K5). La présence ou l'absence de ces genes permet d'identifier le type de virotype de CC131,
associ¢ a l'un des douze virotypes (A, B, C1, C2, C3, D1, D2, D3, D4, D5, E, et F) (Dahbi et
al., 2014) et le tableau présente le schéma de désignation des virotypes pour E. coli CC131
(Tableau 25).

Tableau 25 : Schéma de désignation des virotypes pour E. coli CC131 (Dahbi et al., 2014).

VIROTYPES | afa/draBC | afa operon | IroN | Sat | IbeA | papG | papG | cnfl | HlyA | CdtB | neuCKI | kpsM | kpsM
FM955459 i i 1I-K2 | 1I-K5
Virotype A + + - +/- - - - - - - - + _
Virotype B - - + +/- - +/- - - - - - - +/-
Virotype C1 - - - + - - - - - - - + _
Virotype C2 - - - + - - - - - - - - T
Virotype C3 - - - + - - - - - - - - -
Virotype D1 - - +/- - + - - - - + - - +
Virotype D2 - - +/- - + - + - - + - - +
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Virotype D3 +/- +/- +- | - + - - - - - - -
Virotype D4 - - +/- - + - - - - - + -
Virotype DS - - +/- - + - + + + - - -
Virotype E - - - - - + - + + - - -
Virotype F - - - - - + - - - - - -

Les amorces utilisées pour I’amplification de ces génes sont présentées dans le (Tableau 26).

Tableau 26 : Cibles et amorces utilisées pour les génes de déterminer les virotypes d’E. coli

ST131.

73




Partie Expérimentale
Chapitre IV : Materiel et Methodes

Amorces Séquence nucléotidique (5°-3”) Taille T° Référence
Cible (bp) | @’hybridation
O
afal GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC
afa/draBC 750 64 (Le Bouguenec et
afa2 CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG al., 1992)
Afa-025F GAGTCACGGCAGTCGCGGCGG
afaFM955459 207 55 (Blanco et al.,
Afa-025R TTCACCGGCGACCAGCCATCTCC 2009)
IroN Ironec-f AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG 665 62 (J. R. Johnson et
Ironec-r GACGCCGACATTAAGACGCAG al., 2000)
Sat SatF GCAGCTACCGCAATAGGAGGT 037 60 (J. R. Johnson et
SatR CATTCAGAGTACCGGGGCCTA al., 2003)
Ibel0 f AGGCAGGTGTGCGCCGCGTAC (J. R. Johnson &
Ibed 170 58 o
IbelOr TGGTGCTCCGGCAAACCATGC Stell, 2000b)
Pap-II f GGGCATTGCTACGGTAACCTG
PapGll P 545 54-60 (Mora et al., 2013)
Pap-11 CGCTATTAATAGACAGATCACC
Pap-111 CGGCAACTTTAAGCTATGTG
PapGIII 720 60-68 (Mora et al., 2013)
Pap-III r TGTACCATCTCATCGTTGTCTC
enfl CNF1-F2 CAGGAGGTACTTAGCAGCGT
468 48-58 (Mora et al., 2013)
CNF1-RC TAATTTTGGGTTTGTATC
Hivd hly f AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT
Yy 1177 64 (Yamamoto et al.,
hly r ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA 1995)
cdt-sl GAAAGTAAATGGAATATAAATGTCCG
CdiB cdt-asl AAATCTCCTGCAATCATCCAGTTA
466 48-52 (Téth et al., 2003)
cdt-s2 GAAAATAAATGGAACACACATGTCCG
cdt-as2 AAATCACCAAGAATCATCCAGTTA
C.K1 neul AGGTGAAAAGCCTGGTAGTGTG (Moulin-
neut.- 676 54 Schouleur et al.,
neu? GGTGGTACATCCCGGGATGTC 2006)
kpslI GCGCATTTGCTGATACTGTTG
Kps-M II-K2 570 60 (J.’R. Johnson &
KpsII-K2r AGGTAGTTCAGACTCACACCT O’Bryan, 2004)
K5 f CAGTATCAGCAATCGTTCTGTA
- a (J. R. Johnson &
Kps-M IFKS kpsll ¢ CATCCAGACGATAAGCATGAGCA 159 54 Stell, 2000b)
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IV.7.4.6- Caractérisation moléculaire de K. pneumoniae hypervirulente : Génes associés a

la virulence

1V.7.4.6.1- Détection de I’hypermucoidité

Pour déterminer 1I’hypermucoidité, le test du string, réalisé sur divers milieux de culture
tels que le gélose Mueller Hinton (MH) (Oxoid), le gélose MacConkey (ML) (Oxoid), le gélose
trypticase soja (TSA) (Oxoid) et le gélose au sang, est fréquemment utilisé dans des études
récentes (Kumabe & Kenzaka, 2014; L. Li et al., 2023; Schmidt et al., 2024). Ce test a été
effectué pour tous les isolats, avec une incubation a 36 = 1°C pendant 24 heures (Neumann et
al., 2023). La positivité est confirmée lorsqu'un string mucoide de >5 mm se forme lorsque 1'on
touche la croissance bactérienne avec une Loop d'inoculation standard, comme décrit par (Fang

et al., 2004).

1.7.4.6.2- Détection des génes de virulence de K. pneumoniae hypervirulent

Une PCR a été réalisée pour détecter les facteurs de virulence spécifiques associés aux
souches hypervirulentes K. pneumoniae (hvKp), tels que le sidérophore aérobactine (iucA),
iroB, terB, peg-344, peg-589, peg-1631, et les régulateurs du phénotype mucoide A et A2
(rmpA et rmpA2) (Russo et al., 2018). Ces genes sont des marqueurs importants pour distinguer
les souches hypervirulentes, capables de provoquer des infections graves et souvent résistantes
aux traitements, notamment dans le cadre des infections urinaires. Les amorces utilisées pour

I’amplification de ces genes sont présentées dans le (Tableau 27).
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Tableau 27 : Cibles et amorces utilisées pour les geénes de hypervirulentes K.

pneumoniae.
Amorces Séquence nucléotidique (5°-3”) Taille T° Référence
Cible (bp) | d’hybridation
(W9)
F1 AATCAATGGCTATTCCCGCTG
e RI CGCTTCACTTCTTTCACTGACAGG | 239 45
F2 GCTTATTTCTCCCCAACCC 583
R2 TCAGCCCTTTAGCGACAAG
F1 ATCTCATCATCTACCCTCCGCTC 235
IroB R1 GGTTCGCCGTCGTTTTCAA 50
F2 CAAAAAAGCAGCAGAGGC 585
R2 TCACTGGCGGAATCCAACAC
F1 TATCGCTGTTGCCAGTGAC 288
TerB R1 CGGACAGCACTCTTCTCATC 52
R2 AATACCGACACGAAGAGCC 235
Fl CTTGAAACTATCCCTCCAGTC 508
peg-344 R1 CCAGCGAAAGAATAACCCC s
F2 AAAGGACAGAAAGCCAGTG 411 (Russo et al., 2018)
R2 CAATGACGAGGGGGATAATC
F1 TGAACCCCTGAAGGTCTATC 236
eg-589 R2 GTGATGAATAAACTACTGCGGC 56
F2 GGACCAGAAAACACAGGA 124
R2 AGCGGCGATTTCTTCTC
F1 GGGATTTATCAACCGCTTTG
pes- R1 TCTCCAGCATCATCGTCA 503 sg
1631 F2 TTGTGGCAGAAGACCCG
R2 TCTCCAGCATCATCGTCAG
F GAGTAGTTAATAAATCAATAGCAAT | 332
PrmpA 60
R CAGTAGGCATTGCAGCA 486
prmpA2 F GTGCAATAAGGATGTTACATTA 430 0
R GGATGCCCTCCTCCTG

*La température d’hybridation (°C) a été vérifiée et déterminée dans cette étude.

Pour la vérification de la température d’hybridation, un thermocycleur 96 puits de type Veriti a

¢été utilisé (Applied Biosystems) (Figure 13).
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Figure 13 : Thermocycleur 96 puits

I1V.7.4.7- Test de sensibilité aux antimicrobiens (AST) des souches sélectionnées

Les isolats producteurs aux BLSE sélectionnés ont été soumis a un test de sensibilité
aux antimicrobiens (AST) en utilisant la méthode de diffusion sur disque sur des plaqus de
gélose Mueller-Hinton (Figure 14). Les commette EUCAST v_14.0 Breakpoint Tables.pdf
(eucast.org) et CLSI 2024 (https:/clsi.org/ast-2024/) ont été utilisés pour interpréter la

sensibilité. Parmi les agents antimicrobiens testés, on retrouve des pénicillines (Ampicilline et
Ticarcilline), des pénicillines associées a des inhibiteurs de béta-lactamase (Amoxicilline-
Acide Clavulanique), des céphalosporines de deuxieme, troisiéme et quatrieme générations
(Céfurosime, Céfoxitine, Céfotaxime, Ceftazidime), des carbapénemes (Ertapénem), des
monobactames (Aztréonam), des fluoroquinolones (Acide Nalidixique, Ciprofloxacine), des
aminoglycosides (Amikacine, Gentamicine, Tobramycine), des tétracyclines (Doxycycline),
des glycylcyclines (Tigécycline), des acides phosphoniques (Fosfomycine), des nitrofurans
(Nitrofurantoine), des inhibiteurs de la voie des folates (Triméthoprime-Sulfaméthoxazole),

ainsi que de la colistine et du chloramphénicol.
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Figure 14 : Test de sensibilité aux antimicrobiens

1V.7.4.8- Purification les produits PCR pour séquencage

Le séquengage a été réalisé pour les génes de résistance aux B-lactamines (blacrx et blacuy)
chez les souches d’E. coli et K. pneumoniae, ainsi que pour les genes fimH et fumC chez E.

coli. Pour ce faire, nous avons suivi le protocole suivant :
a) Extraction d'ADN

Pour extraire 'ADN, nous utilisons la méthode de la cuisson en suivant les instructions
suivantes : une loupe compléte de colonies pures a été cultivée toute la nuit sur TSA, puis
suspendue dans 500ul d'eau stérile filtrée (BioReagent, Sigma). La suspension a été centrifugée
a 10 000tr/min pendant 2 minutes. Le surnageant a été récupéré, ré-centrifugé, et conservé a -

20 °C (Figurel5).
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Figure 15 : Extraction d’ADN

b) Préparation de mélange réactionnel de PCR

Pour le mélange réactionnel de PCR avec un volume final de 50pl, nous utilisons 10ul de
MyTaq Reaction Buffer 5X (Meridian Bioscience), 0,2ul de MyTaq polymérase DNA a Su/pl,
(Meridian Bioscience), 0,5-1ul d'amorces spécifiques selon le géne recherché, et complétons
avec de l'eau stérile filtrée (BioReagent, Sigma) jusqu'a atteindre 49ul. Ensuite, une quantité de

1ul d'ADN est ajoutée, pour un volume final de réaction de PCR de 50 pl.
¢) Amplification PCR de séquencage

La PCR de séquengage repose sur une amplification spécifique d'une région d'ADN cible a
l'aide d'amorces spécifiques et d'une enzyme polymérase d'ADN, réalisée dans un
Thermocycleur 2720 Applied Biosystem. Le programme de PCR consiste en une étape de Hot
PCR de 3 minutes a 94 °C pour activer l'enzyme, suivie de 35 cycles et le méme principe de
screening PCR. L'objectif est de produire une grande quantité de copies de la région cible pour

une analyse ultérieure par séquengage.
d) Détection les séquence cible

Apres l'amplification PCR, nous ajoutons 3 uL de bleu de bromophénol (Bromophenol
Blue, BPB), un colorant spécifique a la visualisation de I’ADN, dans une microplaque. Ensuite,
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nous prenons 7 uL. de PCR amplifiée et Le reste du produit de PCR est conservé a -20°C en

vue d’un _envoi ultérieur pour le séquencage, mélangeons bien, puis déposons le mélange

dans un puits du gel d'agarose, préalablement imbibé de tampon d’électrophorése TBE 0,5X.
Apres une migration a 120 V pendant 45 minutes, les bandes peuvent étre visualisées a I’aide

du systéme Bio-Rad.

Le reste du produit de PCR obtenu peut ensuite étre purifié et préparé pour le s€équencage
de Sanger au département de génétique de la Faculté des Sciences Vétérinaires de 1’Université

de Saint-Jacques-de-Compostelle, a Lugo, en Espagne.

IV.7.4.9- Séquencage par I’utilisation de Sanger

Les résultats sont envoyés sous forme d’un fichier ZIP aprés un délai de 10 a 15 jours

IV.7.4.10- Analyse bio-informatique

1V.7.4.10.1- Lecture des séquences

La lecture des séquences est effectuée a I'aide du logiciel BioEdit (Sequence Alignment
Editor) sous forme FASTA. Ensuite, nous copions la séquence et sa complémentaire dans un
document Word. Nous recherchons ensuite les amorces dans les deux séquences sous forme
FASTA (forward et reverse). Une fois identifiées, nous éliminons les extra-séquences. La
séquence complémentaire est ensuite copiée et convertie en son complément inverse a 1’aide du

site Reverse Complement, Enfin, nous alignons les clusters de la séquence forward et de la

séquence complémentaire inversée en utilisant le site Multiple Sequence Alignment -

CLUSTALW. Les résultats d’alignement sont ensuite transmis dans un document Word pour

sélectionner une séquence FASTA consensus fiable,

IV.7.4.10.2- Analyse in silico

Pour fimH, un fichier de référence contenant toutes les séquences FASTA de 3363 variantes

(19.04.2024 FimH_Database-MEGA.docx) a été téléchargé depuis GitHub (GitHub Build and

ship software on a single, collaborative platform - GitHub ). Ce fichier, ainsi que notre séquence

FASTA ont ensuite ¢ét¢ soumis a BLASTn (The Basic Local Alignment Search Tool

Nucleotide) BLAST: Basic Local Alignment Search Tool, permettant un alignement spécifique

avec les séquences de référence. Le résultat obtenu étaient satisfaisants.
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Pour fumC, l'analyse a été réalisée a l'aide du service de CHTyper 1.0 (CGE Server)

disponible sur le Center de Epidemiologie Genomique (Center for Genomic Epidemiology)

Concernant les geénes de résistance, ils ont été analysés a l'aide des outils ResFinder 4.6.0
et KmerResistance 2.2, disponible sur le Center de Epidemiologie Genomique (Center for
Genomic Epidemiology), ainsi que par BLASTn (The Basic Local Alignment Search Tool
Nucleotide) (BLAST: Basic Local Alignment Search Tool).

IV.8- Séquencage du Génome Entier (WGS) et Analyse Bioinformatique

L’isolat d’E. coli, classé comme fliCHS5-B2 et CH14-64, a été analysé plus en détail par

séquencgage du génome entier (WGS), comme décrit par (Garcia et al., 2022)

IV.8.1-Protocole de séquencage du génome entier (WGS) et d’analyse bioinformatique
d’un isolat d’E. coli (fliCHS5-B2/CH14-64)

IV.8.1.1-Extraction et quantification de I’ADN

Kit utilisé : DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Allemagne).

Méthode : Extraction réalisée conformément aux instructions du fabricant.

Quantification : Fluorimetre Qubit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Evaluation de la pureté : Spectrophotométre NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher

Scientific).

IV.8.1.2-Séquencage de ’ADN

Technologie : Illumina NovaSeq 6000 S4PE150 XP.

Préparation de la librairie : Kit [llumina DNA Prep (Illumina Cambridge Ltd.).

Fournisseur de service : Eurofins Genomics GmbH, Konstanz, Allemagne.

Type de lectures : Lectures appariées (paired-end) de 150 pb.

Controle qualité des lectures : FastQC v0.12.1.

IV.8.1.3-Assemblage et annotation du génome_(Garcia-Meniiio et al., 2019)
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o Taille estimée du génome : ~5,0 Mbp.

1V.8.1.4-Analyses bioinformatiques
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e Assemblage : Script VelvetOptimiser.pl via PLACNETw (version en ligne).

e Qutils : Plateforme du Center for Genomic Epidemiology (CGE), pathogenwatch et

ARGI

e Seuils utilisés : Identité¢ > 95 % ; couverture > 60 %.

Analyses effectuées :

Tableau 28: Outils bioinformatiques utilisés pour I’analyse in silico des souches d’E.

coli et leurs références associées.

Objectif

Outil utilisé

Lien

Recherche de genes de

résistance

ResFinder 4.6

RGI

Recherche de genes de

virulence

VirulenceFinder 2.0

Typage plasmidique

PlasmidFinder / pMLST2.1 /

2.0

Détermination du

clonotype

CHTyper 1.0

Détermination du

SeroTypeFinder 2.0.1

sérotype
Typage MLST classique MLST 2.0.9
Typage cgMLST cgMLSTFinder 1.2

Center for Genomic

Epidemiology

IV.8.1.5. Analyse phylogénétique
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e Outil utilisé : CSI Phylogeny 1.4.
o Référence utilisée : Génome LREC-269.

e Comparaison : Avec 5 isolats ST1193 précédemment décrits (Garcia-Menido et al.,

2022a).

Tableau 29: Matrice de distances SNP entre souches E. coli (Ziadi et al., 2025).

Souches LREC_265 | LREC_270 | LREC_273 | LREC_275 | LREC_468 | LREC_269
(Référence)
LREC_265 0 114 90 75 82 72
LREC_270 114 0 136 121 128 118
LREC_273 90 136 0 97 96 94
LREC_275 75 121 97 0 83 73
LREC_468 82 128 96 83 0 78
LREC_269(Réf.) 72 118 94 73 78 0

o Parameétres principaux :
o Profondeur minimale de lecture : x10
o Distance min. entre SNPs : 10 pb
o Qualité min. des SNPs : 30
o Qualité min. des alignements : 25
o Z-score minimal : 1.96
o SNPs hétérozygotes ignorés
e Bootstrap : 1000 réplicats.

e Résultat : Matrice SNP

IV.8.1.6. Recherche complémentaire
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e Base de données : EnteroBase (consultée le 20 décembre

2024).
e Critére : Schéma MLST a 7 génes (Achtman).
e But : Extraire les séquences cgMLST pour comparaison.

Tableau 30: Matrice de distances SNP entre les souches ST1193 d’E. coli (Ziadi et al., 2025)

Souches ESC RA588 | LREC_ | LREC_ | LREC_ | LREC_ | LREC_ | LREC_
TAA 265 270 273 275 468 269

(Référen
ce)

ESC _RA588 | 0 68 182 83 75 55 65

TAA

LREC 265 68 0 188 95 95 75 73

LREC 270 182 188 0 205 201 191 189

LREC 273 83 95 205 0 102 102 98

LREC 275 75 95 201 102 0 88 84

LREC 468 55 75 191 102 88 0 60

LREC 269( | 65 73 189 98 84 60 0

Réf)
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V.1- Distribution des infections urinaires selon les espéces

Au total, 301 isolats uropathogénes non dupliqués d'Entérobactéries ont été trouvées
comme agents pathogénes reponsable a des infecions urinaires. La Figure 16 ci-dessous illustre
la répartition des espéces bactériennes identifiées dans notre étude, nos résultats révélent la
prédominance de E. coli et K. pneumoniae parmi les Entérobactéries uropathogenes isolées
représentant respectivement 53 % et 23 %, suivis par E. cloacae (9 %) et P. mirabilis (5 %).

Les autres especes bactériennes identifiées représentent la proportion restante des isolats (10%).

5%

B E.coli
B K. pneumoniae
B E. cloacae

P. mirabilis

Autres espéces

Figure 16 : Distribution des infections urinaires selon les espéces.

La prédominance de E. coli et K. pneumoniae s'explique par le fait que, selon (Hyun et
al., 2019) ), ces deux especes représentent les principales causes d’IUs. Cela est attribué a leurs
facteurs de virulence qui facilitent leur adhésion a I'urothélium, tels que 1'adhésine, les pili, les
fimbriae et le récepteur du génotype du groupe sanguin P1 (Zagaglia et al., 2022; Fares et al.,
2023). Le Réseau Algérien de Surveillance de la Résistance des Bactéries aux Antibiotiques a
rapporté aussi une constatation similaire avec une prédominance de E. coli, suivie de K.
pneumoniae dans les milieux hospitaliers et communautaires (surveillance de la résistance des
bactéries aux antibiotiques, 2023, s. d.), ces résultats sont également confirmés par d'autres
¢tudes en Algérie (Aouf et al., 2018; Ait-Mimoune et al., 2022) et ailleurs (Lahdibi Sahraoui
et al., 2021).
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De plus, ces espéces ont été plus fréquemment isolées dans les infections nosocomiales
par rapport aux infections communautaires. Cela est en accord avec les résultats de plusieurs
¢tudes qui identifient E. coli et K. pneumoniae comme des sources majeures d'infections
nosocomiales (R. K. Chan et al., 1993; Mohd Asri et al., 2021). De méme, a Tébessa, (Fares
et al., 2023) ont signalé aussi que E. coli et K. pneumoniae étaient les uropathogenes les plus
prévalents associés aux infections urinaires d'origine hospitaliére au cours de la période 2018-
2021. Nos résultats confirment en outre que la prédominance de ces deux especes a persisté

dans la région durant la période 2022-2024.

Par ailleurs, E. cloacae a été identifiée comme le troisiéme agent causal le plus fréquent
des IU dans notre étude. Des recherches récentes ont souligné sa prévalence croissante dans les
UI (Fares et al., 2023; Elbehiry et al., 2024). Il est a noter que E. cloacae et K. pneumoniae
appartiennent au groupe ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp) (Miller

& Arias, 2024), un groupe dont la présence peut compliquer le traitement des infections.

V.2- Sélection des Entérobactéries productrices aux BLSE

V.2.1- Etude la résistance aux antibiotiques chez les Entérobactéries

En termes de résistance aux antibiotiques, divers agents ont été testés pour évaluer leur
efficacité contre 301 souches d'Entérobactéries uropathogenes dans la présente étude. (Figure
17) met en évidence des taux de résistance €levés pour les antibiotiques communs ;
I’ampicilline 82 %, I’amoxicilline/acide clavulanique 61 %, ainsi que pour 1’acide nalidixique,
la ciprofloxacine et le triméthoprime-sulfaméthoxazole, qui affichent tous un taux de résistance
identique de 63 %. Le taux ¢€levé de résistance a la triméthoprime-sulfaméthoxazole peut
s’expliquer par son utilisation en prophylaxie ainsi que par son usage répandu dans le traitement

des infections urinaires simples (Hussaini et al., 2024).

De plus, une résistance significative a été observée vis-a-vis des céphalosporines,
notamment la céfazoline a 58 %, la cefotaxime a 56 % et la ceftazidime a 41 %. Une résistance
modérée a également été relevée pour les aminosides tels que la tobramycine et la gentamicine,
comme le confirment (Fares et al., 2023). Cette résistance est principalement attribuée a
I’usage inappropri€ et excessif des antibiotiques (S. K. Ahmed et al., 2024), ce qui explique
les taux élevés de résistance parmi les entérobactéries productrices de BLSE, en particulier aux

pénicillines et aux céphalosporines de troisieme génération (Tamma et al., 2024).
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Figure 17 : Profil de résistance aux antimicrobiens des isolats d'Entérobactéries provenant de

patients atteints d'infections urinaires (IUs) (n = 301) évalué par le systeme Vitek 2.

Antibiotiques testés : Ampicilline (AMP), Amoxicilline/acide clavulanique (AMC), Pipéracilline-tazobactam (PIP-TAZ), Céfazoline (CFZ),
Cefoxitine (FOX), Cefotaxime (CTX), Ceftazidime (CAZ), Ertapénéme (ETP), Imipénéme (IPM), Acide nalidixique (NA), Ciprofloxacine
(CIP), Gentamicine (GEN), Tobramycine (TOB), Amikacine (AMK), Nitrofurantoine (NIT), Fosfomycine (FOS), Triméthoprime-
sulfaméthoxazole (TMP-SMX), Chloramphénicol (CHL).

A Tinverse, certains antibiotiques ont montré des taux de sensibilité plus élevés. En
particulier, I’imipénéme 92 %, 1’amikacine 99 %, l’ertapénéme 89 %, la pipéracilline-
tazobactam 86 % et le chloramphénicol 79 % se distinguent par leur efficacité accrue.
Notamment, I’imipéneéme et I’amikacine affichent des taux de résistance extrémement faibles,

respectivement de 4 % et 1 %. comme le confirment (Fares et al., 2023)

V.2.2- Détection des E-BLSE/AmpC associées aux infections urinaires

Dans la présente étude, 54 % (164/301) des isolats ont été identifiés comme des E- BLSE et/ou

d'E-AmpC sur la base des résultats du systéme Vitek 2.
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Figure 18 : Distribution des E-BLSE/AmpC associées aux IUs.

La Figure 18 illustre la distribution des BLSE-E, AmpC-E et des souches non
productrices dBLSE/AmpC associées aux infections urinaires. Plus précisément, 48,50 % des
isolats étaient des BLSE-E, tandis que 5.98 % étaient des AmpC-E. Les isolats restants 45.51%
correspondaient a des souches non productrices ’ESBL/AmpC-E (Figure 18). Cette forte
prévalence des BLSE-E dans notre étude est en accord avec d'autres études (Zenati et al.,
2019b; Benyagoub et al., 2021; Fares et al., 2023). En revanche, (Nabti, Sahli, Radji, et al.,
2019) ont rapporté une faible prévalence des phénotypes BLSE/AmpC chez E. coli
uropathogéne. D'autres études en Egypte ont également confirmé la faible prévalence des

AmpC-E associées aux infections humaines (Desta et al., 2016; Mohamed et al., 2020).

V.3-Detection des MDR chez les Entérobactéries
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Figure 19 : Distribution des espéces multirésistantes associées aux IUs.

Comme le montre la figure au-dessus (Figure 19), un total de 243 isolats sur 301 (80,73
%) a été identifiés comme étant MDR. E. coli était 1'espece la plus répandue (51.02%), suivie
de K. pneumoniae (25.10%), E. cloacae (10.29%), P. mirabilis (4.94%). 1l est important de
noter que E. coli, K. pneumoniae et E. cloacae font partie du groupe de pathogénes ESKAPE,
connu pour sa résistance a de multiples classes d'antibiotiques (Elbehiry et al., 2024). Ces
pathogénes critiques nécessitent des interventions thérapeutiques urgentes, car le groupe
ESKAPE continue de poser d'importants défis malgré les avancées en mati¢re de traitements,

notamment dans les infections urinaires (Elbehiry et al., 2024; Miller & Arias, 2024).

V.4-Facteurs de risque liés a la production de BLSE

L’étude des facteurs de risque pouvant étre liés a la production de BLSE est rapportée dans le
tableau 31 :
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Tableau 31. Facteurs de risque liés a la production de BLSE.

Facteurs de risque Total BLSE/AmpC- Non- COR p-
(n= EMm=164) BLSE/AmpC-  (IC95% : value
301) (%) E (n=137) inférieur-
(%) (%) supérieur)
Sexe
Féminin 191 103 (64,02) 88 (64,23) 0,95 (0,47 - 0,278
(63,45) 0,61)
Masculin 110 61 (37,19) 49 (35,77) 1,05 (0,46 - 0,252
(36,54) 0,64)
Age (ans)
1 mois — 20 31 14 (8,54) 17 (12,41) 0,72 (0,32 - 0,857
(10,3) 0,65)
21-40 108 59 (32,92) 49 (35,77) 1,01 (0,45- 0,336
(35,88) 0,64)
41 - 60 74 43 (26,22) 31(22,63) 1,21 (0,47 - 0,163
(24,58) 0,69)
>61 88 48 (29,27) 40 (29,2) 1,00 (0,4 - 1
(29,24) 0,6)
Etablissements de santé
EPH — Bekaria 151 100 (60,97) 51(37,23) 3,48 (0,58 - 6,67
(50,16) 0,73) x10°
EPH-Maternité — 44 25 (15,24) 19 (13,87) 1,56 (0,42 -  0,3657
Tébessa (14,61) 0,7)
Laboratoire 106 39 (23,78) 67 (48,91) 0,38 (0,28 - 0,006
d’analyses (35,88) 0,46)
médicales
Origine de I'infection
Infection 195 125 (76,22) 70 (51,09) 3,46 (0,57 - 8,19 %
nosocomiale (64,78) 0,7) 103
Infection 106 39 (23,78) 67 (48,91) 0,38 (0,28 - 0,006
commRRunautaire  (35,22) 0,46)

Notre étude a inclus 301 patients, 63,45 % (191/301) étaient des femmes et 36,54 %

(110/301) étaient des hommes (Tableau 31), avec un dge moyen de 50,9 ans et 43,80 ans,

respectivement. La répartition selon le genre et 1’analyse statistique ont montré que les

entérobactéries uropathogéne (quellque soit productrices BLSE/AmpC ou non) sont plus

fréquemment isolées chez les femmes et sont étaient plus sujettes aux U que les hommes. Ces

résultats suggerent un risque significativement plus €élevé pour les femmes d’étre affectées par

des E-BLSE/AmpC associées aux IUs par rapport aux hommes. (Foxman, 2003) a signalé que

presque toutes les femmes peuvent avoir au moins un épisode d'IUs au cours de leur vie, ce qui

peut s'expliquer par des facteurs anatomiques et physiologiques de 1’appareil urinaire féminin

ainsi que par divers facteurs de risque tels que la proximité de ’urétre avec I’anus et la grossesse
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Afrique du Nord (Guermazi-Toumi et al., 2018; Benaissa et al., 2021). Cette tendance a été
observée aussi bien pour les infections acquises a 1’hopital que pour celles acquises en

communaute.

Cependant, L’analyse par tranche d’age a indiqué que les individus agés de 21 a 40 uivis
des patients agés des plus de 60 ans ans étaient les plus affectés par [Us, montrant la prévalence
la plus ¢€levée d’isolats (producteurs de BLSE/AmpC ou non), tandis que les cas restants
concernaient les patients agés de 1 mois a 20 ans (Tableau 31). Ces résultats sont en accord
avec des études récentes montrant que les IUs peuvent toucher toutes les tranches d’age
(Alhazmi et al., 2023) et la prévalence des IUs chez les personnes agées pourrait étre attribuée

a une immunodéficience accrue (H. Ahmed et al., 2023).

Par ailleurs, L'analyse de la distribution clinique a révélé que les infections acquises a
I’hopital étaient plus fréquemment associées aux bactéries productrices de BLSE-E et les
infections acquises en communauté (Tableau 31). Ces résultats peuvent s'expliquer par le lien
bien établi entre les infections nosocomiales et les BLSE-E (Khan et al., 2017; Abay et al.,
2025). Il est important de noter aussi que la résistance aux céphalosporines a augmenté dans les
milieux hospitaliers comme communautaires, en raison de 1’acquisition et de la dissémination
horizontale des genes codant les BLSE (Raphael et al., 2021) , ce qui corrobore nos résultats.
Les entérobactéries productrices de BLSE et/ou d’AmpC ont été identifiées dans trois
¢tablissements de santé, avec une prévalence plus €levée observée a I’hopital EPH Bekaria. De
manicre similaire, (Fares et al., 2023) ont rapporté la méme observation. En revanche, le
Réseau algérien de surveillance de la résistance des bactéries aux antibiotiques (surveillance
de la résistance des bactéries aux antibiotiques, 2023, s. d.) a rapporté que la prévalence des
BLSE-E associées aux [U était plus €élevée chez les patients de la la communité que les patients
hospitalisés. Le EPH Bouguerra Boularres-Bekaria a été identifié comme 1’établissement de
santé présentant la prévalence la plus élevée de BLSE-E Cette observation est cohérente avec
les résultats de (Fares et al., 2023), qui ont également signalé une tendance similaire (Tableau

31).

V.5- Distribution les espéces selon la production de BLSE/AmpC

Les résultats présentés dans la Figure 20 soulignent une prévalence élevée d’E. coli et de
K. pneumoniae dans les infections urinaires, représentant respectivement 50,38 % et 24,03 %

des isolats. Cette dominance confirme leur role majeur dans les infections urinaires. Nos
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résultats mettent en évidence la prédominance de E. coli et K. pneumoniae parmi les isolats
BLSE/AmpC-E. Une étude récente menée par (Alkan et al., 2024) a rapporté¢ que ces deux
especes restent les principales causes des [Us, en raison de leurs facteurs de virulence facilitant
I'adhésion a l'urothélium, tels que les adhésines, les pili, les fimbriae et le récepteur du groupe
sanguin P1(Zagaglia et al., 2022; Fares et al., 2023). Le Réseau Algérien de Surveillance de
la Résistance des Bactéries aux Antibiotiques a signalé des résultats similaires, indiquant E. coli
comme l'espece la plus fréquente, suivie de K. pneumoniae, dans les milieux hospitaliers et
ambulatoires (surveillance de la résistance des bactéries aux antibiotiques, 2023, s. d.). Cette
tendance est cohérente avec d'autres études menées en Algérie (Aouf et al., 2018; Ait-
Mimoune et al., 2022) et ailleurs (Lahdibi Sahraoui et al., 2021). De plus, ces especes ont été
plus fréquemment isolées dans les infections nosocomiales que dans les infections
communautaires, ce qui corrobore les études antérieures identifiant E. coli et K. pneumoniae
comme des agents majeurs des infections nosocomiales (R. K. Chan et al., 1993; Mohd Asri

et al., 2021).

Others Species _

P. mirabilis .

K. pneumoniae .

E.coli —

0.00%  20.00% 40.00% 60.00% 80.00% 100.00% 120.00% 140.00%

non ESBL-E ESBL-E ®AmpC-E

Figure 20 : Distribution les especes selon la production de BLSE/AmpC.

De méme, a Tébessa, (Fares et al., 2023) ont signalé que ces deux especes étaient les
uropathogénes les plus prévalents dans les IUs d'origine hospitalieére entre 2018 et 2021. Nos
résultats confirment que leur domination a persisté dans la région entre 2022 et 2024. En outre,
E. cloacae a été identifiée comme le troisieme agent causal d'IUs le plus fréquent dans notre
¢tude (12,4 %,), avec une prévalence de 9,30 %. Des recherches récentes ont souligné son
incidence croissante dans les IUs (Fares et al., 2023; Elbehiry et al., 2024). Notamment, E.
cloacae appartient au groupe des pathogenes ESKAPE (Miller & Arias, 2024), qui représente
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un défi majeur dans le traitement des infections en raison de sa résistance aux antibiotiques.
Par ailleurs, I’analyse de la répartition des isolats BLSE-E et non-BLSE-E révéele une
prédominance marquée chez BLSE-E, la forte proportion de BLSE-E témoigne de la pression
sélective exercée par 1’usage intensif des antibiotiques (Fares et al., 2023), compromettant
I’efficacité des céphalosporines de troisiéme génération et nécessitant une réévaluation des
stratégies thérapeutiques. Ces résultats soulignent I’urgence d’une surveillance accrue de la
résistance aux antibiotiques et d’une gestion plus rationnelle des traitements pour limiter la

propagation des bactéries résistantes.

V.6- Etude la résistance aux antibiotiques chez BLSE/AmpC-E et productrices de
carbapénémases.

V.6.1- Profil de résistance aux antibiotiques des souches BLSE/AmpC-E et productrices
de carbapénémases.

Les tests de sensibilité aux antibiotiques ont révélé des niveaux élevés de résistance aux
B-lactamines, fluoroquinolones, aminosides et autres classes d’antibiotiques chez les souches
BLSE/AmpC-E et productrices de carbapénémases (Tableau 32). Les profils de résistance
parmi les BLSE-E ont révélé une résistance universelle a la cefotaxime, ainsi qu’une forte
résistance a la céfazoline et a la ceftazidime, en accord avec d'autres études (Zenati et al., 2019b;

Fares et al., 2023).

Concernant les aminosides, La résistance a la gentamicine variait considérablement
selon les especes, atteignant 28,6 % chez K. pneumoniae et 42,9 % chez E. cloacae. En
revanche, I’amikacine restait trés efficace, avec une sensibilité >96 % dans toutes les especes,
en accord avec les résultats rapportés par (Fares et al., 2023). Les aminoglycosides présentent
une efficacité variable, avec une résistance ¢élevée a la gentamicine chez E. aerogenes (80 %)
et E. cloacae (81 %), tandis que 1’amikacine reste une option thérapeutique importante contre

les souches multirésistantes.
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Antibiotiques E. coli K. pneumoniae E. cloacae P. mirabilis E. cloacae E. aerogenes R. terrigena M. morganii C. freundii
(n=86) (n=35) (n=21) (n=8) Complexe (n=5) (n=1) (n=1) (n=1)
(n=6)
Ampicilline 85(98,8) 33(94,3) 21 (100) 8 (100) 6 (100) 4 (80) 1 (100) 1 (100) 1 (100)
Amoxicilline/aci 65 (75,6) 22 (62,9) 18 (85,7) 6 (75) 5(83,3) 4 (80) 1 (100) 1 (100) 1 (100)
de clavulanique
Pipéracilline- 11(12,8) 8(22,9) 3 (14,3) 1(12,5) 2 (33,3) 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0)
tazobactam
Céfazoline 79 (91,9) 33 (94,3) 21 (100) 8 (100) 5(83,3) 5 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100)
Céfoxitine 20 (23,3) 11314 14 (66,7) 4 (50) 2 (33,3) 5 (100) 0(0) 0(0) 1 (100)
Cefotaxime 86 (100)  35(100) 21 (100) 8 (100) 6 (100) 5 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100)
Ceftazidime 65(75,6) 27(77,1) 15(71,4) 1(12,5) 5(83,3) 3 (60) 0(0) 1 (100) 1 (100)
Ertapénéme 7 (8,1) 11 (31,4) 8 (38,1) 1(12,5) 1(16,7) 3 (60) 0(0) 0(0) 0(0)
Imipénéme 1(1,2) 5(14,3) 4 (19) 0(0) 1(16,7) 2 (40) 0(0) 0(0) 0 (0)
Acide 54(62,8) 20(57,1) 16 (76,2) 6 (75) 4 (66,7) 3 (60) 0(0) 1 (100) 1 (100)
nalidixique
Ciprofloxacine 65 (75,6) 31 (88,6) 16 (76,2) 6 (75 5(83,3) 5(100) 0(0) 0(0) 1 (100)
Gentamicine 33(38,4) 10(28,6) 9 (42,9) 1(12,5) 1(16,7) 4 (80) 1 (100) 1 (100) 1 (100)
Tobramycine 57 (66,3) 17 (48,6) 17 (81) 3(37,5) 5(83,3) 3 (60) 1 (100) 1 (100) 1 (100)
Amikacine 3.5 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 00 0 (0)
Nitrofurantoine 10 (11,6) 10 (28,6) 11(52,4) 2 (25) 2 (33,3) 0(0) 0(0) 0 (0) 0(0)
Fosfomycine 5(5,8) 30 (85,7) 1(4,8) 1(12,5) 2 (33,3) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Triméthoprime- 65 (75,6) 27 (77,1) 19 (90,5) 6 (75) 4 (66,7) 4 (80) 1 (100) 1 (100) 1 (100)
Sulfaméthoxazol
e
Chloramphénico 20 (23,3) 8(22,9) 10 (47,6) 1(12,5) 2 (33,3) 4 (80) 0(0) 0(0) 1 (100)

1
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La résistance au triméthoprime-sulfaméthoxazole était élevée, notamment chez K.
pneumoniae (77,1 %) et E. coli (75,6 %), des résultats concordants avec ceux rapportés par
(Bougouizi et al., 2025). De plus, la forte résistance au triméthoprime-sulfaméthoxazole
observée dans notre étude est un phénomene fréquent en Afrique, ou cet antibiotique est souvent
utilisé comme prophylaxie chez les patients infectés par le VIH et est facilement accessible sans

prescription médicale (Eliopoulos & Huovinen, 2001).

Ces observations peut étre attribuées a la disponibilité facile et a 1’'usage généralisé et
non contr6lé de ces antibiotiques dans ces pays, comme c’est le cas en Algérie (Nabti et al.,

2019; Zenati et al., 2019b; Fares et al., 2023; Bougouizi et al., 2025).

Malgré ces taux alarmants de résistance, certains antibiotiques ont montré une efficacité
prometteuse. L’amikacine (99 %), ainsi que les carbapénémes tels que 1’imipénéme (92 %),
I’ertapéneme (89 %), la pipéracilline-tazobactam (86 %) et le chloramphénicol (79 %), ont
affiché des taux ¢élevés de sensibilité. Notamment, la fosfomycine s’est révélée efficace contre
les entérobactéries, avec un taux global de sensibilité¢ de 73,09 %. Toutefois, une résistance a la
fosfomycine a été observée dans 21 % des isolats d’entérobactéries, avec une prévalence
particuliérement élevée chez K. pneumoniae. Parmi les souches résistantes, 54 isolats de K.
pneumoniae représentaient 17,79 % de I’ensemble des entérobactéries résistantes a la
fosfomycine. Cette résistance est liée a des mécanismes intrinseques et acquis, notamment
I’acquisition du gene fosA, situé sur le chromosome de K. pneumoniae, codant une enzyme de
type glutathion S-transférase qui inactive la fosfomycine en catalysant 1’addition de glutathion
a la molécule, la rendant ainsi inefficace. Ce mécanisme réduit considérablement 1’utilité de la
fosfomycine (dans le traitement des infections a K. pneumoniae, en particulier dans les souches
multirésistantes(Abbott et al., 2022). A I’inverse, (Bitsori & Galanakis, 2019) ont suggéré
que la fosfomycine constitue un antibiotique prometteur pour le traitement des infections
urinaires a entérobactéries, a 1’exception de K. pneumoniae. Concernant I’amikacine et
I’imipéneéme, d’autres travaux (Cho et al., 2015; Fares et al., 2023; Tanaka et al., 2025;
Bougouizi et al., 2025) trouvent également des résultats concordants avec nous. Néanmoins,
I’utilisation de I’amikacine demeure limitée en raison de sa néphrotoxicité potentielle (K. Chan
et al., 2020). Compte tenu de ces risques, (Moja et al., 2024), ont préféré 1’amikacine a la
gentamicine dans les cas graves, en raison de son meilleur profil de résistance, de son efficacité
contre les BLSE, et de son role comme alternative aux carbapénémes dans les contextes a forte

prévalence de BLSE.
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Par ailleurs, la faible utilisation des carbapénémes observée dans notre étude (10,3 %)
concorde avec les données du rapport de la Surveillance de la résistance des bactéries aux
antibiotiques (2023) (surveillance de la résistance des bactéries aux antibiotiques, 2023, s. d.),
qui souligne une faible prévalence en milieu communautaire comparativement a I’hopital. Ces
résultats sont également en accord avec d’autres études algériennes (Nabti, Sahli, Radji, et al.,
2019; Zenati et al., 2019b; Touati & Mairi, 2020b; Fares et al., 2023). Dans une revue
systématique portant sur les entérobactéries résistantes aux carbapénemes en Algérie, trois
¢tudes ont rapporté des décés liés a des infections causées par K. pneumoniae productrices de
carbapénémases (CRE) (Touati & Mairi, 2020b), soulignant que 1’augmentation de la
résistance aux carbapénémes pourrait conduire a des échecs thérapeutiques. Grace au systéme
Vitek 2, nous avons détecté phénotypiquement la co-production d’ AmpC et de carbapénémases
chez les entérobactéries, un résultat corroboré par des études égyptiennes (Desta et al., 2016;
Mohamed et al., 2020). Notamment chez Enterobacter cloacae. Selon nos résultats, la majorité

des producteurs d’ AmpC étaient des E. cloacae.

Des recherches récentes sur les profils de résistance des CRE suggérent que la
fosfomycine et I’amikacine pourraient étre envisagées comme options thérapeutiques contre les
infections causées par ces bactéries. Toutefois, leur usage doit étre strictement surveillé pour
éviter une toxicité excessive et prévenir I’émergence de nouvelles résistances (Hussaini et al.,

2024). Ces conclusions confirment nos résultats.
V.6.2- Détection des souches /MDR/XDR chez les BLSE-E/AmpC-E

Le tableau ci-dessous présente la répartition des souches bactériennes en fonction de
leur résistance aux antibiotiques (Tableau 33). Toutes les souches analysées montrent un
phénotype MDR, c'est-a-dire une résistance a au moins trois classes d'antibiotiques
(Magiorakos et al., 2012). Le taux ¢levé de multirésistance observé parmi les souches d'E. coli
est alarmant et souligne la nécessité d’une utilisation prudente des antibiotiques afin de limiter
I’émergence et la propagation des souches résistantes en milieu hospitalier et communautaire

(Walker et al., 2016; S. K. Ahmed et al., 2024).
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Tableau 33 : Répartition des Entérobactéries et leur profil de résistance.

Espéces (n=164) MDR (100%) XDR (7.93%)

E. coli 100% 1 (7.96%)
K. pneumoniae 100% 6 (46.15%)
E. cloacae 100% 5 (38.46%)
P. mirabilis 100% -
E. cloacae complex 100% 1 (7.96%)
E. aerogenes 100% -
R. terrigena 100% -
M. morganii 100% -
C. freundii 100% -

Cependant, un sous-groupe plus restreint d'entre elles présente un profil XDR
(Extensively Drug Resistant) avec 7,93 % (13/164), indiquant une résistance a toutes les classes
d'antibiotiques sauf une ou deux. Parmi ces souches XDR, K. pneumoniae est la plus concernée
avec 46,15 % des isolats, E. cloacae suit avec 38,46 % des souches classées XDR et E. coli et
E. cloacae complex montrent chacun une proportion moindre (7,96 %) (Tableau 33).
L'apparition de souches uropathogeénes XDR a été corroborée par d'autres ¢tudes (Kaza et al.,

2024; Shaker et al., 2024).

V.6.3- Calcul de l'indice de résistance aux antibiotiques multiples (MAR)

Tableau 34 : distribution des especes selon I'indice de résistance aux antibiotiques multiples.

Species Average of MAR Index
E coli 0.54
K. pneumouniae 0.47
E. cloacae 0.59
P. mirabilis 0.44
E.cloacae complex 0.51
E.aerogene 0.6
R. terrigena 0.39
M. morganii 0.5
C. freundii 0.67

Toutes les souches BLSE/AmpC-E présentaient un indice MAR supérieur a 0,2 (Tableau
34). L’indice MAR est un outil précieux, peu colteux et facile a réaliser, ne nécessitant pas une
expertise approfondie. Il permet d’évaluer I’impact de ’utilisation des antibiotiques sur les

populations bactériennes et d’identifier les isolats provenant de sources a haut risque dans des
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environnements résistants aux antibiotiques (MAR > 0,2) (M. Shakir et al., 2021; Mir et al.,
2022; Woh et al., 2023).

Les récentes études sur I’indice MAR chez les Entérobactéries uropathogenes fournissent
des comparaisons intéressantes. En Arabie Saoudite, (Elbehiry et al., 2024) ont rapporté que
les souches d’E. cloacae productrices d’BLSE avaient un indice MAR moyen de 0,37, inférieur
aux résultats de notre étude (Tableau 34 ). Au Nigeria, les isolats d’E. coli présentaient un
indice MAR variant de 0,375 a 1,0, avec certains isolats dépassant 0,3 (Okafor & Nweze,
2020). De plus, une autre étude menée au Nigeria a révélé que 80,56 % des isolats de K.
pneumoniae avaient un indice MAR > 0,2 (Ashefo et al., 2023) , un résultat trés proche de celui

de notre étude (79,57 %), ou les indices MAR variaient entre 0,1 et 0,8 (Tableau 34).

V.6.4- Résistance aux Ciprofloxacin (FQR)
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Figure 21 : Distribution de BLSE-E/AmpC-E selon la résistance aux FQR.

Comme I’illustre la Figure 21, E. coli (50.38%) et K. pneumoniae (24.03%) affichent
les taux les plus élevés de FQR, suivis par E. cloacae (12.4%a. La forte prévalence de la FQR
parmi ces especes représente un défi supplémentaire pour les stratégies thérapeutiques.Ces taux
de résistance ¢€levés aux fluoroquinolones concordent avec les données rapportées par des
¢tudes en Algérie (Zenati et al., 2019b; Fares et al., 2023; Bougouizi et al., 2025) et ainsi que
dans d'autres pays (Garcia-Meniiio et al., 2024; Tanaka et al., 2025). Cette situation est
exacerbée par 1’usage abusif des FQs, favorisant la dissémination des génes de résistance via le

transfert horizontal (Raphael et al., 2021).
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D’autant plus que, depuis 2016, la FDA a mis en garde contre les risques associés aux
fluoroquinolones. Ces antibiotiques sont liés a des effets indésirables graves et potentiellement
permanents, affectant divers systémes, notamment les tendons, les muscles et le systeme
nerveux central. Face a I’émergence croissante de résistances et a la disponibilité d’alternatives
pour le traitement des infections urinaires, le Comité d’Experts recommande d’exclure les
fluoroquinolones des protocoles thérapeutiques standards et de les réserver uniquement aux
infections graves lorsque les autres options sont limitées (FDA, 2018; Moja et al., 2024). Sur
le plan génétique, la résistance aux fluoroquinolones est principalement attribuée a des
mutations dans les génes gyr4 (ex. : GyrA-S83L et GyrA-DS87N) et parC (ex. : ParC-S80I), qui
affectent la gyrase ADN et la topoisomérase IV, deux cibles essentielles des fluoroquinolones.
En outre, ’acquisition de génes de résistance plasmidique aux quinolones (PMQR), comme
gnr, situés sur des ¢léments génétiques mobiles, joue un role déterminant dans la dissémination
de cette résistance (Poirel et al., 2005). Ces résultats soulignent I'urgence d’une surveillance
accrue de la résistance aux antibiotiques et d’une gestion plus rationnelle des traitements afin
de limiter la propagation des bactéries résistantes et préserver |’efficacité des options

thérapeutiques disponibles.

V.7- Analyse Moléculaire d’E. coli et K. Pneumoniae

V.7.1- Analyse Moléculaire d’E. coli

50 isolats représentatifs d’E. coli ont été collectés et analysés pour leurs profils de
résistance, la présence des génes BLSE/AmpC et mcr, les facteurs de virulence, les

phylogroupes et les clonotypes, apres un dépistage PCR positif pour UidA.
V.7.1.1- Confirmation I’identification d’E.coli

Toutes les souches ont été confirmées comme E. coli par PCR ciblant le gene uidA (Figure 22)

100



Partie Expérimentale
Chapitre V : Résultats et discussion

T — — L — S ) —" W s

Figure 22 : résultats du PCR ciblant le géne uidA.

V.7.1.2- Distribution des uropathogénes E. coli sélectionnées en fonction de la

fermentation de Lactose

Comme le montre la Figure 23 au-dessous, 92 % des souches uropathogenes isolées
sont lactose-fermentantes, contre 8 % qui sont NLF. Bien que E. coli soit classiquement une
bactérie lactose-fermentante, certaines souches identifiées dans cette étude étaient NLF, ce qui
souligne I’existence de variants métaboliques atypiques. Ce résultat indique que la fermentation
du lactose, bien qu’utile pour une orientation préliminaire de 1’identification bactérienne, peut
parfois étre trompeuse, notamment dans le cas de certains clones émergents comme E. coli
ST1193, ST131, connus pour présenter un phénotype non classique, incluant 1’absence de
fermentation du lactose (Garcia-Meniiio et al., 2022b, 2024). Ce type est moins fréquent, et la
majorité des infections urinaires sont causées par des souches lactose-fermentantes (Yaratha

et al., 2017; Mazumder et al., 2022).
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Figure 23 : Répartition des souches uropathogeénes selon leur capacité a fermenter le lactose.

Les souches pathogénes de E. coli appartiennent a la fois aux types lactose-fermentants
et NLF. L'identification rapide des agents pathogeénes bactériens dans les laboratoires de
microbiologie est essentielle pour commencer un traitement efficace des infections. Le
dépistage des bactéries gram-négatives a partir d'échantillons d'urine et de selles est
couramment effectué sur de l'agar MacConkey, et les variants NLF de E. coli, qui apparaissent
transparents et incolores, sont souvent négligés lors du processus de dépistage, car ces souches
atypiques regoivent peu d'attention. Bien que les rapports sur de tels isolats soient limités a
I'échelle mondiale, quelques études ont fait état de l'occurrence et de la caractérisation des
souches NLF de E. coli provenant d'échantillons cliniques. Cependant, aucune recherche

spécifique n'a encore été réalisée en Algérie sur ce phénotype (Mazumder et al., 2022).
V.7.1.3- Facteurs de risques liés aux E coli sélectionnées

Tableau 35 : Facteurs de risques liés aux E coli.

Facteurs de risque Les souches sélectionnées (%)
Sexe
Féminin 35 (70%)
Masculin 15 (30%)
Etablissements de santé
EPH — Bekaria 23 (46%)
EPH-Maternité — Tébessa 16 (32%)

Laboratoire d’analyses médicales 11 (22%)
Origine de I'infection

Infection nosocomiale 39 (78%)
Infection communautaire 11 (22%)
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Comme expliqué précédemment, la majorit¢ des Uls dans cette étude concerne des
femme (Tableau 35), puisque les infections urinaires sont plus fréquentes chez les femmes en
raison de leur anatomie (urétre plus court) (Foxman, 2003). L'EPH-Bekaria présente le plus
grand nombre de souches isolées, représentant prés de la moitié des cas (46%) (Tableau 35).
Ce chiffre suggere une forte concentration d'infections urinaires dans cet établissement, ce qui
pourrait étre dii a un grand nombre de patients hospitalisés (Fares et al 2023). Le deuxieme
¢tablissement, 1'EPH-Maternité-Tébessa, pourrait également expliquer une prévalence plus

¢élevée chez les femmes, notamment en raison des infections post-partum.

La grande majorité des infections urinaires (78%) sont des infections hospitalieres
(Tableau35), ce qui refléte un risque ¢€levé d'infection dans les établissements de santé,
notamment chez les patients hospitalisés. Cela peut étre di a des facteurs tels que I'utilisation
d'instruments médicaux (sondes urinaires) ou l'antibiothérapie prolongée. Seuls 22% des cas
sont des infections communautaires (Tableau 35), ce qui montre que les infections urinaires

dans cette étude proviennent principalement du milieu hospitalier.
V.7.1.4- Détection moléculaire des génes de beta-lactamases

Des études montrent que les souches produisant blaCTX-M sont fréquemment multi-
résistantes (Peirano et al., 2014), ce qui est cohérent avec nos résultats. L'analyse moléculaire
des génes de résistance qui est présenté au-dessous (Figure24), révélant que le géne blaCTX-
M-15 était le type de BLSE le plus répandu dans cette collection (35/50, 70%), La présence
d'isolats producteurs blaCTX-M-15, représente une menace sanitaire majeure dans les pays
méditerranéens, comme 1’ Algérie (Ramdani-Bouguessa et al., 2006; Baba Ahmed-Kazi Tani et
al., 2013; Ayad et al., 2016b; Nabti, Sahli, Radji, et al., 2019; Zenati et al., 2019c; Bougouizi
et al., 2025), la Tunisie (Dahmen et al., 2010; Mnif et al., 2013; Charfi et al., 2017), la Libye
(Mathlouthi et al., 2016a), I’Egypte (Ramadan et al., 2019), et I’Espagne (Garcia-Meniiio
et al., 2024). Ce gene a également ¢té observé en France (Nicolas-Chanoine et al., 2007;
Flament-Simon et al., 2020), ainsi que dans d’autres pays comme 1’Iran (Seki et al., 2013), le
Nigeria (Ogbolu et al., 2018), I’Ethiopie (Zeynudin et al., 2018) et le Bangladesh (Mazumder
et al., 2020).
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Figure 24 : Distribution des génes de résistance.

Fait intéressant, les isolats portant blaCTX-M-27, blaCTX-M-1 et les P-lactamases
AmpC ont été exclusivement retrouvés chez des patientes hospitalisées, tandis que blaCTX-M-
15 a été identifié chez tous les patients ambulatoires et chez 84,3 % des patients hospitalisés,

affectant a la fois les hommes et les femmes.

Outre blaCTX-M-15, nous avons observé un faible taux d’isolats produisant blaCTX-M-
1, en accord avec d’autres études en Algérie (Zenati et al., 2019¢) et en Egypte (Ramadan et
al., 2019; Mohamed et al., 2020).

v" Premiére détection de variant blaCTX-M-27 en association avec blaOXA48

-chez E.coli

N

Dans notre étude, deux isolats blaCTX-M-27-produisant E. coli ont été identifiés. A
notre connaissance, ce variant n’avait pas encore ét¢ signalé en Algérie. Cependant, une étude
tunisienne a rapporté sa présence en association avec blaCTX-M-15 dans des souches
uropathogenes de E. coli CC131 (Mhaya et al., 2019). Ce géne a également été détecté en
Espagne (Garcia-Menifio et al., 2024), en France (Flament-Simon et al., 2020) et en
Thailande (Ullah et al., 2023). Ces deux isolats coexprimaient également blaOXA4-48 (Tableau
26), le blaCTX-M-27 estun BLSE appartenant au groupe CTX-M-9. Elle confeére une résistance
marquée aux céphalosporines de 3e génération, et le blaOXA-48 est une carbapénemase,

enzyme capable d’hydrolyser les carbapénemes , souvent considérés comme des antibiotiques
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de dernier recours (Nordmann, 2010). Cette co-expression peut complique fortement le

traitement des [Us.

En Algérie, la premiére détection de E. coli producteur de blaCTX-M-15 et blaOXA-48
dans des IUs a été rapportée par (Nabti, Sahli, Radji, et al., 2019) chez des patients hospitalisés.
Le géne blaOXA-48 est largement impliqué dans des épidémies nosocomiales a travers le
monde, en particulier dans le bassin méditerranéen. L'Italie présente l'incidence la plus €levée
et est considérée comme 1’épicentre de la diffusion de cette enzyme dans la région (Aschbacher

et al., 2013). Ce géne a également été détecté en Espagne (Rivera-Izquierdo et al., 2021), en

2023). Ces deux derniers pays sont considérés comme des réservoirs majeurs d’Entérobactéries
productrices d’blaOXA-48 (Poirel et al., 2012). En Algérie, la premiére détection de blaOXA-
48 chez E. coli a été signalée dans une infection chirurgicale chez un patient hospitalisé dans le
nord-est du pays (Agabou et al., 2014b). Une revue systématique sur les Entérobactéries
productrices de carbapénémases en Algérie a rapporté que la prévalence des E. coli productrices
de carbapénémases était de 23,6 %, avec blaOXA-48 comme enzyme la plus fréquemment
retrouvée (Touati & Mairi, 2020b). La présence de ce gene dans certains isolats suggere un

risque accru de propagation de la résistance, rendant les options thérapeutiques plus complexes.

6%

94%

HblaOXA48 mnon-blaOXA48

Figure 25: Distribution des souches selon la production de blaOXA-48.

Dans notre étude, la prévalence des E. coli producteurs d’blaOXA-48 associés aux [Us

dans le milieu hospitalier était de 6 % (Figure25), un taux plus élevé que celui rapporté dans la
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province de Sétif (nord-est de I’ Algérie), qui était de 0,5 % (Nabti, Sahli, Radji, et al., 2019;
Touati & Mairi, 2020b).
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Tableau 36 : Génes de résistance aux antibiotiques de souches d’E. coli isolées de patients hospitalisés.

Patients hospitalisés

Isolat Groupes blacrx-m Type BLSE | AmpC et/ou Carba Autres f lac Isolat Groupes blacrx-u Type BLSE AmpC et/ou Carba Autres p lac
EC1b Groupe 1 blacrx-is - - EC34 Group 1 blacrx-1s - -
EC3 Groupe 1 blacrx-1s - - EC35 Group 1 blacrx-1s - -
EC4 Groupe 1 blacrx-ris - - EC36 Group 1 blacrx-ar1s - -
ECS Groupe 1 blacrx-ris - - EC37 Group 1 blacrx-aris - -
EC7 Groupe 1 blacrx-ris - - EC38 Group 1 blacrx-aris - -
EC8 Groupe 1 blacrx-ris - - EC39a | Group 1 blacrx-aris - -
EC10 Groupe 1 blacrx-ris - - EC41 Group 1 blacrx-aris - -
TEC11 | Groupe 1 blacrx-ris - - EC42 - - - blaremsq
EC15 - - - EC43 Group 1 blacrx-aris - -
EC16 Group 9 blacrx-m-27 | blaoxuss - EC44 a - - - -
EC17 - - - blaremi EC48 Group 1 blacrxaris - -
EC18 - - Blacyyso/blaoxaas - EC49b | Group 1 blacrxaris - -
EC20 a | Groupe 1 blacrx-m-1s - - EC52 Group 1 blacrxm-is - -
EC21 Groupe 9 blacrxm27 | blaoxass - EC53 b - - - -
EC23 Groupe 1 blacrx-m-1s - - EC55a | Group 1 blacrxm-is - -
EC25 Groupe 1 blacrx-m-1s - - EC56 Group 1 blacrxm-i - -
EC26 a | Groupe 1 blacrx-m-1s - - ECS58 Group 1 blacrx-m-1s - -
EC27 - - - blaremi EC59 - - blacyy-166 -
EC31 Groupe 1 blacrx-m-1s - - EC61 - - - -
EC33 Groupe 1 blacrxais - -
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Tableau 37 : Génes de résistance aux antibiotiques de souches d’E. coli isolées de patients de

la communité.

Patients de la communité

Isolat Groupes de blaCTX- Type BLSE Type AmpC et/ou  Autres ff lactamases
M Carbapénémase
EC2 - - - blaTEM1
EC12 - - - -
EC14 Groupe 1 blaCTX-M-15 - -
EC19 a Groupe 1 blaCTX-M-15 - -
EC22 Groupe 1 blaCTX-M-15 - -
EC28 Groupe 1 blaCTX-M-15 - -
EC30 Groupe 1 blaCTX-M-15 Résistant de -
Ertapenem

EC45 Groupe 1 blaCTX-M-15 - -
EC50 - - - blaTEM-1
EC57 Groupe 1 blaCTX-M-15 - -
EC60 Groupe 1 blaCTX-M-15 - -

Par ailleurs, parmi les huit isolats résistants a la céfoxitine, deux €taient porteurs du gene
blaCMY (5 %). Des études antérieures ont également rapporté une faible prévalence des
blaAmpC chez les E. coli uropathogenes dans le bassin méditerranéen, notamment en Algérie
(Nabti et al., 2019; Bougouizi et al., 2025), en Espagne (Garcia-Meniiio et al., 2024), en
France (Flament-Simon et al., 2020) et en Egypte (Mohamed et al., 2020). L’un de ces deux
isolats co-produisait également blaOXA-48, une caractéristique déja rapportée en Egypte chez
des isolats résistants aux carbapénémes (Desta et al., 2016). Enfin, tous les isolats produisant
blaCTX-M-15 étaient résistants aux FQs, tandis que ceux produisant blaCTX-M-27, blaCTX-

M-1 et blaAmpC ne présentaient pas de résistance a cette classe d’antibiotiques.

Dans notre étude, le géne blaSHVn’a pas été détecté chez les souches d’E. coli isolées
d’IUs. Ce résultat est en accord avec les données rapportées par (Nabti, Sahli, Radji, et al.,
2019) qui n’ont également pas identifié ce gene chez des souches d’E. coli isolées de cas

similaires.

V.7.1.5- Analyse des souches BLSE discordantes par la PCR
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Les résultats obtenus a 1’aide de la technique MDR FLOW CHIP ont été globalement
négatifs pour la majorité des souches testées, ce qui suggere que certaines détections de BLSE
(B-lactamases a spectre étendu) observées avec le systeme automatisé ViteK2 pourraient
correspondre a des faux positifs ou a une surestimation du phénotype de résistance. Par
exemple, les souches Ec12, Ec15 et Ec53b se sont révélées négatives pour tous les geénes de
résistance ciblés par la puce, bien que certaines aient montré un profil de résistance faible ou
intermédiaire en phénotypie. La souche Ec44A, résistante uniquement aux quinolones, a
présenté une mutation ponctuelle gyr4 S83L, identifiée par MDR FLOW CHIP, ce qui est
compatible avec une résistance chromosomique. Quant a la souche Ec61, résistante aux
pénicillines et au cotrimoxazole, elle a montré un résultat positif pour le géne sul-2, responsable
de la résistance au sulfaméthoxazole. Ces données confirment I’intérét de [’approche
génotypique pour affiner I’interprétation des profils de résistance et éviter des conclusions

erronées fondées uniquement sur la phénotypie automatisée.

V.7.1.6- Colistine : une efficacité conservée contre les E. coli productrices de BLSE

B Colistin

Figure 26 : Sensibilité¢ des souches d’E. coli productrices de BLSE a la colistine.

La sensibilité¢ observée de toutes les souches d’E. coli productrices de BLSE a la
colistine (Figure 26) pourrait s’expliquer par son usage limité en thérapeutique humaine en
Algérie, ou elle est davantage utilisée en médecine vétérinaire, notamment pour la promotion
de la croissance ou la prévention et le traitement des infections a Enterobacterales chez les

animaux (Kempf et al., 2016; Bougouizi et al., 2025). Ces résultats sont cohérents avec le fait
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que la résistance a la colistine chez les Enterobacterales d’origine clinique humaine n’a été
rapportée que dans un nombre restreint d’études en Algérie (Nabti, Sahli, Hadjadj, et al., 2019;
Loucif et al., 2022).

V.7.1.7- Analyse des génes de sérotypage O et H (025b, H4, HS)

Figure 27 : Distribution des geénes O et H (0O25b, H4, H5) chez les isolats étudiés.

Un sérotypage moléculaire ciblé a été réalis¢ par PCR pour les génes r/bO25b, fliCH4et

, dans le but de détecter la présence de clones a haut risque, notamment le ST131 (025b:H4) et
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le ST1193 (fliCHS5). Parmi les isolats analysés, 18 (47 %) portaient le géne rfbO25b, 19 (50 %)
présentaient le géne fliCH4, et un seul isolat exprimait le gene fliCH5 (3 %) (Figure 27, a). Ce

dernier a été détecté exclusivement chez un isolat NLF, suggérant un profil particulier.

La combinaison des genes rfbO25b et fliCH4 a été observée chez 17 des 19 isolats
exprimant fIiCH4, ce qui correspond a 89 % de ces isolats (Figure 27, b). Cette association est
caractéristique du clone ST131, largement répandu et reconnu pour sa virulence et sa résistance
aux antibiotiques. Le sérotypage a ¢té réalis¢ en suivant le protocole décrit par (Garcia-Meniiio
et al., 2024), qui recommande 1'utilisation de la PCR pour détecter les génes rfbO25b, fliCH4
et fIiCH)5 afin d'identifier les clones a haut risque tels que ST131 (Mora et al., 2014).

V.7.1.8-Phylougroup associés aux IUs

Les résultats des analyses phylogénétiques des 50 souches d’E. coli sélectionnées sont résumés

dans le Tableau 38 :

Tableau 38 : Répartition des phylogroupes d'E. coli.

Groupe Milieu Milieu N° d’isolats (50)
phylogénétique Hospitalier | communautaire
(39) an

A 3 2 5 (10%)

B1 7 1 8 (16%)

B2 15 6 21 (42%)

D 10 2 12 (24%)

F 2 - 2 (4%)
Clade I 2 - 2 (4%)

Dans notre étude, 1'analyse a révélé la présence de six groupes phylogénétiques : A, B1,
B2, D, F et clade I. Le phylogroupe B2, qui s’est avére étre le plus fréquent, représentant 42%
des isolats, aussi bien en milieu hospitalier qu’en consultation externe. Les autres isolats d’E.
coli responsables d’IUs étaient répartis entre les phylogroupes D (24 %), B1 (16%), A (10%)
et F, Clade I (2%), les phylogroupes B1 et F étant uniquement présents en milieu hospitalier

(Tableau 38).
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La prédominance de phylougroupe B2 est en accord avec des études antérieures qui
montrent la dominance de ce phylogroupe dans les infections urinaires, notamment en Algérie
(Nabti, Sahli, Radji, et al., 2019; Zenati et al., 2019b), ainsi que dans la région méditerranéenne,
notamment en Tunisie (Hammami et al., 2013; Kilani et al., 2017) et en Espagne (Garcia-
Meniiio et al., 2024), ainsi qu’en France (Flament-Simon et al., 2020), suivi par le
phylogroupe D. Les phylogroupes B2 et D présentaient un taux élevé de génes de virulence. La
faible présence d’isolats dans le groupe F suggére une moindre probabilité de multirésistance,

ce qui est en accord avec des études antérieures (Nabti, Sahli, Radji, et al., 2019).

V.7.1.9- Statut de EXPEC/UPEC

UPEC ExPEC

Figure 28 : Statut des souches ExXPEC/UPEC.

La figure 28 présente le statut des souches ExXPEC/UPEC Les résultats montrent que les
ExPEC dominent, représentant 60 % des souches responsables des infections urinaires dans
cette étude. Les UPEC représentent une proportion plus faible (38 %), mais ces souches sont

spécifiquement adaptées aux infections urinaires (Garcia-Menifio et al., 2024).

En Algérie, une étude pertinente a révélé une forte prévalence des souches EXPEC et
UPEC dans les infections acquises en communauté et en milieu hospitalier (Bougouizi et al.,

2025).

V.7.1.10-Phylogroupe-clonotype (PG-CH)
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Dans cette étude, nous avons identifi¢ un total de 09 combinaisons uniques
phylogroupe-clonotype (PG-CH) (Tableau 39), présentes dans 32 des 51 échantillons analysés
(80 %). Le clonotype le plus identifi¢ était B2-CH40- (42,5 %), suivi par E-CH6-25 (15 %),
avec un seul isolat pour chacun des types suivants : B1-CH64-14, BI-CH65-27, B1-CH65-32,
B1-CH27-54, B1-CH7-604, A-CH11-54 et A-CH7-94. Cependant, malgré ces résultats,
certains isolats n’ont pas pu étre classés par clonotypage en raison de résultats PCR négatifs,
bien que les tests de dépistage PCR aient été positifs. Ces isolats comprenaient deux B2-CH108-
neg et un B2-CH1012-neg, trois E-CH26-neg, deux A-CH11-neg, un A-CH88-neg et un autre
F-CH11-neg. La plupart d’entre eux présentaient FQR; toutefois, les isolats CH108-neg, E-
CH26-neg et A-CH7-94 (un isolat chacun) (Tableau 37).

Tableau 39 : Phylogroupes, clonotype, statut UPEC et EXPEC avec FQR pour les souches d'E.

coll.

Phylogroupe Clonotype UPEC ExPEC NLF MDR FQR

(n=18) (n=29) (n=4) (n=25)
B2 17 CH40-30 15 16 0 17 17
01 CH14-64 1 1 1 01 1
02 CH108-neg 2 2 0 01 1
01 CH1012-neg 0 0 0 01 1
D 06 CH26-5 0 6 1 06 1
03 CH26-neg 0 3 0 03 0
B1 02 CH65-27 0 0 0 02 0
01 CH65-32 0 0 0 01 0
01 CH27-54 0 0 0 01 0
01 CH7-604 0 0 0 01 0
A 01 CH11-54 0 1 0 01 1
01 CH7-94 0 0 0 01 0
01 CH11-neg 0 0 0 01 1
01 CH88-neg 0 0 1 01 1
F 01 CH11-neg 0 0 1 01 1

Sur la base des données présentées dans le Tableau 37, diverses combinaisons
phylogroupe-clonotype (PG-CH) ont ét¢ identifiées, la plupart présentant une résistance FQR.
Cette résistance est totalement exprimée dans les clones CC131 et ST1193, ce qui est en accord
avec les résultats de (Garcia-Meniiio et al., 2024). Ces deux clones a haut risque sont
fréquemment associés au phénotype de multirésistance ainsi qu’aux statuts UPEC et ExPEC.

Leur émergence au début des années 1990 a été favorisée par l'acquisition de facteurs de
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virulence, de mutations dans la région déterminant la résistance aux quinolones (QRDR), de

plasmides /ncF et du pilus de type 1 (fimH) (Pitout et al., 2022a).

La dissémination mondiale des souches MDR est principalement attribuée a ces clones
a haut risque, notamment B2-CC131 (CH30-40) et B2-ST1193 (CH14-64), qui présentent une
résistance aux fluoroquinolones et/ou aux céphalosporines (Colpan et al., 2013; Banerjee &

Johnson, 2014; Pitout & DeVinney, 2017; Garcia-Menifio et al., 2024).

V.7.1.11-Clones a haut risque d’ E. coli

A
CC14 4%
CC38 28%
CC131 68%
B

H clone non typée

H Clones a haut risque

Figure 29 : Distribution des clones a haut risque parmi les isolats : répartition des complexes
clonaux CC131, CC14 et CC38.
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L’analyse clonale des isolats, présentée dans la Figure 29, a montré que 25 isolats (soit
50 %) appartiennent a des clones a haut risque, répartis principalement entre trois complexes
clonaux : CC131, majoritaire avec 68 % des isolats a haut risque, CC38 (28 %) et un unique
isolat appartenant au CC14. Cette distribution confirme la nette prédominance du complexe
clonal CC131, bien connu pour son rdle dans la propagation mondiale de souches d’E. coli
résistantes aux antibiotiques (Kocsis et al., 2022) . Le clone CC38, longtemps négligé, est
aujourd’hui considéré comme un clone pertinent. Bien qu’il soit moins fréquent, il fait partie
de la « minorité significative » de producteurs de BLSE, représentant environ 12 % des souches
isolées d’infections urinaires, avec un impact non négligeable sur la dissémination de la
résistance. Par ailleurs, le CC14, un clone multirésistant pandémique récemment émergé du
phylogroupe B2, suscite également une attention croissante. Frére du CC131, il partage une
forte capacité de dissémination a 1’échelle mondiale tout en présentant des caractéristiques

distinctes.(Kocsis et al., 2022).
V.7.1.11.1- Complexes Clones E. coli CC131.

Depuis 2014, CCI131 est reconnu comme un clone a haut risque multirésistant a
diffusion internationale (Mathers et al., 2015), présentant un profil préoccupant de résistance
aux antibiotiques, notamment aux fluoroquinolones FQR. L’identification de ce groupe clonal
pandémique a ¢€té réalisée selon le protocole de (Garcia-Meniiio et al., 2024) pour controler
I’emergence de cette clone, par un PCR des marqueurs de virulence rfbO25 et fliCH4 (Figure
26). Dans cette étude, un seul type fimH30 a été identifié parmi les isolats du groupe clonal a
haut risque CC131, formant le clonotype CH40-30 avec les isolats B2 O25:H4 (Tableau 39),
La majorité de ces souches présentaient un statut UPEC/EXPEC (Tableau 39) (Tableau 40).
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ETP, ATM, NAL, CIP, SXT

Isolats | UPEC | ExPEC | Virotypage | Profil de Résistance aux FQR |blacrx-mis Profil du géne de virulence
de antibiotiques
CC131
Ec4 1 1 NT AM, CXM, CTX, CAZ, ATM, NAL, |1 1 uidA, fyud, yfcV, chud, papH, iutA, KpSMII,
CIP, NN, SXT yjaA, tspE4.C2, fumC, fimH, O25b, H4,
papGIl, KpsM 1I-K2, KpsM 1I-K35
Ec5 1 1 NT AM, AMC, CXM, CTX, CAZ, 1 1 uidA, fyud, yfcV, chud, papH, iutA, KpSMII,
ATM, NAL, CIP, NN, D, SXT yjad, tspE4.C2, fumC, fimH, O25b, H4,
papGll, KpsM 1I-K2, KpsM 1I-K35
Ec8 1 1 F AM, AMC, CXM, CTX, CAZ, 1 1 uidA, fyud, yfcV, chud, papH, iutA, KpSMII,
ATM, NAL, CIP, GM, NN, SXT yjad, tspE4.C2, fumC, fimH, O25b, H4,sat,
papGll, KpsM 1I-K2, KpsM 1I-K5
Ec10 |1 1 F AM, AMC, CXM, CTX, CAZ, 1 1 uidA, fyud, yfcV, chud, papH, iutA, KpSMII,
ATM, NAL, CIP, GM, NN yjad, tspE4.C2, fumC, fimH, O25b, H4,sat,
papGIl, KpsM 11I-K2, KpsM 1I-K5
Ecl19a |1 1 F AM, AMC, CXM, CTX, CAZ, 1 1 uidA, fyud, yfcV, chud, papH, iutA, KpSMII,
ATM, NAL, CIP, GM, NN yjaA, tspE4.C2, fumC, fimH, O25b, H4,sat,
papGll, KpsM 1I-K2, KpsM 1I-K3
Ec20a |1 1 E AM, AMC, CXM, CTX, CAZ, 1 1 uidA, fyud, yfcV, chud, papH, iutA, KpSMII,
ATM, NAL, CIP, GM, NN yjaA, tspE4.C2, fumC, fimH, O25b, H4,sat,
papGll, cnfl, hlyA, KpsM 1I-K2, KpsM 1I-K2
Ec22 |1 1 F AM, CXM, CTX, CAZ, ATM, NAL, |1 1 uidA, fyud, yfcV, chud, papH, iutA, KpSMII,
CIP, GM, NN, SXT yjaA, tspE4.C2, fumC, fimH, O25b, H4,sat,
papGIl, KpsM 1I-K2, KpsM 1I-K35,
Ec23 |1 0 NT AM, AMC, CXM, CTX, CAZ, 1 1 uidA, fyud, yfcV, chud, papH, yjaA, tspE4.C2,
ATM, NAL, CIP, NN, D, FM, SXT fumC, fimH, O25b, H4, papGII
Ec28 |1 1 NT AM, AMC, CXM, CTX, CAZ, 1 1 uidA, fyud, yfcV, chud, papH, iutA, yjaA,
ATM, NAL, CIP, GM, NN, SXT tspE4.C2, fumC, fimH, O25b, H4,sat, papGII
Ec30 |1 1 NT AM, AMC, CXM, CTX, FOX, CAZ, |1 1 uidA, fyud, yfcV, chud, papH, iutA, yjaA,

tspE4.C2, fumC, fimH, O25b, H4,sat, papGII
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NT

AM, AMC, CXM, CTX, FOX, CAZ,
ATM, NAL, CIP, GM, NN, D, SXT

uidA, fyud, yfcV, chud, papH, iutA, yjaA,
tspE4.C2, fumC, fimH, O25b, H4,sat, papGII

AM, AMC, CXM, CTX, CAZ,
ATM, NAL, CIP, GM, NN, D, SXT

uidA, chud, iutd, KpSMII, yjaA, tspE4.C2,
fumC, fimH, O25b, H4,sat, papGII, KpsM II-
K2, KpsM 1I-K5

AM, AMC, CXM, CTX, CAZ,
ATM, NAL, CIP, GM, NN, SXT

uidA, fyud, yfcV, chud, papH, iutA, KpSMII,
yjaA, tspE4.C2, fumC, fimH, O25b, H4,sat,
papGll, KpsM 1I-K2, KpsM 11-5,

NT

AM, AMC, CXM, CTX, CAZ,
ATM, NAL, CIP, GM, NN, D, FM,
SXT

uidA, fyud, yfcV, chud, papH, iutA, yjaA,
tspE4.C2, fumC, fimH, O25b, H4,sat, papGII

AM, AMC, CXM, CTX, CAZ,
ATM, NAL, CIP, GM, NN, SXT

uidA, fyud, yfcV, chud, papH, iutA, KpSMII,
yjaA, tspE4.C2, fumC, fimH, O25b, H4,sat,
papGll, KpsM 1I-K2, KpsM 1I-K35,

AM, AMC, CXM, CTX, CAZ,
ATM, NAL, CIP, GM, NN

uidA, fyud, yfcV, chud, papH, iutA, KpSMII,
yjaA, tspE4.C2, fumC, fimH, O25b, H4,sat,
papGll, cnfl, hiyA, KpsM 1I-K2, KpsM 1I-K35,

Ec31 |1
Ec41 |0
Ec43 |1
Ec45 |1
Ec52 |1
Ec55a | 1
Ec57 |0

AM, AMC, CXM, CTX, FOX, CAZ,
ATM, NAL, CIP, GM, NN, D, TGC,
FOS, SXT, C

=Y

uidA, yfcV, chud, papH, iutA, KpSMII, yjaA,
tspE4.C2, fumC, fimH, O25b, H4,sat, papGlI,
enfl, hiyA, KpsM II-K2, KpsM 1I-K5

NT : not typed
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Par ailleurs, un niveau élevé de résistance a été observé vis-a-vis de 1’ampicilline,
I’amoxicilline/acide clavulanique, les céphalosporines, les aminosides (a I’exception de
I’amikacine), le sulfaméthoxazole, I’acide nalidixique et 1’aztréonam. En revanche, une faible
résistance a été notée pour le chloramphénicol, la fosfomycine, la glécéyne et I’ertapénem , cest
souches sont FQR et MDR (Tableau 39) (Tableau 40). Des taux ¢levés de FQR dans les isolats
de CC131 ont également ¢été signalés en Arabie Saoudite (Yasir et al., 2018) et en Espagne
(Garcia-Meniiio et al., 2024). Par la résistance de ce clone les céphalosporines, est
fréquemment associé a la production de BLSE, en particulier blaCTX-M-15 (Dahbi et al.,
2014).

La présence d'isolats producteurs de blaCTX-M-15 au sein du clone CC131 représente
une double menace en raison de leur taux de résistance élevé et de leur importante capacité de
virulence extra-intestinale (Tableau 40). Ce complexe clonal est devenu un agent pathogéne

majeur des infections urinaires (Garcia-Meniiio et al., 2022b, 2024).

L'analyse du Tableau 40 révele que les isolats CTX-M-15-CC131 sont particulierement
virulents, en particulier ceux associés au virotype E. Il est a noter que 1’isolat Ec57 a été classé
comme XDR, résisatnt au la fosfomycine, et associ¢ aux infections urinaires. La présence
d'isolats XDR producteurs de blaCTX-M-15 appartenant au clone CC131 et résistante au
Fosfomycine pourrait compliquer le traitement et favoriser I'émergence de nouvelles
résistances, cette découverte est rarement rapportée dans le bassin méditerranéen. Cependant,
un cas similaire a été¢ documenté en Italie (Chudejova et al., 2024). Cet isolat XDR a été isolée
chez un enfant garcon (1 ans). De plus, un autre isolat CC131 (EC19a) a été isolé chez un autre
enfant gargon (2ans). L'émergence d'E. coli MDR-blaCTX-M-15 CC131 chez des garcons de
moins de deux ans pourrait étre liée a la circoncision masculine, une pratique courante en
Algérie chez les nouveau-nés et les jeunes enfants. La présence de ce clone chez les nourrissons

dans des contextes ambulatoires est cohérente avec les résultats de (Cheng et al., 2015).

Par ailleurs, CC131 a également été associé a la production de carbapénémases dans
certains cas (Mantengoli et al., 2011; Moghadam et al., 2021; Piazza et al., 2024). Dans notre
¢tude, les résultats de I’antibiogramme ont révélé un isolat unique résistant a l'ertapénem (Ec30)
qui s'est avéré négatif pour tous les génes de carbapénémase testés (blaVIM, blaIMP, blaOXA-
48, blaKPC, blaNDM).

v" Emergence de clone CC131 en Algérie
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Tableau 41 : Distribution temporelle et sources d’isolement du clone CC131 producteur de blaCTX-M-15 en Algérie.

Année | Contexte / Source Nombre des souche/ Localisation Référence Remarque
production d’BLSE

2013 Isolat clinique (milieu 01 Telemcen (Baba Ahmed-Kazi Premiére détection signalée en
hospitalier) Tani et al., 2013) Algérie

2014 | Isolat clinique (milieu 01 Constantine (Agabou et al., 2014b) | Confirmation de la circulation
hospitalier) clinique

2015 Poissons de la mer 01 (CTX-M-15 producteur) Cote algérienne (Brahmi et al., 2015) Premiére détection dans la mer
Meéditerranée Meéditerranée

2017 maticres fécales 3 (CTX-M-15producteurs) Foréts de Béjaia (Bachiri et al., 2017) Prévalence de 10 % (3/30)
d'animaux sauvages et Jijel réservoir animal potentiel identifié

2017 | Isolat clinique (milieu 01 (CTX-M-15 producteur) Béjaia (Yanat et al., 2017) Circulation dans la population
communautaire) humaine hors hopital

2021 aliment d'origine animale | 02 (CTX-M-15 producteurs) Djelfa (Chenouf et al., 2021) | Présence dans la chaine alimentaire

2025 | Isolats urinaires (milieu 17 (CTX-M-15 producteurs), Tébessa (Ziadi et al., 2025) hausse marquée de la prévalence
hospitalier et (17/50,34%)
communautairea (Notre Efude)

v Note : Aucun clonotypage n’a été réalisé dans ces études pour confirmer I’appartenance des isolats au clonotype humain CH40-

30, ce qui représente une limite importante pour la tragabilité du clone en milieu clinique
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Le clone CC131 a été rapporté en Algérie a partir de diverses sources, notamment des
¢chantillons cliniques humains (Baba Ahmed-Kazi Tani et al., 2013 , Agabou et al., 2014b)),
des souches uropathogeénes d’E. coli provenant de patients non hospitalisés (Yanat et al., 2017),
des poissons (Brahmi et al., 2015), des aliments (Chenouf et al., 2021) et de la faune sauvage
(Bachiri et al., 2017) (Tableau 42), ce qui t¢émoigne de sa large distribution a travers le pays.
Toutefois, la caractérisation moléculaire détaillée du clone CC131 en Algérie demeure limitée.

Notre étude se concentre sur les profils de résistance et les génes de virulence (Tableau 41).

Nos résultats indiquent aussi une prévalence plus élevée du clone CC131 productrices
aux blaCTX-M15 dans les isolats d'origine humaine par rapport aux études précédentes, en
particulier dans le bassin méditerranéen. Ce clone a également été signalé en Tunisie (Ferjani
et al., 2014; Dziri et al., 2020; Hammami et al., 2013), au Maroc (Ambroise et al., 2021), en
Egypte (Abdelrahim et al., 2024; Hassuna et al., 2024), au Portugal (Pomba et al., 2014;
Rodrigues et al., 2017), en Italie (Cerquetti et al., 2010; Giuffré et al., 2013; Piazza et al.,
2024), en France (Birgy, Levy, et al., 2019; Flament-Simon et al., 2020) et en Espagne
(Flament-Simon et al., 2020; Garcia-Meniiio et al., 2024). Des études menées en France et
en Espagne ont révélé une forte prévalence de ce clone, mais avec différentes variantes de fimH,
tandis que dans notre étude, seul fimH40 a été détecté. En revanche, des recherches menées en
France et en Espagne ont identifi¢ une diversité de types fimH (Flament-Simon et al., 2020;

Garcia-Meniiio et al., 2024)

v" Virtypage de CC113

NT

Figure 30: Virotypage de CC131
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Etant donné que CC131 est aujourd’hui reconnu comme le principal lignage a haut
risque dans les infections a E. coli (EXPEC), sa forte prévalence dans notre ¢tude n'est pas
surprenante. Une partie de ces isolats a été classée dans les virotypes F 7 sur 17 (41,1 %) et E
3 sur 17 (17,6 %) (Figure 30), ce qui concorde avec les études précédentes (Flament-Simon
et al., 2020; Pajand et al., 2021). A ’inverse, (Garcia-Meniiio et al., 2024) ont signalé une
faible prévalence du virotype F, tandis qu’une étude menée au Brésil n’a détecté aucun de ces

deux virotypes (Campos et al., 2018).

papGIII rO%

Figure 31 : Fréquence des geénes papAH, papGlI et papGIII chez les isolats ST131

responsables de pyélonéphrites.

Chez les isolats appartenant au clone CC131, la présence de plusieurs génes de virulence
a été analysée afin d’évaluer leur potentiel uropathogene. En particulier, les geénes papAH,
papGlI et papGIII, impliqués dans les pyélonéphrites (Ambite et al., 2019; Tanaka et al.,
2025) , ont été analysés. Le gene papAH a été ciblé pour évaluer le statut ExXPEC, tandis que
papGllI et papGIII ont été inclus dans le schéma de virulotypage spécifique au CC131. Les
résultats montrent que papAH a été détecté chez 16 isolats, papGII chez 17 isolats, tandis
qu’aucun isolat n’exprimait papGIII (Figure 31). Ces geénes codent pour les pili P, structures
spécialisées dans 1’adhésion a I’épithélium rénal, facilitant ainsi ’invasion et la persistance
bactérienne. La détection de papGII en particulier confirme le fort potentiel virulent du clone
ST131 et leur implication dans les infections urinaires séveres (Mora et al., 2014; Ambite et
al., 2019; Biggel et al., 2020; Tanaka et al., 2025). D’ailleurs, les isolats porteurs de PapGII
présentent des scores de virulence plus élevés que ceux porteurs de PapGlIl, bien que ces

derniers conservent aussi un haut potentiel pathogéne (Kudinha & Kong, 2022).

v" Virotype E chez ST131 : co-expression de papGII, cnfl et hiyA
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Une co-occurrence des genes papGll, cnfl et hlyA a été observée dans certaines souches

du clone ST131 (Tableau 40). Cette combinaison de geénes définit le virotype E, identifié dans

17,6 % des isolats ST131. Bien que ce virotype ne soit pas majoritaire, il est cliniquement

significatif en raison de la synergie virulente entre ces trois facteurs : papGlIl, cnfl et hlyA.

papGlI : ce géne code pour une adhésine des pili P, facilitant I’attachement aux cellules
de I’épithélium rénal. Il est fortement associ¢ aux infections hautes des voies urinaires,
notamment la pyélonéphrite (Kudinha & Kong, 2022) ;

cnfl1 : ce gene encode la toxine Cytotoxic Necrotizing Factor 1, produite par des souches
UPEC impliquées dans des cystites, pyélonéphrites et prostatites. CNF1 active de
manicre constitutive les GTPases Rho (RhoA, Racl, Cdc42) en désamidant des résidus
clés, provoquant une réorganisation profonde du cytosquelette d’actine. Cela induit des
altérations cellulaires (lamellipodes, filopodes, stress fibers) et une cytotoxicité directe
dans les cellules urotéliales, facilitant la colonisation des couches profondes de
I’urothélium (Mills et al., 2000) ;

HlyA est une toxine hémolytique clé dans la pathogénicité des UPEC, HlyA4 joue un
double rdle : elle exerce des effets cytotoxiques aigus et favorise la persistance
intracellulaire a long terme. En inhibant l'acidification lysosomale et en perturbant les
microtubules cellulaires, HlyA4 assure la survie des bactéries dans les cellules épithéliales

de la vessie (Naskar et al., 2023).

La co-expression de papGlI, cnfl et hlyA chez certaines souches ST131 met en évidence

un phénotype hautement virulent, caractéristique du virotype E. Cette combinaison génétique

confére a ces isolats une capacité accrue de colonisation, de persistance et de destruction

tissulaire dans les voies urinaires. Ainsi, le clone ST131, déja reconnu pour sa dissémination

mondiale et sa multirésistance, qui peut complique le traitement.

V.7.1.11.2- Complexe Clonal CC14 : Premiére Détection en Algérie

Le clone ST1193 est considéré comme une lignée pathogéne émergente d’Escherichia coli

(T. J. Johnson et al., 2019; Wyrsch et al., 2022) typiquement associée au sérotype 075, aux

pili de type 1 fimH64, et aux types capsulaires K/ ou K5. Ce clone se caractérise €également par

FQR et NLF (Pitout et al., 2022b).
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Sur la base de I’analyse phénotypique, nous avons identifi¢ une souche d’ Escherichia
coli MDR, NLF, appartenant au groupe phylogénétique B2 et au clonotype CH14-64. La PCR
positive pour le géne A5 renforce cette caractérisation (Tableau 42). L’ensemble de ces
¢léments est compatible avec le profil du lignage ST1193 (CC14), en accord avec les données
rapportées par (Garcia-Meniiio et al., 2024; Pitout et al., 2022b). La souche E. coli
Eclb/LREC468 a été isolée en novembre 2023 chez une femme de 34 ans, au laboratoire de
I’EPH Bouguerra Boularaas (Tébessa). Elle présentait a la fois les statuts UPEC et EXPEC, ainsi
qu’une FQR (Tableau 42), des caractéristiques typiquement associées au E.coli ST1193
(Garcia-Meniiio et al., 2022a; Pitout et al., 2022b; Garcia-Meniiio et al., 2024).

A ce jour, aucun rapport n'a documenté la présence de ce clone en Algérie.

Tableau 42: Caractéristiques préliminaire de I’isolat d’E. coli EC1b/LREC468.

Caractéristique

Description / Résultat

Isolat

E. coli Ec1b/LREC468

Source clinique

Femme de 34 ans - EPH Bouguerra Boularaas, Tébessa

Date d’isolement

Novembre 2023

Fermentation du NLF

lactose

Profil de résistance MDR et FQR
Groupe phylogénétique | B2
Clonotype CH14-64
Statut UPEC Positif

Statut ExPEC Positif

Gene de virulence h5

détecté

Résistance AMP, AMC, CXM, CAZ, CTX, ATM, NAL, CIP, GEN
phénotypique"

Géne de résistance

détecté

blaCTX-M-15

Importance de la

surveillance

Premiere détection génomique en Algérie ; souligne une

dissémination silencieuse transcontinentale
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V.7.1.11.2.1- Caractérisation in silico du colne ST1193

L’isolat NLF B2-CH14-64 a été soumis a un séquencage génomique complet (WGS) et a

une analyse in silico a I’aide d’outils bioinformatiques du Center for Genomic Epidemiology.

L’analyse de sérotypage avec SerotypeFinder a identifié le sérotype O75:HS5, tandis que
CHTyper a confirmé son clonotype comme CH14-64. Le typage multilocus (MLST) basé sur
le schéma a sept génes d’ Atchman a attribué le type de séquence ST1193, tandis que le schéma
alternatif a huit génes (dinB, icdA, pabB, polB, putP, trpA, trpB et uidA) (Jaureguy et al., 2008)
a prédit le type ST53 (Tableau 43). L’analyse MLST du génome central (cgMLST), basée sur
2513 loci, a attribué I’isolat au cgST140226

Tableau 43 : Caractérisation du génome ST1193 in silico.

Identifiant de I’isolat/génome? | Ecla/ LREC-468

Statut Lignée pathogene émergente
Antigénes O:H 075:H5

Clonotype CH14-64

ST1/ST2¢ 1193 /53

cgMLST! 140226

V.7.1.11.2.1.1- Resistance aux antibiotiques in silico

Chaque année, les humains produisent et consomment environ 170 000 tonnes
d’antibiotiques, une utilisation massive qui rend inévitable I’émergence d une urgence sanitaire
mondiale liée a la résistance aux antimicrobiens (RAM), touchant les populations humaines,

animales ainsi que les écosystémes environnementaux (M. Y. Ahmed et al., 2024).

Par I’analyse in silico et The Comprehensive Antibiotic Resistance Database, on trouve :

a) Resistance aux aminoglycosides et aux fluoroquinolones

Les résultats montrent que notre souche porte des geénes de résistance acquis aux
aminoglycosides et aux FQs, notamment aac(3)-lia et aac(6')-Ib (aminoglycoside 6'-N-
acétyltransférases) (Tableau 44) qui possedent une activité particuliere qui leur permet de

conférer une double résistance aux aminoglycosides (par acétylation classique du groupe
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amino),et aux FQs, par un mécanisme d’acétylation directe des FQs, en particulier la

ciprofloxacine The Comprehensive Antibiotic Resistance Database,. Alors, ces données

expliqueent la résistance observée au ciprofloxacine et a la gentamicine dans notre étude
(Tableau 42). Cependant, bien que le géne aac(6')-1b, connu pour conférer une résistance a
I’amikacine, ait été détecté par ResFinder, la souche s’est révélée phénotypiquement sensible a
cet antibiotique lors des tests de sensibilité (Tableau 42) (Tableau 44). Cette observation a été
renforcée par les résultats du serveur ResFinderFG, qui a identifi¢ un géne fonctionnel codant
une AAC (aminoglycoside acetyltransferase) ciblant spécifiquement I’amikacine (Tableau 45).
Or, malgré la présence de ces genes, aucune résistance n’a été observée sur le plan

phénotypique.

La résistance aux aminoglycosides est généralement liée a I’action d’acétyltransférases, des
enzymes modifiant ces antibiotiques, dont I’expression varie selon les souches bactériennes et
qui sont fréquemment retrouvées chez les Enterobacterales (M. Y. Ahmed et al., 2024). Ainsi,
cette discordance entre génotype et phénotype peut s’expliquer par une faible expression du
geéne, une absence ou inactivation de promoteurs ou de régulateurs, ou encore par des mutations

affectant la fonctionnalité de la protéine.

En complément de ces résultats, plusieurs mutations ponctuelles associées a la FQR ont
¢été identifiées, notamment gyrd p.S83L, gyrA p.D87N, parC p.S80I et parE p.L416F. Ces
mutations sont bien connues pour conférer une résistance €levée aux FQs, en altérant les cibles
de ces antibiotiques (ADN gyrase et topoisomérase IV). Ces mécanismes moléculaires
favorisent la persistance et la dissémination des clones résistants, comme ST1193, dans divers
contextes géographiques et cliniques. L’analyse génétique menée via ResFinder a confirmé la
présence de ces mutations (Tableau 44), et les tests de sensibilité phénotypique ont corroboré
ces données en montrant une résistance au ciprofloxacine (Figure 42). En complément de ces
résultats, plusieurs mutations ponctuelles associées a la FQR ont été identifiées, notamment
gvrd p.S83L, gyrA p.DS7N, parC p.S80I et parE p.L416F. Ces mutations sont bien connues
pour conférer une résistance ¢élevée aux FQs, en altérant les cibles de ces antibiotiques (ADN
gyrase et topoisomérase IV). Ces mécanismes moléculaires favorisent la persistance et la
dissémination des clones résistants, comme ST1193, dans divers contextes géographiques et
cliniques. L’analyse génétique menée via ResFinder a confirmé la présence de ces mutations
(Tableau 44), et les tests de sensibilité phénotypique ont corroboré ces données en montrant

une résistance au ciprofloxacine (Figure 42).
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b) Resistance aux beta lactams

Le clone ST1193 est un producteur de blaCTX-M-15 (Tableau 42) (Tableau44) qui
limite 1'efficacité des céphalosporines de 3¢ génération, nécessitant des traitements de secours. Nos
résultats sont cohérents avec des études récentes menées en Europe, qui rapportent une faible
prévalence de ce clone en Espagne et en France (Flament-Simon et al., 2020). Toutefois, alors
que le géne blaCTX-M-15 n'était pas associé a ce clone en Espagne (Garcia-Meniiio et al.,
2024), il a été identifi¢ chez des cas pédiatriques en France (Birgy, Levy, et al., 2019). Ce clone
a également été signalé en Allemagne (Valenza et al., 2019a) et en Sué¢de (Oldendorff et al.,
2022). En Chine, une forte prévalence du clone multirésistant E. coli ST1193 producteur de
BLSE et résistant aux fluoroquinolones a été rapportée, en particulier dans les infections
urinaires (Quan et al., 2021). Les données sur la présence de ce clone en Afrique sont tres
limitées. (Decano et al., 2021) ont identifi¢ quatre souches productrices de blaTEM-220 en
Ouganda et au Kenya, bien que celles-ci portaient fimH41, un allele différent de celui retrouvé

dans notre isolat.

Le géne blaOXA-1 code pour une oxacillinase, une enzyme de la famille des B-
lactamases, qui cible principalement les pénicillines. Son expression augmente
significativement la résistance a cette classe d’antibiotiques, réduisant ainsi les options
thérapeutiques disponibles. Bien que moins fréquent que d'autres geénes de résistance aux [3-
lactamines, blaOXA-1 joue un role crucial dans I’amplification de la résistance aux pénicillines

(Tableau 44).
¢) Résistance aux chloramphénicols

Par ailleurs, le géne catB3 est responsable de la résistance au chloramphénicol. Il code
une chloramphénicol acétyltransférase, une enzyme qui inactive cet antibiotique par
acétylation. Ce geéne est largement répandu parmi les souches bactériennes résistantes au
chloramphénicol et constitue un mécanisme de résistance bien établi pour cet antibiotique a

usage restreint, il est détecté par Resfinder (Tableau 44) et ResFinderFG (Tableau 45).
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Type de Géne / Fonction / Réle Antibiotiques ciblés Impact clinique Remarques
résistance Mutation supplémentaires
Résistances | aac(3)-lia | Code pour une Aminoglycosides Réduit I'efficacité des Présent dans de nombreux
acquises acétyltransférase 3-N, (gentamicine, aminoglycosides, clones résistants aux
modifie certains tobramycine) augmentant la durée aminoglycosides.
aminoglycosides. d'hospitalisation.
aac(6')-Ib- | Variante du gene aac(6')- | Aminoglycosides, Résistance croisée avec les | Peut compliquer le
cr Ib, modifie également les | fluoroquinolones fluoroquinolones . traitement des infections
fluoroquinolones. multirésistantes.
blaCTX- Code une BLSE qui Céphalosporines de 3¢ | Limite l'efficacité des Fréquent dans les souches E.
M-15 hydrolyse les génération (céfotaxime, | céphalosporines de 3¢ coli multirésistantes.
céphalosporines. céftriaxone) génération, nécessitant des
traitements de secours.
blaOXA-1 | Code une oxacillinase, Pénicillines, Augmente la résistance aux | Moins commun que d'autres
inactive certaines céphalosporines pénicillines, rendant les genes de résistance, mais

pénicillines et

céphalosporines.

options thérapeutiques

moins nombreuses.

essentiel pour
'augmentation de la

résistance.
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catB3 Code pour une Chloramphénicol Inactive le Trés répandu dans les
chloramphénicol chloramphénicol, limitant bactéries résistantes au
acétyltransférase qui son utilisation dans les chloramphénicol.
inactive le infections graves.
chloramphénicol.
Mutations gyrA Mutation dans la sous- FQ (ciprofloxacine, Réduit I'efficacité FQs, L'une des mutations les plus
ponctuelles | p.S83L unité A de I’ADN gyrase, | 1évofloxacine) augmentant le taux d'échec | courantes dans les souches
réduit l'affinité des FQs. thérapeutique. résistantes.
gyrA Mutation dans la sous- FQs Associée a des niveaux plus | Cette mutation souvent
p-D87N unité A de I’ADN gyrase, ¢élevés de FQR. combinée avec S83L,
renforce FQR. accentue la résistance.
parC Mutation dans la FQs Interfere avec l'activité Cette mutation est souvent
p-S801 topoisomérase IV (sous- FQs, rendant leur utilisation | retrouvée avec d'autres
unité C), cible FQs. inefficace. mutations gyrA4.
parE Mutation dans la FQs Résistance accrue aux FQs, | Combinaison avec d'autres
p-L416F | topoisomérase IV (sous- méme si cette mutation est | mutations génétiques pour

unité E), amplifie la

résistance.

moins fréquente.

une résistance plus forte.
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Tableau 45 : Détection de genes de résistance aux antibiotiques par génomique fonctionnelle

(ResFinderFG).

Gene Antibiotique ciblé
van_ligase D-cycloserine
beta_lactamase Aztreonam

Cat Chloramphénicol

AAC (aminoglycoside acetyltransferase) | Amikacine

Dfr Cotrimoxazole

Tous les mécanismes identifiés dans cette étude sont considérés comme des facteurs
majeurs de la résistance intrins€éque et acquise aux multi-antibiotiques chez les bactéries a Gram
négatif. Nos résultats montrent que le séquencage du génome entier (WGS) permet de prédire
de maniére fiable les mécanismes de résistance aux antibiotiques chez les Enterobacterales. En
raison de son temps d’analyse réduit, I'usage du WGS se généralise rapidement dans les
laboratoires de diagnostic clinique, rendant les données génétiques plus accessibles et

exploitables en routine (M. Y. Ahmed et al., 2024).

V.7.1.10.2.1.2- Facteurs de viruelnce in silico

Dans cette étude, les facteurs de virulence de clone ST1193 ont été identifiés a 1'aide de
VirulenceFinder 2.0 et ont été confirmées a travers la base de données VFDB (VFDB -

pathogenesis of Escherichia, VFDB: Virulence Factors of Bacterial Pathogens), and as described by,

(Sarowska et al., 2019; Pakbin et al., 2021). Cependant, les génes de captation du fer jouent un role
crucial dans la survie des UPEC sous des conditions de restriction en fer, permettant aux
bactéries de prospérer et de persister dans 1'environnement de I'hote (Garcia et al., 2011). De
plus, le systeme Gad a été identifi¢ comme un facteur de virulence chez UPEC, aidant E. coli a
survivre sous des conditions de stress acide. Le systtme Gad contribue a la capacité de la
bactérie a résister a des environnements a faible pH, bien qu'il ne soit pas considéré comme un

facteur de virulence majeur (Castanié-Cornet et al., 2010) (Tableau 46).

Le profil de virulence a révélé un large éventail de facteurs de virulence, notamment
vat, fyuAd, yfcV, chud, iutA et kpsM II, confirmant son statut de UPEC et EXPEC. Nos résultats

corroborent des études récentes mettant en évidence la virulence et 1'importance clinique de ce
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clone (Wu et al., 2017; Dantas et al., 2024). L’analyse génomique a mis en évidence des
caractéristiques typiques des isolats ST1193 a diffusion mondiale (Garcia-Meniiio et al.,
2022b; Pitout et al., 2022b), notamment la présence du type capsulaire K/ et des mutations
gvrd (S83L, D87N), parC (S801) et parE (L416F), typiquement associé au sérotype 0735, aux

pili fimH64, et aux capsules K/ ou K3, et par son incapacité a fermenter le lactose
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Géne de virulence Facteur de Catégorie Fonction de la protéine
virulence

sulfatase putative AslA - -

récepteur de 1'hémine de ChuA Facteur Récepteur de I'hémine de la membrane externe permettant a E. coli

la membrane externe nutritionnel/Métabolique de récupérer du fer a partir des hémoprotéines de 1'hote, soutenant la
croissance bactérienne dans les environnements hotes limités en fer,
comme lors des infections urinaires (UTI).

sous-unité majeure de la | CsgA4 Adhésines/Colonisation Sous-unité majeure de la curlin CsgA. Les fibres de curli composent

curlin CsgA jusqu'a 85% de la biomasse du biofilm.

adhésine de type intimin- | FdeC Adhésines/Colonisation Adhésion aux cellules épithéliales.

like

fimbriae de type 1 FimH Adhésines/Colonisation Adhésion aux cellules hotes, aide a 'absorption de fer, utilisée par
les pathogénes pour surmonter la résistance de I'hote.

récepteur de sidérophore | FyuA Acquisition de fer Récepteur de sidérophore, aide UPEC a survivre en améliorant
I'absorption du fer dans des conditions de carence en fer.

décarboxylation de Gad Facteur Le systeme gad aide E. coli a survivre au stress acide (facteur de

glutamate nutritionnel/Métabolique virulence majeur pour UPEC).

protéine d'adhésion Tha Adhésines/Acquisition de | Facilite la liaison aux cellules uropathéliales, aide UPEC a survivre

fer en augmentant 1'absorption du fer dans des conditions de carence en

fer.

protéine de haut poids Irp2 Acquisition de fer Protéine de haut poids moléculaire 2, synthétase de peptides non

moléculaire 2

ribosomiques, aide a la survie en améliorant I'absorption du fer.
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synthétase d'aérobactine | lucC Facteur Synthétase de I’aérobactine, sidérophore permettant I’acquisition de
nutritionnel/Métabolique fer dans le systéme hote.

récepteur d’aérobactine IutA Facteur Facilite l'absorption du fer li¢ a I'aérobactine, crucial pour la

ferrique nutritionnel/Métabolique | virulence des souches UPEC et EXPEC.

protéine de transport de la | KpsE Invasion Protéine de transport de la capsule, confére l'invasivité et module le

capsule trafic des vacuoles contenant E. coli dans les cellules endothéliales
des microvaisseaux cérébraux.

protéine de transport de KpsMII K1 Invasion Protéine de transport de 1'acide polysialique, facteur de protection

l'acide polysialique contre la phagocytose et facteur de propagation.

protéine de biosynthése NeuC Invasion Protéine de biosynthese de la capsule a acide polysialique.

de la capsule a acide

polysialique

précurseur de lipoprotéine | Nipl Invasion Précurseur de la lipoprotéine Nlpl.

Nlipl

protéase de membrane OmpT Invasion Protéase de membrane externe, favorise la survie intracellulaire et

externe I'évasion des défenses de I'hote.

sous-unité majeure des PapA F43 Adhésion Sous-unité majeure des pilines F43, stimule la production de

pilines F43 cytokines par les lymphocytes T, facteur de colonisation dans les
infections extra-intestinales.

toxine autotransportée Sat Systéme de livraison des Cytotoxine vacuolante exprimée par UPEC, provoque des

sécrétée effecteurs dommages définis a 1'épithélium rénal lors des infections urinaires
supérieures.

homologues du géne SHI- | ShiAd Invasion Impliqué dans I'invasion bactérienne, la pathogénie et la virulence.

2 de Shigella flexneri
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protéine de transport du SitA Acquisition de fer Protéine de transport du fer, permet I’absorption du fer dans des

fer conditions de restriction.

protéine de résistance aux | TerC Toxicité Confere la résistance aux ions tellurium.

ions tellurium

déterminant d'invasion Tia Invasion Déterminant d'invasion, favorise l'invasion bactérienne dans les
cellules hotes.

protéine spécifique Usp Protéine spécifique Impliqué dans la pathogénie de UPEC, potentiellement en

uropathogene Uropathogene neutralisant les environnements acides.

toxine autotransportée Vat Systeme de livraison des Induit des dommages cellulaires, formation de vacuoles et

vacuolante effecteurs dysrégulation de la barriére urothéliale des cellules épithéliales de la
vessie.

lipoprotéine de la YehA Adhésion Impliqué dans 1’adhésion aux tissus hotes et la formation de biofilm.

membrane externe du

cluster fimbrial YHD

usher du cluster fimbrial | YehB Adhésion Impliqué dans 1’adhésion aux tissus hotes et la formation de biofilm.

YHD

chaperone du cluster YehC Adhésion Impliqué dans I’adhésion aux tissus hotes et la formation de biofilm.

fimbrial YHD

sous-unité majeure du YehD Adhésion Impliqué dans 1’adhésion aux tissus hotes et la formation de biofilm.

pilin du cluster fimbrial

YHD

protéine imbriale Yicv Formation des pili pour Impliquée dans 1’adhésion et la colonisation de 1’appareil urinaire,

I’adhésion

facteur de virulence dans les souches UPEC et ExPEC.
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V.7.1.11.2.1.2- Analyse plasmidique in silico

L’analyse du plasmidome de 1’isolat E. coli ST1193 a révélé la présence de plasmides de
types IncF [F-:A1:B10], Incll-I(Alpha), ainsi que de petits plasmides de type ColBS512-like.
Ces ¢léments génétiques sont connus pour porter des génes de résistance et de virulence,
facilitant ainsi la dissémination des clones multirésistants. Une étude génomique a grande
échelle (T. J. Johnson et al., 2019) a proposé une classification des isolats ST1193 en différents
clades en fonction du type capsulaire et de la composition des plasmides IncF. Selon cette
classification, on distingue : le clade A (capsule K35, plasmides F-:41:B20), le sous-clade B1
(capsule K1, plasmides F-:A1:B10), et le sous-clade B2 (capsule K/, plasmides F-:A1:BI) (T.
J. Johnson et al., 2019; Pitout et al., 2022a). Sur cette base, 1’analyse génomique a permis
d’identifier notre isolat au sous-clade B2 (Tableau 47), ce qui suggere un profil génétique
distinct au sein du clone ST1193, potentiellement associé a des capacités accrues de

dissémination ou de virulence.

Tableau 47 : Caractéristiques plasmidiques et classification phylogénétique de 1’isolat E. coli

ST1193 in silico.

Elément génétique/ Description

Clade

Plasmides identifiés

IncF [F-:A1:B10] Plasmide multirésistance fréquemment associ¢ au clone
ST1193

Incl1-I(Alpha) Plasmide conjugué portant souvent des genes de résistance

ColBS512-like Petit plasmide non conjuguatif ; role potentiel dans la stabilité
génétique

Classification génomique

Clade A Capsule K5, plasmides F-:A1:B20
Sous-clade B1 Capsule K1, plasmides F-:A1:B10
Sous-clade B2 (notre Capsule K1, plasmides F-:A1:B1
isolat)

V.7.1.11.2.1.3- Prediction I’origine de clone in silico

134



Partie Expérimentale
Chapitre V : Résultats et discussion

L’analyse effectué¢e avec Pathogen Finder a prédit qu’isolat est un pathogéne humain.
Cette prédiction suggere que la souche étudiée posseéde des caractéristiques génétiques
associées a la virulence et a la capacité de provoquer des infections humaines. Ces
caractéristiques pourraient indiquer un potentiel pathogeéne pour des infections urinaires, ou
d’autres types d’infections courantes associées a ST1193 et les statuts d’ExPEC et d’UPEC de

notre souche cofirment cette predection.

De plus, I’analyse approfondie de la souche ST1193 (Tableau 46) a révélé la présence de
plusieurs geénes de virulence bien établis, tels que fimH, chud, et kpsM II. Ces geénes sont
largement reconnus pour leur role dans la pathogénicité des souches d'E. coli, et leur détection
dans cette souche renforce I’hypothése selon laquelle le clone ST1193 pourrait étre un
pathogéne humain, potentiellement impliqué dans des infections urinaires et d’autres

pathologies cliniques liées a E. coli.
V.7.1.11.2.1.4- Epedimiologie de ST1193

Bien que le clone E. coli ST1193 soit largement documenté en Europe (Birgy et al.,
2019; Valenza et al., 2019b; Garcia-Meniiio et al., 2022b, 2024), en Asie (Ding et al., 2021;
Nguyen et al., 2021) et aux Etats-Unis (Tchesnokova et al., 2019), sa détection en Afrique
reste encore tres limitée (Yehouenou et al., 2021; Decano et al., 2021; Byarugaba et al.,
2023; Gomi et al., 2024). Dans cette étude, nous avons identifié un isolat ST1193 NLF , FQR
et producteur de blaCTX-M-15, ce qui suggere une introduction récente ou une circulation
silencieuse de ce clone dans la région. Selon (Valenza et al., 2019b). la présence de ST1193
en Allemagne représentait également une premicre, avec des isolats tous résistants a la
ciprofloxacine, appartenant au sérogroupe O75:H5 et au phylogroupe B2, comme décrit
auparavant (Kocsis et al., 2022). Ces isolats présentaient également les plasmides IncFIA et
IncFIB, fréquemment associés a la dissémination des génes blaCTX-M-14, blaCTX-M-15 et de
genes PMQR (comme aac(6')-1b-cr, gnr, gepA) (Pitout et al., 2022a). La résistance a la
ciprofloxacine chez ST1193 est principalement due a I’accumulation de quatre mutations
ponctuelles dans les génes de la gyrase et de la topoisomérase IV (gyrd S83L, gyrA DS7N, parC
S80I et parE L416F), également rapportées chez des isolats d’Australie (Pitout et al., 2022a).
La convergence des profils de virulence, de sérotypage, de phylotypage et des mécanismes de

résistance observés dans différentes régions renforce I’idée que le clone ST1193 présente une
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homogénéité génétique élevée, indépendamment de son origine géographique (Valenza et al.,

2019b).

V.7.1.11.2.1.5- Typage cgMLST de ST1193 en Algérie : premiéres données génétiques et

lien avec des souches européennes

Pour étudier la relation phylogénétique entre 1’isolat algérien ST1193 (LREC-468) et cinq
isolats ST1193 récemment récupérés dans un hopital du nord-ouest de I’Espagne, nous avons
réalisé¢ une analyse des polymorphismes mononucléotidiques (SNPs) basée sur le génome
central, représentant 95,65 % du génome de référence LREC-269 (5,4 Mb). Cette analyse a été
conduite a I’aide de I’outil CSI Phylogeny 1.4, et les distances SNP obtenues sont résumées

dans le Tableau 29/Tableau30.

L’isolat algérien LREC-468 présentait une distance minimale de 78 SNPs par rapport a
LREC-269, et une distance maximale de 128 SNPs par rapport 8 LREC-270, ce qui suggere

une relative proximité génétique avec certains isolats espagnols, mais aussi une diversité intra-

clonale notable.

Le 20 décembre 2024, nous avons ¢€largi notre analyse en consultant la base de données

EnteroBase (https://enterobase.warwick.ac.uk/) afin d’identifier des génomes ST1193 assignés

au cgST140226, basé sur le schéma cgMLST, proposé par (Achtman et al., 2022), qui constitue
une approche robuste pour I’identification de souches apparentées a partir de profils alléliques
partagés. Bien que des centaines de génomes ST1193 soient disponibles dans les dépots publics,
peu sont annotés avec des identifiants cgST, et encore moins répondent aux criteres de qualité
et de métadonnées requis pour une comparaison fine au niveau des SNPs. Le typage par
cgMLST, fondé sur 2 513 génes du génome central, offre une résolution bien supérieure au
MLST classique, en faisant un outil puissant pour retracer les dynamiques de transmission et
caractériser la structure des populations a différents niveaux taxonomiques, y compris le genre

(Achtman et al., 2022).

Nous avons identifié¢ un seul génome correspondant : ESC_RA5887AA, soumis en 2020
par I’Université d’Oxford dans le cadre du projet PRIEB21277. Une analyse comparative plus
étendue, incluant ce génome, a révélé que 82,6 % des positions nucléotidiques du génome de
référence (LREC-269) étaient communes a 1’ensemble des souches analysées. Notamment,

I’isolat algérien LREC-468 ne différait que par 55 SNPs d’ESC_RAS5887AA, ce qui représente
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la plus faible distance observée, suggérant une forte parenté¢ génomique et une dissémination
transcontinentale possible. Cette proximité est d’autant plus significative que, selon les
métadonnées du projet, ESC RAS887AA serait d’origine irlandaise, illustrant ainsi une

dissémination transcontinentale du clone ST1193.
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D LREC- 265
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Figure 32: Arbre phylogénétique basé sur I’analyse des SNP du génome entier (A) Arbre
phylogénétique basé sur le nombre de SNP par substitution dans le génome central des isolats ST1193
algérien et espagnols. La comparaison des génomes entiers (WGS) a permis d’obtenir un génome
central couvrant 95,65 % du génome de référence LREC-269 (5,4 Mb). (B) Arbre phylogénétique
intégrant les isolats ST1193 algérien, espagnols et ESC_RAS5887AA, montrant le nombre de SNP par
substitution. La comparaison WGS a abouti a un génome central couvrant 82,6 % du génome de

référence LREC-269 (5,4 Mb).(Ziadi et al., 2025)

Ces résultats révelent que le clone ST1193 circule activement a 1I’échelle internationale
et pourrait avoir été introduit en Afrique du Nord via des routes de transmission encore

inconnues.

Ce travail constitue le premier rapport génomique du clone ST1193 en Algérie, et
souligne I’'importance d’une surveillance génomique renforcée des uropathogenes
multirésistants dans la région. Cela refléte le fait que les bactéries ne connaissent pas de
frontiéres, et que le commerce mondial ainsi que les voyages internationaux facilitent la

diffusion des germes résistants a travers le monde. Cela complexifie davantage le défi posé par
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la résistance aux antimicrobiens et confirme qu’il s’agit d’un enjeu global et met en lumicre

I’urgence d’une surveillance génomique renforcée des uropathogeénes multirésistants dans la région

Peu importe ou émerge une bactérie résistante : si elle présente un avantage de survie et
de dissémination, elle peut rapidement se propager a d’autres régions du globe dans le contexte

de notre société mondialisée. (M. Y. Ahmed et al., 2024).

Déclaration de disponibilité des données

La séquence nucléotidique de ’isolat E. coli ST1193 a été déposée dans I’European
Nucleotide Archive (ENA) sous le code d’accession ERS22141751 et le code BioSample
SAMEA117078805, dans le cadre du projet BioProject ID PRJEB82513 (Ziadi et al., 2025).

1V.7.1.11.3- Complexe Clonal CC38

Le phylogroupe D était le deuxieme plus fréquent dans notre collection d’E. coli,
représentant 22,5 % des isolats, tous classés comme ExPEC. Ces isolats présentaient soit les
clonotypes fumC26 fimH35, soit fumC26 fimH-négatif (absence d’amplification de la séquence
interne de 489 pb du schéma de clonotypage) (Weissman et al., 2012b). Selon EnteroBase, tous
les génomes attribués au phylogroupe D (selon le schéma de Clermont) avec fumC26
fimH5/négatif sont associés au complexe clonal CC38, qui comprend le ST38, un clone a haut
risque et MDR, lié aux infections urinaires et sanguines, ainsi qu’a la dissémination mondiale
de la carbapénémase blaOXA-48 (Pengdbamba Dieudonné, 2024; Tanaka et al., 2025;
Peirano & Pitout, 2025).

Dans cette étude, deux isolats appartenant au clonotype D-CH26-Neg coexprimaient les
genes blaOXA-48-like et blaCTX-M-27, tandis qu’un isolat du clonotype D-CH26-5 associait
OXA-48-like a blaCMY-59. Des souches E. coli ST38 productrices d 'blaOXA-48 ont déja été
rapportées en Algérie, chez des hotes variés tels que la cigogne blanche (Ciconia ciconia)
migratrice (Bouaziz et al., 2018), dans I’eau des rivieres(Tafoukt et al., 2017), des échantillons
cliniques humains (Yagoubat et al., 2017) ainsi que chez les poulets de chair (Belmahdi et al.,
2016). Ces résultats confirment I’implication du complexe clonique CC38 dans la
dissémination de la résistance aux antimicrobiens dans cette région. Le géne blaCTX-M-15
(Tableau 45) est le plus fréquemment détecté parmi les isolats. Sur le plan phénotypique, tous

les 1solats présentent un profil de multirésistance, avec une résistance particuliérement
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fréquente a ’ampicilline, a I’amoxicilline/acide clavulanique, au cefuroxime, au céfotaxime, a
la ceftazidime, a 1’aztréonam, a la doxycycline et au triméthoprime-sulfaméthoxazole. Ces
données révelent la circulation d’un clone D (type fimH5) hautement résistant et virulent, jouant

un rdle clé dans 1’épidémiologie locale des infections 8 MDR E. coli

La présence des genes blaCTX-M-15, blaCTX-M-27 et blaCMY au sein du complexe
clonique CC38 a été rapportée par (Mo et al., 2023), renforcant I’implication de ce clone dans

la dissémination des B-lactamases a spectre étendu.

Aussi Le Tableau 48 présente les caractéristiques phénotypiques et moléculaires des
isolats du CC38. Tous sont classés comme ExPEC, en raison de la présence de multiples génes
de virulence spécifiques, une classification conforme a celle rapportée par (Fonseca et al.,
2022), Cette appartenance suggere une origine extra-intestinale, typiquement associée aux
infections urinaires. Toutefois, seul un isolat posséde les trois genes caractéristiques des
souches UPEC, incluant notamment vat, tandis que les autres n’en présentent que deux. Ce qui
pourrait renforcer la virulence du clone ST38. Cela soutient I’hypothéese selon laquelle certaines
souches ST38 constituent des clones hybrides entre UPEC et EAEC (enteroaggregative E. coli),
comme le confirment les observations de (Rafaque et al., 2019; Fonseca et al., 2022), qui ont
identifié la présence simultanée de facteurs de virulence intestinaux et extra-intestinaux chez

ces souches.

L'augmentation rapide des infections a EXPEC résistantes aux antibiotiques a conduit a
un biais dans la déclaration des souches d’E. coli montrant une résistance aux -lactamines a
large spectre, aux carbapénémes et aux FQs (Chowdhury et al., 2023). Cependant, dans notre
étude, seule une souche a exhibé une FQR. Il est important de noter que la résistance aux
antibiotiques peut varier selon les régions géographiques ou les périodes temporelles. Dans
certaines zones, la FQR peut ne pas étre aussi prédominante qu’ailleurs, ce qui pourrait
expliquer pourquoi, dans notre étude, seule une souche a montré une résistance a ces

antibiotiques.
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Tableau 48: Caractéristiques phénotypiques et génétiques des isolats E. coli EXPEC CC38 : profils de résistance, génes de virulence et clonotypes.

Isolat | UPEC | ExPEC | Profil de résistance aux FQR | Génes de Génes de virulence Clonotype
antibiotiques résistance

EC14 |0 01 AMP, AMC, CXM, CTX, CAZ, 0 blaCTX-M-15 | Fyud, chuA, uidA, afa/draBC, kpsM I1, 26-5
ATM, NAL, DOX, SXT iutA, arpA, yjaA, TspE4.C2, FumC, FimH

EC16 |0 01 AMP, AMC, CXM, CTX, CAZ,ETP, | 0 blaCTX-M-27 | Fyud, chuA, uidA, afa/draBC, kpsM II, 26-neg
ATM, DOX + blaOXA48 arpA, yjad, TspE4.C2, FumC, FimH

EC18 |0 01 AMP, AMC, CXM, FOX, CTX, CAZ, | 0 blaCMY-59 + | Fyud, chuA, uidA, afa/draBC, kpsM II, 26-5
ETP, GEN, TOB, SXT blaOXA48 arpA, yjad, TspE4.C2, FumC, FimH

EC21 | O 01 AMP, AMC, CXM, FOX, CTX, CAZ, | 0 blaCTX-M-27 | Fyud, chuA, uidA, afa/draBC, kpsM I, 26-neg
ETP, ATM, DOX + blaOXA48 arpA, yjaAd, TspE4.C2, FumC, FimH

EC33 |0 01 AMP, AMC, CXM, CTX, CAZ, 0 blaCTX-M-15 | Fyud, chuA, uidA, afa/draBC, kpsM I, 26-5
ATM, NAL, AMK, DOX, SXT iutA, arpA, yjaA, TspE4.C2, FumC, FimH

EC34 |0 01 AMP, AMC, CXM, CTX, CAZ, 0 blaCTX-M-15 | Fyud, chuA, uidA, afa/draBC, kpsM I, 26-neg
ATM, NAL, DOX, SXT iutd, arpA, yjad, TspE4.C2, FumC, FimH

EC36 |0 01 AMP, AMC, CXM, CTX, CAZ, 0 blaCTX-M-15 | FyuAd, chuA, uidA, afa/draBC, kpsM 11, 26-5
ATM, NAL, DOX iutd, arpA, yjad, TspE4.C2, FumC, FimH

EC39a | 0 01 AMP, AMC, CXM, CTX, CAZ, 01 blaCTX-M-15 | — Fyud, chuA, uidA, afa/draBC, kpsM II, 26-5
ATM, NAL, CIP, DOX, SXT iutA, arpA, yjad, TspE4.C2, FumC, FimH

EC48 |0 01 AMP, AMC, CXM, CTX, CAZ,ETP, | 0 blaCTX-M-15 | — FyuA, chud, uidA, afa/draBC, kpsM 11, 26-5
ATM, NAL, AMK, DOX, SXT iutA, arpA, yjad, TspE4.C2, FumC, FimH

EC42 |01 01 AMP, AMC, NAL, DOX, SXT 0 Non BLSE vat, Fyud, chuA, uidA, afa/draBC, kpsM 11, | 26-5

iutA, arpA, yjad, TspE4.C2, FumC, FimH
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V.7.2- Analyse Moléculaire du K. Pneumoniae

V.7.2.1- Détection de génes de résistances chez K. pneumoniae

Le géne blaCTX-M-15 était le principal BLSE retrouvé chez K. pneumoniae (72.72 %)
(Figure 33). Ce résultat est en accord avec plusieurs études menées en Algérie (Belbel et al.,
2014; Zemmour et al., 2021; Rahmani et al., 2023) ainsi qu’a I’international, notamment au
Portugal (Carvalho et al., 2021). De plus, deux isolats producteurs de blaCTX-M-15 co-
produisaient blaSHV ( 9.10%), un taux similaire a celui rapporté par (Yaici et al., 2017; H.
Yousfi et al., 2019), bien que (belbel Zineb, 2014) aient observé une prévalence plus ¢élevée.
Par ailleurs, (9.10%) de notre collection étaient exclusivement producteurs de blaSHV, un

résultat également observé par (Caneiras et al., 2019; Zemmour et al., 2021).

blaCTX-M-194 4.54%

blaTEM-1 4.54%

blaSHV+blaCTX-M-15 9.10%

blaSHV 9.10%

Figure 33: Distubution des génes des réistance aux antibiotiuges cher K. pneumouniae.

De plus, deux isolats résistants a ’ertapénéme étaient positifs pour le gene blaNDM
(Tableau 49) ce qui complique considérablement les options thérapeutiques en raison de la co-
occurrence de résistances aux carbapénemes et aux BLSE dans un méme isolat. La présence
simultanée des genes blaCTX-M-15 et blaNDM chez K. pneumoniae avait déja été signalée
dans deux échantillons urinaires prélevés sur un patient hospitalis¢é au CHU d’Annaba en 2014
(Abderrahim et al., 2022), et aussi dans I’étude de (Sassi et al., 2014). La présence de blaNDM

a également été signalée dans d’autres études menées & Oum El Bouaghi (Rahmani et al,
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2023), ainsi qu’a Tébessa et Annaba, toutes situées dans I’est de 1’ Algérie. Plusieurs hypothéses

peuvent expliquer I’émergence de cette enzyme dans cette région, notamment la proximité de

Tébessa et Annaba avec la Tunisie, ou une forte mobilité transfrontaliére est observée

(Abderrahim et al., 2017). La Tunisie a déja rapporté 1’émergence de blaNDM (Messaoudi et

al., 2017) ou aussi en association avec blaOXA-48 (Ben Nasr et al., 2013). Par ailleurs, des

¢tudes récentes en Algérie ont mis en évidence la présence de blaNDM chez des animaux et

dans I’alimentation (Mairi et al., 2020; Chaalal et al., 2021). En 2023, la prévalence globale de

cette enzyme en Algérie était de 8,2 %, un taux inférieur a celui du Maroc (39,9 %), de I’Egypte

(39,9 %) et de la Tunisie (20,3 %) (KediSaletSe et al., 2023).

Tableau 49 : Genes de résistance aux antibiotiques de souches d’ K. pneumoniae isolées

de patients du milieu hospitalier et la communitg.

Isolat | Type de AmpC Autres f | Isolat | Type de AmpC Autres f
BLSE et/ou lac BLSE et/ou lac
Carba Carba
Kp 1 | blaCTX-M- Kp 17 | blaCTX-M-
15 15
Kp 4 | blaCTX-M- Kp 20 | blaCTX-M-
15 15
Kp S | blaCTX-M- Kp 21 | blaCTX-M-
194 15
Kp 6 | blaCTX-M- Kp22 blaTEM-1
15
Kp 7 | blaCTX-M- Kp 24 | blaCTX-M-
15 15
Kp9 | blaCTX-M- Kp 25 | blaCTX-M-
15 15
Kp blaCTX-M- | BlaNDM KP26 | blaCTX-M- blaSHV-
10 15 15 148
Kp blaCTX-M- KP27 | blaCTX-M-
12 15 15
Kp blaCTX-M- blaSHV- | KP 28
14 15 148
Kp KP 29 blaSHV-
15 187
Kp blaCTX-M- | blaNDM kp 30 blaSHV-
16 15 172

D’autres études ont confirmé la large diffusion du géne blaCTX-M-15 en Algérie, avec

une prévalence élevée chez les isolats de K. pneumoniae producteurs de BLSE dans des

¢tablissements cliniques, notamment a ’CHU d’Oran ou presque tous les isolats BLSE

142




Partie Expérimentale
Chapitre V : Résultats et discussion

portaient ce géne (Zemmour et al., 2021). A 1’'Hopital Militaire Régional Universitaire d’Oran,
37,5 % des isolats étaient producteurs de BLSE (Benbrahim et al., 2021) et des souches
résistantes aux carbapénémes ont également été rapportées au CHU d’Annaba, portant les
carbapénémases OXA-48 et KPC-2 chez des patients du service d’urologie (Brahmia et al.,
2021b). Ces données confirment 1’émergence continue de souches multirésistantes de K.
pneumoniae dans les hopitaux algériens, nécessitant un renforcement de la surveillance et des

mesures de prévention des infections.
V.7.2.2- Détection des K. pneumoniae hypervirulentes (hvKP)

Sur le plan de la virulence, K. pneumoniae se divise en deux pathotypes : les souches
classiques (cKp), responsables d’infections nosocomiales fréquentes chez les patients agés ou
immunodéprimés, et les souches hypervirulentes (hvKp), capables de provoquer des infections
séveres méme chez des individus sains. Alors que les tests phénotypiques comme le "string
test" (>5 mm) ont longtemps servi de critére d’identification, leur manque de spécificité a

conduit a privilégier la détection de cinq geénes plasmidiques (peg-344, rmpA, rmpA2, iroB et

iucA) comme meilleurs marqueurs moléculaires de I’hypervirulence (Russo & Marr, 2019;

Tang et al., 2025).
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Figure 34: Test de "string" positif indiquant une hypermuco-viscosité.

Dans notre collection, quatre isolats présentaient un phénotype hypermiscoviscosité,
mais seulement deux étaient positifs pour le test de string dans les quatre milieu (Tableau 50)
(Figure 34) et portaient trois des cinq geénes de virulence (peg-344, rmpA et iucA). Fait
préoccupant, ces deux isolats étaient également porteurs des génes blaNDM et blaCTX-M-15
(Tableau 50), illustrant la convergence alarmante entre virulence accrue et multirésistance.
Bien que les souches hvKp aient été initialement sensibles aux antibiotiques courants, la récente
émergence de souches MDR-hvKp, notamment le clone ST23 porteur de carbapénémases dans
plusieurs pays européens, représente une menace sanitaire majeure (European Centre for
Disease Prevention and Control.,, 2024). Nos résultats confirment cette évolution
préoccupante en Algérie, soulignant la nécessité urgente d’une surveillance continue et d’une

adaptation des stratégies thérapeutiques et de contrdle des infections.
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Tableau 50: Principales caractéristiques de virulence et de résistance aux antibiotiques des

quatre souches phénotypiques hypermucoviscieuses de K. pneumoniae (Ziadi et al., 2025).

ML : Macconky Lactose, MH : Mulleur Hinton, TSA : ; GS :Gélose au sang

Isolat  Phénotype Résistance phénotypique Génes de Génes bla
Hypermucoviscosite virulence
(HMV
ML MH TSA GS
KP6b  + - + - AMP, CXM, CTX, CAZ, terB CTX-M-15
AZT, CIP, FOS
KP10c + . + + AMP, AMC, CXM, FOX, iucA, peg-  NDM, CTX-
CTX, CAZ, ETP, AZT, 344, rmpA  M-15
NAL, CIP, GEN, TOB,
NIT, FOS
KP16 + . + + AMP, AMC, CXM, FOX, iucA, peg-  NDM, CTX-
CTX, CAZ, ETP, AZT, 344, rmpA  M-15

NAL, CIP, GEN, TOB,
TGC, NIT, FOS, TMP-SXT,
CHL
KP20a + + - - AMP, CXM, CTX, CAZ, terB CTX-M-15
AZT, CIP, FOS, TMP-SXT
Ce type des isolats producteurs de blaNDM est qu’ils appartiennent au type carbapenem-

resistant hypervirulent K. pneumoniae (CR-hvKP), caractérisé par la combinaison des génes
rmpA/ucA et un test de ficelles positif sur quatre milieux de culture différents (Tableau 50)
(Figure 33). Cette combinaison est considérée comme un critére fiable pour identifier les
véritables souches 4vKP, une observation soutenue par (G. Li et al., 2019) dans une étude in
vivo. Le géne rmpA joue un rdle indispensable dans I’hypermucoviscosité des souches (Li et
al., 2019), bien qu’il ne soit pas systématiquement associ¢ a I’hypervirulence (Li et al., 2019).
Le hvKP est fréquemment retrouvé en communauté, mais les souches MDR-hvKP affectent
aussi bien les patients hospitalisés que les patients de la communauté(Zhu et al., 2021) . La
prévalence la plus €levée de ce type de AhvKP a été observée dans la région de I’ Asie-Pacifique
(Sellick et Russo, 2018). L’ acquisition de la multirésistance par le ~7vKP représente un défi
croissant, comme le soulignent plusieurs études récentes (W. Li et al., 2014). De nombreuses
¢tudes ont démontré que K. pneumoniae résistant aux carbapénemes (CR-KP) est associé a une

morbidité et une mortalité élevées, notamment les souches CR-hvKP (Holt et al., 2015).

La premiere détection de CR-hvKP remonte a 2018 en Chine (Gu et al., 2018). Nos
résultats sont en accord avec une étude de cas menée au Soudan, qui a rapporté un isolat MDR

CTX-M-15-produisant h/vKP associé a une infection urinaire (Altayb et al., 2022).
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Les entérobactéries constituent le principal agent responsable des infections urinaires,
en particulier les souches multirésistantes aux antibiotiques couramment utilisés, notamment
les céphalosporines de troisiéme génération et la ciprofloxacine. Parmi ces bactéries, E. coli et
K. pneumoniae jouent un réle prépondérant. L’émergence de clones complexes tels que ST131,
ST1193 et ST38, ainsi que des souches hypervirulentes de K. pneumoniae, associées a la
multirésistance, représente un probléme majeur de santé publique a 1’échelle mondiale, posant

un défi considérable en maticre de prise en charge et de contrdle des infections.

Cette ¢tude, la premic¢re menée dans la région de Tébessa, a mis en évidence un taux
¢levé d’entérobactéries productrices de BLSE associées aux infections urinaires. Des taux de
résistance préoccupants ont également ¢été observés pour les fluoroquinolones, le

triméthoprime-sulfaméthoxazole.

L’analyse moléculaire des génes de résistance a permis d’identifier divers génes codant
des B-lactamases, notamment blaCTX-M-15, blaCTX-M-27, blaCTX-M-1, blaTEM, blaCMY-2
et blaOXA-48 chez E. coli, ainsi que blaCTX-M-15, blaCTX-M-194, blaSHV et NDM chez K.

pneumoniae, avec une prédominance de blaCTX-M-15.

Pour la premiére fois en Algérie, nous avons isolé deux souches cliniques de E. coli co-
exprimant une BLSE de type blaCTX-M-27 associée a une carbapénémase blaOXA-48. De plus,
nous avons identifi€¢ pour la premiere fois une souche clinique de E. coli appartenant au clone
ST1193, productrice de blaCTX-M-15 et présentant une résistance aux FQR ainsi qu’un
phénotype multirésistant. De maniéere inédite, nous avons également détecté un pourcentage
important de souches CC131 productrices de blaCTX-M-15 et FQR, ainsi que le clone CC38,
dont deux souches co-produisent blaOXA-48 et blaCTX-M27 et appartiennent au phylotype D.
En outre, tous les clones CC131 et CC1193 appartiennent au phylotype B2, qui est prédominant.

La majorité des souches isolées sont des EXPEC, et prés de la moiti¢ sont UPEC, tandis que

certaines ne relévent ni de UPEC ni de ExPEC.

Enfin, cette étude met en évidence 1’augmentation inquiétante de la résistance aux antibiotiques
dans la région de Tébessa, en particulier en lien avec les facteurs de virulence et I’émergence
de clones complexes tels que ST1193 et les souches hypervirulentes productrices de blaCTX-

M-15 et blaNDM.

11 est aujourd’hui impératif d’adopter des mesures strictes, notamment 1’utilisation rationnelle

des antibiotiques disponibles, le renforcement des mesures d’hygiene hospitalicre et la mise en
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place de réseaux locaux et nationaux de surveillance de la résistance aux antibiotiques. Ces
efforts sont cruciaux pour limiter la dissémination des souches multirésistantes, en particulier
dans les établissements de santé ou la prise en charge des patients est une priorité. Cette
problématique est d’autant plus critique pour les patients immunodéprimés, chez qui les

infections causées par des pathogénes MDR sont associées a une mortalité accrue.

L’émergence de ces mécanismes de résistance en Algérie, mise en évidence par cette étude et
d’autres recherches, souligne la nécessité d’intégrer les techniques de diagnostic moléculaire
dans les pratiques cliniques. Ces approches pourraient jouer un role clé dans I’amélioration de

la prise en charge des infections urinaires et d’autres infections bactériennes.
Perspectives
Dans le cadre de futures recherches, il serait intéressant de compléter cette étude par :

e Une analyse génomique approfondie des clones complexes ST131 productrices
blaCTX-M15, ST38 co-productrices blaCTX-M27 et blaOXA48 et des souches
hypervirulentes de K. pneumoniae productrice blaNDM.

e L’évaluation de traitements alternatifs face a 1’émergence de ces souches

multirésistantes.
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Abstract: Background: High-risk Escherichia coli clones, such as sequence type (ST)131 and
ST1193, along with multidrug-resistant (MDR) Klebsiella pneumoniae, are globally recognized
for their significant role in urinary tract infections (UTIs). This study aimed to provide
an overview of the virulence factors, clonal diversity, and antibiotic resistance profiles of
extended-spectrum cephalosporin (ESC)-E. coli and K. pneumoniae causing UTIs in humans
in the Tebessa region of Algeria. Methods: Forty E. coli and 17 K. pneumoniae isolates
exhibiting ESC-resistance were recovered (July 2022-January 2024) from urine samples of
patients at three healthcare facilities to be phenotypically and genotypically characterized.
Whole genome sequencing (WGS) was performed on the ST1193 clone. Results: Among
K. pneumoniae isolates, all except one harbored CTX-M-15, with a single isolate carrying
blactxn-194- Additionally, two K. pneumoniae isolates co-harboring blactx-m-15 and blanpm
exhibited phenotypic and genotypic hypervirulence traits. Fluoroquinolone resistance
(FQR) was detected in 94.1% of K. pneumoniae isolates. The E. coli isolates carried diverse
ESC-resistance genes, including CTX-M-15 (87.5%), CTX-M-27 (5%), CTX-M-1, CMY-59,
and CMY-166 (2.5% each). Co-carriage of blagsc and blagxa-4g was identified in three E.
coli isolates, while 62.5% exhibited FQR. Phylogenetic analysis revealed that 52.5% of E.
coli belonged to phylogroup B2, including the high-risk clonal complex (CC)131 CH40-30
(17 isolates) and ST1193 (one isolate). In silico analysis of the ST1193 genome determined
075:H5-B2 (CH14-64), and the carriage of Incl1-I(Alpha) and IncF [F-:A1:B10] plasmids.
Notably, core genome single-nucleotide polymorphism (SNP) analysis demonstrated high
similarity between the Algerian ST1193 isolate and a previously annotated genome from a
hospital in Northwest Spain. Conclusions: This study highlights the spread and genetic
diversity of E. coli CC131 CH40-30 and hypervirulent K. pneumoniae clones in Algeria. It
represents the first report of a CTX-M-15-carrying E. coli ST1193 in the region. The findings
emphasize the urgent need for antibiotic optimization programs and enhanced surveillance
to curb the dissemination of high-risk clones that pose an increasing public health threat
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in Algeria. A simplified method based on virulence traits for E. coli and K. pneumoniae is
proposed here for antimicrobial resistance (AMR) monitoring.

Keywords: urinary tract infection (UTI); Escherichia coli; Klebsiella pneumoniae; ST131; ST1193;
ESBL; carbapenemases; Algeria

1. Introduction

Urinary tract infections (UTIs) are the second most common infectious disease in
humans, after respiratory tract infections, in healthcare-associated centers and the com-
munity worldwide [1]. UTIs affect millions of individuals annually, are associated with
decreased quality of life, and pose a significant clinical and economic burden [2]. Women
are particularly susceptible, with approximately 50% to 60% of women experiencing at
least one UTI during their lifetime [3,4]. Data from 1990 to 2021 revealed that UTIs showed
an upward trend, with a particularly pronounced disease burden among women, older
men, and low-middle sociodemographic index regions [5]. Furthermore, the impact esti-
mation of UTIs in 2021 was 287,200 deaths associated with bacterial antimicrobial resistance
(AMR), including 67,467 deaths directly attributable to bacterial AMR, being the fourth
leading cause of death associated with AMR worldwide [5,6]. Tropical Latin America
and low-middle sociodemographic index regions exhibited the highest impact in terms of
prevalence, death rate, and disability-adjusted life-years (DALYs) [5].

A wide range of virulence factors and multidrug-resistant (MDR) pathogenic strains
are described in the pathogenicity and resistance of the uropathogenic agents, making it
more difficult to manage these complicated infections. Among them, Escherichia coli is the
predominant causative agent of UTIs, and Klebsiella pneumoniae is recognized as the second
contributor to UTIs. Both E. coli and K. pneumoniae exhibit a variety of virulence factors that
enable them to adhere to, invade, and persist in the urinary tract, often resulting in acute
or chronic infections [4]. These pathogens also exhibit increasing resistance, especially
to cephalosporins, fluoroquinolones, and carbapenems, leading to longer hospital stays,
increased healthcare costs, and treatment failures [6]. Globally, 0.26 million deaths (95%
uncertainty interval [UI]: 0.18-0.36) were associated with bacterial AMR in UTIs in 2019 [7].

Among E. coli strains, infections of MDR high-risk clones such as ST38, ST131, ST167,
ST405, ST410, ST648, and ST1193 are commonly reported [8-10]. ST131 is considered the
most prominent, while ST1193 appears to be emerging as a significant clone following a
trajectory similar to that of the globally dominant ST131 lineage. It exhibits strong virulence
potential, efficient human-to-human transmission, and adaptability to both community
and hospital environments. Its rise is particularly concerning due to its co-resistance to
multiple antibiotic classes and its frequent carriage of key resistance determinants such as
blactx-m and mutations in gyrA/parC, conferring fluoroquinolone resistance (FQR) [11].
MDR clones are often linked to resistance to FQR, with many also producing cefotaximases
(CTX-M), a family of extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) enzymes which confer
resistance to extended-spectrum cephalosporins (ESC), thereby limiting the effectiveness of
this last resort class of antibiotics and significantly reducing available treatment options in
clinical settings [9-12].

On the other hand, ESBL and carbapenemase-encoding K. pneumoniae are globally
disseminated and cause infections that are often difficult to treat. According to the 2024
WHO Medically Important Antimicrobials (MIA) List, ESBL-producing and carbapenemase-
producing E. coli and K. pneumoniae are highlighted as critical threats due to their resistance
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to critically important antimicrobials (CIAs), underscoring the need for strengthened
antimicrobial stewardship across human, animal, and environmental health sectors [13].

In Algeria and other low- and middle-income countries (LMICs), the prevalence of
MDR uropathogens is notably high, exacerbated by the lack of robust antibiotic stewardship
programs. The study “Global burden of bacterial antimicrobial resistance in 2019: a
systematic analysis”, published in The Lancet [6], reported that the Middle East and North
Africa (MENA) region experienced a significant impact from AMR in 2019. Specifically,
there were approximately 7687 deaths (95% uncertainty interval: 6663-8969) associated
with UTIs in the MENA region during that year.

Recent studies have underscored the growing public health threat posed by MDR
uropathogens in Algeria, particularly E. coli and K. pneumoniae. In a study conducted in
the Tizi-Ouzou region between 2017 and 2019, E. coli isolates recovered from UTI patients
exhibited high levels of resistance to frequently used antibiotics, including ampicillin,
trimethoprim-sulfamethoxazole, and fluoroquinolones [14]. In parallel, several investiga-
tions have reported the emergence and dissemination of MDR K. pneumoniae in Algeria.
Notably, carbapenemase-producing strains such as KPC-2 and OXA-48 have been detected
in clinical settings, with clonal dissemination of high-risk lineages like ST258, ST101, and
ST512 [15,16]. For instance, KPC-2-producing K. pneunioniae ST512 was isolated from cere-
brospinal fluid in 2014 [15], while a 2016-2017 study in Annaba Hospital documented the
first cases of KPC-2-producing K. pneumoniae ST258, alongside an outbreak involving ST101
strains harbouring the blagxa-4s gene in a urology department, suggesting nosocomial
transmission [16]. Moreover, isolates collected in 2018 from a military hospital in Oran
showed carriage of ESBL-encoding genes such as blactx.v and blatgy, often associated
with biofilm formation, which can further complicate treatment and infection control [17].
These data collectively highlight the alarming spread of MDR Enterobacteriaceae and
the importance of coordinated national strategies to curb resistance in both community
and hospital settings. In Tebessa province, another study demonstrated the correlation
between inappropriate antibiotic use and the increasing prevalence of ESBL-producing
bacteria [18]. Similar patterns have been observed in other regions, where antibiotics are
frequently dispensed without prescriptions or proper medical oversight [19,20]. These
challenges are compounded by the limited availability of coordinated national surveillance
data, with most reports stemming from academic studies rather than systematic public
health monitoring [21].

This study aims to contribute to this growing body of evidence by characterizing the
virulence and antibiotic resistance profiles of E. coli and K. pneumoniae isolates causing
UTISs in the Tebessa region of Algeria. By exploring a simplified laboratory workflow for
AMR monitoring, this work seeks to support the development of cost-effective surveillance
approaches. A clearer understanding of local epidemiological trends is essential to guide
therapeutic choices, inform infection control measures, and strengthen national AMR
surveillance capacity.

2. Results

The present study comprised 57 non-duplicate isolates, 40 E. coli and 17 K. pneumoniae,
recovered from urine samples at three healthcare facilities in northeast Algeria from July
2022 to January 2024 (Tables S1 and S2).

2.1. Escherichia coli Collection

A total of 40 non-duplicate E. coli isolates were recovered from patients in three
healthcare facilities in the Tebessa region, Algeria, including 9 isolates from male and
31 from female patients. All isolates tested positive for the uidA target-specific species
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gene [22]. Phenotypic characterization on MacConkey Lactose agar revealed that four
isolates (10%) were non-lactose fermenters (NLF) (Table S1).

2.1.1. Antimicrobial Susceptibility Testing (AST) and Genotypic Characterization of
bla Genes

Antimicrobial susceptibility testing (AST) revealed that all E. coli isolates were resistant
to ampicillin, cefuroxime, cefotaxime, and ceftazidime. As shown in Figure 1, most of the
isolates (>50%) exhibited resistance to aztreonam, amoxicillin-clavulanic acid, nalidixic
acid, sulfamethoxazole, ciprofloxacin, doxycycline, and tobramycin. Notably, four isolates
(10%) were resistant to ertapenem. All isolates were classified as MDR, exhibiting resistance
to at least one drug in three or more antimicrobial categories [23], and 62.5% demonstrated
FOR (Figure 1).
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Figure 1. Prevalence of antimicrobial resistance among the 40 E. coli isolates analysed in this study.
Minimum inhibitory concentrations (MICs) were interpreted according to EUCAST 2025 and CLSI
2024 clinical breakpoints. Abbreviations: AMP, ampicillin; AMC, amoxicillin/clavulanic acid; CXM,
cefuroxime; FOX, cefoxitin; CTX, cefotaxime; CAZ, ceftazidime; ETP, ertapenem; AZT, aztreonam;
NAL, nalidixic acid; CIP, ciprofloxacin; GEN, gentamicin; TOB, tobramycin; AMI, amikacin; D,
doxycycline; TGC, tigecycline; NIT, nitrofurantoin; FOS, fosfomycin; TMP-SXT, trimethoprim-
sulfamethoxazole; CL, colistin; CHL, chloramphenicol; FQR, fluoroquinolone resistance.

The isolates were subsequently analysed by PCR to detect the presence of blagsgr. (SHV,
CTX-M), blacny, and blacarpa (VIM, IMP, OXA, NDM, KPC) genes, followed by Sanger
sequencing. The collection exhibited different ESC enzymes, including CTX-M-15 (87.5%),
CTX-M-27 (5%), as well as CTX-M-1, CMY-59, and CMY-166 (2.5% each). The blapx s
gene was detected in three E. coli isolates resistant to ertapenem, which also harboured
CTX-M-27 (two isolates) and CMY-59 (one isolate). None of the isolates tested positive for
mcr (1 to 5) genes or showed polymyxin resistance (Table S1).

2.1.2. Virulence Traits

The screening of virulence factors associated with enhanced urinary tract colonization
indicated that 18 out of the 40 isolates (45%) met the criteria for UPEC status, defined by
the presence of at least three of the specific virulence genes (chuA, fyuA, vat, and yfcV) [24].
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Individually, chuA, fyuA, vat, and yfcV were detected in 77.5%, 80%, 5%, and 52.5% of the
isolates, respectively.

Furthermore, 72.5% of the isolates were classified as ExXPEC based on the presence
of at least two of the five key virulence markers: papAH, sfa/focDE, afa/draBC, kpsMII, and
iutA [25]. The individual prevalence of these genes among the isolates was 40%, 0%, 30%,
57.5%, and 77.5%, respectively (Table S1).

2.1.3. Clonal Groups

Using the PCR method described by Clermont et al. [26,27], five E. coli phylogroups
were identified among the 40 isolates. Phylogroups B2 and D were the most prevalent, ac-
counting for 52.5% and 22.5% of the isolates, respectively. The remaining isolates belonged
to phylogroups B1 (12.5%), A (7.5%), and F (5%) (Table 1).

Presumptive identification of the pandemic clonal complex (CC)131 was performed
via PCR screening for the rfbO25b and fliCyy4 gene markers [28,29] with 17 out of 40 isolates
(42.5%) testing positive for both. Additionally, the fliCys5 gene, typically associated with
clones such as ST1193 or CC131 of clade A [9,30] was determined in one NLF isolate (2.5%)
(Table S1).

Clonotyping identified 14 distinct fumC-fimH combinations. Notably, 42.5% of the
isolates exhibited clonotype CH40-30, which is typically associated with CC131 [9,31,32].
The second most prevalent clonotype, CH26-5, was detected in 15% of the isolates. Notably,
UPEC status was associated with phylogroup B2 isolates, whereas ExXPEC status was linked
to both B2 and D isolates (Table 1).

Table 1. Clonotypes determined among the 40 E. coli isolates.

Phylogroup Clonotype (CH) ? No Isolates UPEC Status ® ExPEC Status © FQR
CH40-30 17 15 16 17
CH14-64 1 1 1 1
B2 CH108-Neg 2 2 2 1
CH1012-Neg 1 0 0 1
CH26-5 6 0 6 1
B CH26-Neg 3 0 3 0
CH65-27 2 0 0 0
Bl CH27-54 1 0 0 0
CH65-32 1 0 0 0
CH7-604 1 0 0 0
CH11-54 1} 0 1 1
A CH11-Neg 1 0 0 1
CH7-94 1 0 0 0
F CH88-Neg 2 0 0 2

2 Eight distinct fimH alleles were determined within the 40 E. coli. (Neg): Nine isolates showed no amplification of
the 489-bp internal sequence of the fimH gene targeted for clonotyping [31] despite all 40 E. coli isolates testing
positive for finH using primers and conditions described by Johnson and Stell [33]. ® UPEC status. + positive for
>3 of the following genes: chuA, fyuA, vat, and yfcV [24]. < EXPEC status. + positive for >2 of these five markers:
papAH, sfa/focDE, afa/draBC, kpsMII, and iutA [25]. FQR, fluoroquinolone resistance.

Characterization of Clonal Complex (CC) 131 Isolates

The most prevalent clonal group O25b:H4-B2 (CH40-30) CC131, identified in 17 iso-
lates, exhibited FQR (100%), carriage of blactx-m-15 (100%), and virulence profiles accom-
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plishing ExPEC (16 of 17, 94.1%) and UPEC (15 of 17, 88.2%) status (Table 1). Remark-
ably, one CC131 isolate displayed non-susceptibility to ertapenem, though the underlying
genetic mechanism could not be determined. High levels of resistance were observed
against tobramycin (16 isolates, 94.1%), amoxicillin/clavulanic acid (15 isolates, 88.2%),
sulfamethoxazole (13 isolates, 76.5%), gentamycin (13 isolates, 76.5%), and doxycycline
(10 isolates, 58.8%).

Using the virotyping scheme proposed by Dahbi et al. [30], virotype F was identified
in seven isolates (41.2%), while virotype E was detected in three isolates (17.6%). Among
the extraintestinal virulence markers included in this scheme, the specific pilus tip adhesin
molecule type II associated with pyelonephritis (papGII) was present in all isolates, the
secreted autotransporter toxin (sat) was detected in 14 isolates (82.3%), and the K5 group II
capsule (kpsMII-K5) was found in 10 isolates (58.8%). Notably, the co-occurrence of papGlII,
cnf1 (cytotoxic necrotizing factor 1), and hlyA (o-hemolysin) was observed in three isolates
of virotype E(17.6%) (Table 2).

Table 2. Phenotypic resistance and virulence profile of the 17 CC131 E. coli isolates.

UPEC ExPEC s & Phenotypic Virulence Genes
Tsolats: Status®  Status? Virotype Resistance 4 Profile DlaGiextes
AMP, CXM, CTX, CAZ, fyuA, yfeV, chuA,
Ec4 + + NT AZT,NAL, CIP, TOB, papAH, iutA, CTX-M-15
AMI, TMP-SXT kpsMII-K5, papGII
AMP, AMC, CXM, CTX, fyuA, yfcV, chuA,
Ec5 + + NT CAZ, AZT,NAL, CIP, papAH, iutA, CTX-M-15
TOB, AMI, D, TMP-SXT kpsMII-K5, papGII
AMP, AMC, CXM, CTX,
CAZ, AZLNAL Clp,  J/uAufv, chud,
Ec8 + + F papAH, iutA, CTX-M-15
GEN, TOB, AMI, kpsMII-K5, sat, papGII
TMP-SXT : P
AMP, AMC, CXM, CTX, fyuA, yfeV, chuA,
Ec10 + + F CAZ, AZT,NAL, CIP, papAH, iutA, CTX-M-15
GEN, TOB kpsMII-K5, sat, papGII
AMP, AMC, CXM, CTX, fyuA, yfcV, chuA,
Ecl9a + + F CAZ, AZT,NAL, CIP, papAH, iutA, CTX-M-15
GEN, TOB kpsMII-K5, sat, papGII
AMP, AMC,CXM, CTx, 1 eV, duid,
Ec20a & + E CAZ, AZT,NAL, CIP, papeict, s, CTX-M-15
kpsMII-K5, sat, papGlII,
GEN, TOB
cnfl, hlyA
AMP, CXM, CTX, CAZ, fyuA, yfcV, chuA,
Ec22 + + F AZT,NAL, CIP, GEN, papAH, iutA, CTX-M-15
TOB, TMP-SXT kpsMII-K5, sat, papGII
AMP, AMC, CXM, CTX,
CAZ, AZT,NAL, CIP, fyuA, yfcV, chuA,
Bes # - N, TOB, AMI, D, papAH, papGII CReMEL
NIT, TMP-SXT
AMP, AMC, CXM, CTX, fyuA, yfeV, chuA,
Ec28 + + NT CAZ, AZT,NAL, CIP, papAH, iutA, CTX-M-15
GEN, TOB, TMP-SXT sat, papGII
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Table 2. Cont.
UPEC ExPEC S 3 Phenotypic Virulence Genes
Isolate Status ? Status © Viratype Resistance 4 Profile bl Geries
AMP, AMC,CXM, CTX,  fyuA, yfcV, chuA,
Ec30 + + NT FOX, CAZ, ETP, AZT, papAH, iutA, CTX-M-15
NAL, CIP, TMP-SXT sat, papGII
AMP, AMC, CXM, CTX
£ ’ 2 ! SfyuA, yfcV, chuA,
Ec31 + + NT FO)élgAGZéﬁz,l:régAL’ papAH, iutA, CTX-M-15
D, TMP-SXT set;papGll
AMP, AMC, CXM, CTX, ;
Ec4l - + F CAZ, AZT,NAL, cIp, 4. ;‘l’t’A'a"’gll‘fH'Ks' CTX-M-15
GEN, TOB, D, TMP-SXT sat, pap
AMP, AMC, CXM, CTX, fyuA, yfcV, chuA,
Ec43 + + F CAZ, AZT,NAL, CIP, papAH, iutA, CTX-M-15
GEN, TOB, D TMP-SXT  kpsMII-K5, sat, papGII
AMP, AMC, CXM, CTX,
CAZ AZT NAL. CIP fyuA, yfcV, chuA,
Ec45 + + NT GE’N TéB AI\I/H ! papAH, iutA, CTX-M-15
D, TMP-SXT sat, papGIl
AMP, AMC, CXM, CTX, fyuA, yfcV, chuA,
Ec52 + + F CAZ, AZT,NAL, CIP, papAH, iutA, CTX-M-15
GEN, TOB, D TMP-SXT kpsMII-K5, sat, papGII
AMP, AMC, CXM, CTX, fyuA, ych{ chuA,
Ec55a + + E CAZ, AZT,NAL, CIP, papiH, i, CTX-M-15
GEN. TOB kpsMII-K5, sat, papGlI,
! cnfl, hlyA
AMP, AMC, CXM, CTX
4 g 4 ’ yfeV, chuA, papAH,
Ec57 - + E T CAZ SZLNAL  iutA, kpsMILKS,sat,  CTXM-15
FOS, TMP-SXT,CHL ~ PGIL enfl hlyA

2 UPEC status. + positive for >3 of the following genes: chuA, fiyuA, vat, and yfcV [24]; otherwise, negative. ® EXPEC
status. + positive for >2 of these five markers: papAH, sfa/focDE, afa/draBC, kpsMII, and iutA [25]; otherwise,
negative. © Virotypes following the protocol established by Dahbi et al. [30], based on the presence or absence of
specific extraintestinal virulence factors (afa /draBC, afa operon FM955459, iroN, sat, ibeA, papGlIl, papGIII, cnfl, hlyA,
cdtB, kpsMII-K1, -K2 and -K5); NT, not typable. 4 Abbreviations: AMP, ampicillin; AMC, amoxicillin/clavulanic
acid; CXM, cefuroxime; FOX, cefoxitin; CTX, cefotaxime; CAZ, ceftazidime; ETP, ertapenem; AZT, aztreonam;
NAL, nalidixic acid; CIP, ciprofloxacin; GEN, gentamicin; TOB, tobramycin; AMI, amikacin; D, doxycycline;
TGC, tigecycline; NIT, nitrofurantoin; FOS, fosfomycin; TMP-SXT, trimethoprim-sulfamethoxazole; CL, colistin;
CHL, chloramphenicol.

In Silico Characterization of ST1193 Isolate

The NLF isolate B2-CH14-64 underwent WGS and in silico analysis using bioinfor-
matics tools from the Center for Genomic Epidemiology. Table 3 summarizes its genomic
characteristics.

Serotyping analysis using SerotypeFinder identified the O75:H5 serotype while
CHTyper confirmed its clonotype as CH14-64. Multilocus sequence typing (MLST) based
on the seven-gene of the Atchman scheme assigned the sequence type (5T)1193, while
the alternative MLST scheme using eight genes (dinB, icdA, pabB, polB, putP, trpA, trpB,
and uidA) [34] predicted ST53. Core genome MLST (cgMLST) analysis, based on 2513 loci,
assigned the isolate to cgST140226.
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Table 3. Insilico characterization and phenotypic resistance of the ST1193 genome.

ID Code for Isolate/Genome ? Ecla/LREC-468
O:H antigens P O75:H5
ST#1/ST#2 ¢ 1193/53
cgMLST ¢ 140226
Acquired resistance and aac(3)-11a, aac(6')-Ib-cr, blactx-15, blaoxa-1, catB3
point mutations [in brackets] ¢ [gyrA p.S83L, gyrA p.D87N, parC p.S80I, parE p.L416F]
Plasmid content: Inc. group [pMLST] IncF [F-:A1:B10], IncI1-I [ST Unknown], ColBS512-like
aslA, chuA, cia, csgA, fdeC, fimH, fyuA, gad, iha, irp2, iucC, iutA, kpsE,
Virulence genes & kpsMII_K1, neuC, nlpl, ompT, papA_F43, sat, shiA, sitA, terC, tia, usp,
vat, yehA, yehB, yehC, yehD, yfcV
Phenotypic resistance N AMP, AMC, CXM, CAZ, CTX, ATM, NAL, CIP, GEN

2 Isolate and genome (LREC) identification. ® O and H antigen prediction with SerotypeFinder 2.0.1. ¢ Sequence
types (ST#1 and ST#2) based on two different MLST schemes E. coli #1 and E. coli #2, respectively, and retrieved
with MLST 2.0.9. ¢ Core genome ST obtained with cgMLSTFinder 1.2 run against the Enterobase database.
¢ Acquired antimicrobial resistance genes retrieved using ResFinder 4.6: Acquired resistance genes: beta-lactam:
blapxa-1, blactx-m-15; aminoglycosides: aac(3)-Ila; phenicols: catB3; fluoroquinolones: aac(6’)-Ib-cr. Point mutations:
quinolones and fluoroquinolones: gyrA S83L: TCG-TTG, gyrA D87N: GAC-AAC, parC S801: AGC-ATC, parE 1416F:
CTT-TTT. ! Plasmid content retrieved using PlasmidFinder 2.1. 8 Virulence determinants via VirulenceFinder
2.0: aslA: putatitive sulfatase; chuA: outer membrane hemin receptor; cia: colicin ia; csgA: curlin major subunit
CsgA,; fdeC: intimin-like adhesin FdeC; fimH: type 1 fimbriae; fyuA: siderophore receptor; gad: glutamate de-
carboxylase; iha: adherence protein; irp2: high molecular weight protein 2 non-ribosomal peptide synthetase;
iucC: aerobactin synthetase; iutA: ferric aerobactin receptor; kpsE: capsule polysaccharide export inner-membrane
protein; kpsMII_K1: polysialic acid transport protein group 2 capsule; neuC: polysialic acid capsule biosynthesis
protein; nipl: lipoprotein NlplI precursor; ompT: outer membrane protease (protein protease 7); papA_F43: major
pilin subunit F43; sat: secreted autotransporter toxin; shiA: homologs of the Shigella flexneri SHI-2 pathogenicity
island gene shiA; sitA: iron transport protein; terC: tellurium ion resistance protein; usp: uropathogenic spe-
cific protein; vat: vacuolating autotransporter toxin; yehA: outer membrane lipoprotein, YHD fimbriael cluster;
yehB: usher, YHD fimbriael cluster; yehC: chaperone, YHD fimbriael cluster; yehD: major pilin subunit, YHD
fimbriael cluster; yfcV: fimbrial protein. h Abbreviations: AMP, ampicillin; AMC, amoxicillin/ clavulanic acid;
CXM, cefuroxime; CTX, cefotaxime; CAZ, ceftazidime; AZT, aztreonam; NAL, nalidixic acid; CIP, ciprofloxacin;
GEN, gentamicin.

Resistance gene profiling using ResFinder confirmed the presence of blacrx-m-15, along
with chromosomal mutations associated with FQR (gyrA p.S83L, gyrA p.D87N, parC p.S80I,
and parE p.L416F), consistent with the observed phenotypic resistance. Additionally,
acquired resistance genes, such as aac(3)-IIa, aac(6')-Ib-cr, blaox a-1, and catB3 were predicted.

Virulence profiling using VirulenceFinder identified different virulence factors, includ-
ing vat, fyuA, yfcV, chuA, iutA, and kpsMII, confirming its UPEC and ExPEC status. Plasmid
analysis revealed the presence of IncI1-I(Alpha) and IncF [F-:A1:B10] plasmids, along with
small Col-like plasmids.

To investigate the genomic relationship between the Algerian ST1193 isolate and five
ST1193 isolates recently recovered from a hospital in Northwest Spain, we performed a
single-nucleotide polymorphism (SNP) comparison of their core genomes, which repre-
sented 95.65% of the reference genome LREC-269 (5.4 Mb). The phylogenetic analysis was
conducted using CSI Phylogeny 1.4 (Figure 2A; Table S3). The Algerian ST1193 isolate
(LREC-468) exhibited a minimum pairwise distance of 78 SNPs from LREC-269 and a
maximum distance of 128 SNPs from LREC-270.
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Figure 2. Phylogenetic dendrogram based on whole-genome SNP analysis. (A) Phylogenetic den-
drogram based on SNP counts per substitution within the core genome of the Algerian and Spanish
ST1193 isolates. The WGS comparison resulted in a core genome covering 95.65% of the reference
genome LREC-269 (5.4 Mb). (B) Phylogenetic dendrogram incorporating the Algerian, Spanish,
and ESC_RA5887AA ST1193 isolates, showing SNP counts per substitution. The WGS comparison
resulted in a core genome covering 82.6% of the reference genome LREC-269 (5.4 Mb).

Additionally, we accessed Enterobase (https:/ /enterobase.warwick.ac.uk/; accessed
on 20 December 2024) to search for ST1193 genomes assigned to cgST140226. We identified
and retrieved one publicly available genome, ESC_RA5887AA, from BioProject PRJEB21277
registered in 2020 by the University of Oxford. A subsequent SNP comparison (Figure 2B,
Table S4), which included the Algerian (LREC-468), five Spanish ST1193 genomes, and
ESC_RA5887AA, showed that 82.6% of nucleotide positions in the reference genome (LREC-
269) were conserved across all analysed genomes. The Algerian LREC-468 genome differed
by 55 SNPs from ESC_RA5887AA.

2.2. Klebsiella pneumoniae Collection

Seventeen K. pneumoniae isolates were recovered from patients across three healthcare
facilities in the Tebessa region of Algeria, comprising five isolates from males and 12 from
female patients. Sixteen isolates tested positive for the kp50233 species-specific gene. The
single negative isolate was confirmed as K. pneumoniae using the matrix-assisted laser
desorption/ionization-time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF).

2.2.1. AST and Genotypic Characterization of bla Genes

All isolates exhibited resistance to ampicillin, cefuroxime, cefotaxime, and aztreonam.
Additionally, the majority (>60%) were resistant to ceftazidime, ciprofloxacin, fosfomycin,
sulfamethoxazole, and amoxicillin-clavulanic acid. Notably, two isolates (11.8%) demon-
strated resistance to ertapenem (Figure 3). All isolates were classified as MDR, exhibiting
resistance to at least one drug in three or more antimicrobial categories [23], and 94.1%
exhibited FQR.

PCR analysis was conducted to detect the presence of blagsp,. (SHV, CTX-M), blacyy,
and blacarpa (VIM, IMP, OXA, NDM, KPC) genes, followed by Sanger sequencing. The
CTX-M-15 gene was identified in 94.1% of the isolates, with one isolate harbouring the CTX-
M-194 variant. Notably, the blaypy gene was identified in the two K. pneumoniae isolates
that exhibited ertapenem resistance, which also carried the CTX-M-15 gene. Additionally,
two isolates possessed both the CTX-M-15 and SHV-148 genes. None of the isolates tested
positive for mcr (1 to 5) genes or showed polymyxin resistance (Table S52).
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Figure 3. Prevalence of antimicrobial resistance among the 17 K. pneumoniae analysed in this study.
MICs were interpreted according to EUCAST 2025 and CLSI 2024 clinical breakpoints. Abbre-
viations: AMP, ampicillin; AMC, amoxicillin/clavulanic acid; CXM, cefuroxime; FOX, cefoxitin;
CTX, cefotaxime; CAZ, ceftazidime; ETP, ertapenem; AZT, aztreonam; NAL, nalidixic acid; CIP,
ciprofloxacin; GEN, gentamicin; TOB, tobramycin; AMI, amikacin; D, doxycycline; TGC, tigecycline;
NIT, nitrofurantoin; FOS, fosfomycin; TMP-SXT, trimethoprim-sulfamethoxazole; CL, colistin; CHL,
chloramphenicol; FQR, fluoroquinolone resistance.
2.2.2. Virulence Traits
The hypermucoviscous (HMV) phenotyping of the 17 K. pneumoniae isolates, using the
string test described by Shon et al. [35] with modifications, showed that four were classified
as HMV-positive in at least two of the tested culture conditions (Tables 4 and S2). Notably,
two isolates exhibited the HMV-positive phenotype across all culture conditions.
Table 4. Hypervirulent and AMR traits of the four phenotypic HMV K. pneumoniae isolates.
Hypermucoviscous
Phenotype (HMV) ?
Isolate ML MH TSA CA Phenotypic Resistance ° V(‘;’e“lllzgﬁe bla Genes
KPéb + - + - AMP, CXM, CTX, CAZ, AZT, CIP, FOS terB CTX-M-15
KP10 5 - " + AMP, AMC, CXM, FOX, CTX, CAZ, ETP, iucA, peg-344, NDM,
N AZT,NAL, CIP, GEN, TOB, NIT, FOS rmpA CTX-M-15
AMP, AMC, CXM, FOX, CTX, CAZ, ETP, ;
KPI6 + + + + AZINALCIPGEN, TOB, TGC,NIT,Fos, A pgdtt - NDM
TMP-SXT, CHL P -
AMPF, CXM, CTX, CAZ, AZT, CIP, X
KP20a + + + - FOS, TMP-SXT terB CTX-M-15

2 The HMV phenotype was evaluated using Mueller-Hinton (MH) agar, MacConkey (ML) agar, trypticase soy
agar (TSA), and Columbia agar (5% sheep blood) (CA) medium culture. + and — indicates positive or negative
result, respectively. b AMP, ampicillin; AMC, amoxicillin/clavulanic acid; CXM, cefuroxime; FOX, cefoxitin; CTX,
cefotaxime; CAZ, ceftazidime; ETP, ertapenem; AZT, aztreonam; NAL, nalidixic acid; CIP, ciprofloxacin; GEN,
gentamicin; TOB, tobramycin; TGC, tigecycline; NIT, nitrofurantoin; FOS, fosfomycin; TMP-SXT, trimethoprim-
sulfamethoxazole; CHL, chloramphenicol. € iucA: aerobactin siderophore biosynthesis, rmpA: regulator of the
mucoid phenotype via increased capsule production, peg-344: putative transporter, ferB: tellurite resistance.
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PCR screening was conducted to detect virulence genes commonly associated with
hypervirulent K. pneumoniae (hvKp) [36]. All isolates tested negative for iroB, peg-589,
peg-1631, and rmpA2 genes. However, more than 50% were positive for terB and rpmA.
Notably, the two K. pneumoniae isolates exhibiting the HMV phenotype across all culture
conditions tested positive for iucA, peg-344, and rmpA genes, and co-harboured both blanpm
and blactx-m-15 (Table 4).

3. Discussion

Urinary tract infections (UTIs) continue to represent a significant public health con-
cern globally, with the pathogens E. coli and K. pneumoniae being the primary causative
agents [1,4]. Particularly in Algeria, UTIs and pyelonephritis were reported as the fifth
leading cause of death in 2021, accounting for 1,290 fatalities. E. coli and K. pneumoniae were
the primary pathogens responsible for 40.5% of the total deaths (370 and 153, respectively).
Among these, 84% of deaths were attributed to resistant E. coli and K. pneumoniae (321
and 117, respectively) [37]. Given the significant role of these bacteria in the aetiology of
UTIs, their global contribution to the dissemination of MDR, and the limited data on their
impact in Algeria, this study aimed to investigate the molecular characteristics of E. coli and
K. pneumoniae exhibiting ESC resistance associated with UTIs in the province of Tebessa,
where data on such infections remain scarce. Although our study was limited to three
healthcare facilities in Tebessa, the selected sites are key referral centers that serve a diverse
patient population across the province, making the sample reasonably representative of
urban Algeria. The Laboratory of Medical Analysis receives a large and diverse influx of
patients from across the province, due to its advanced equipment and strong reputation
among local physicians who frequently refer their patients there. The Bouguerra Boulares
Hospital and Khaldi Abdelaziz Maternity Hospital are central healthcare institutions in the
province, receiving patients from various areas, particularly in complex or high-risk cases.
Diagnostic approaches and antimicrobial prescribing practices in these facilities mirror
those used in other regions of the country, where antibiotics remain widely accessible
without prescription, contributing to similar AMR dynamics.

CTX-M-15 and OXA-48-like enzymes are the most prevalent and widely dissemi-
nated ESBLs and carbapenemases, respectively, posing a significant global public health
threat [38,39]. In this study, blacrxm-15 was detected in 87.5% of E. coli isolates, a preva-
lence similar to that reported in other regions of Algeria for ESBL-producing E. coli in
UTIs [19,20]. The blagxas carbapenemase gene, endemic in North Africa and highly
reported in Algeria [21], was found here in three E. coli isolates.

Notably, we identified two blactxv-27 E. coli isolates, which also harboured blagxa-ss;
this would represent the first report of the CTX-M-27 variant in Algeria, whose emergence
and global spread have been reported in regions such as Japan and Europe [38,40]. The
third OXA-48 E. coli isolate analysed here showed a co-carriage of CMY-59. Furthermore,
we observed FQR in 62.5% of ESC-producing E. coli, which aligns with findings from
Sétif [19] but is higher than the 30% resistance prevalence reported by Zenati et al. [20] in
Tlemcen, Algeria.

The E. coli population is classified into distinct phylogenetic groups, namely A, B1,
B2,C, D, F, and G, along with cryptic clades [26,27]. UPEC isolates predominantly belong
to phylogroups B2 and D, which are typically associated with the carriage of a higher
number of virulence genes in comparison with other phylogroups [41,42]. Accordingly,
our ESC-producing E. coli isolates were classified into A, B1, B2, D, and F, with B2 being
the most prevalent (52.5%), notably including high-risk clones such as CC131 and ST1193.
Phylogroup D was the second, comprising 22.5% of the isolates. Of the 21 B2 isolates, 19 met
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the criteria for UPEC status, and 20 for ExPEC status. Additionally, all nine phylogroup D
isolates fulfilled the EXPEC status.

The CC131 and ST1193 are reported as the most prevalent among FQ and cephalosporin-
resistant E. coli isolates globally, commonly linked to MDR UTIs [10,11,43,44]. The CC131
lineage of E. coli has diversified into three clades: A and B, which are susceptible, and
C, which exhibits FQ/cephalosporin resistance. Clade C, particularly the fimH30 variant
(CH40-30 clonotype), is the most widely distributed. Within clade C, subclade C1 (H30R)
includes FQR non-ESBL producers, whereas subclade C2 (H30Rx) is characterized by the
presence of both FQR and the blactx-m-15 gene [45].

In this study, we used rfbO25b, fliCpy, fliChs, and the B2 phylogroup as PCR screening
markers for CC131, along with clonotyping, as previously described [10]. This approach
allowed us to identify 17 O25b:H4-B2 E. coli (42.5%), all assigned to CC131 and exhibiting
the CH40-30 clonotype. Moreover, all isolates displayed FQR and carried the blactx-m-15
gene, classifying them within subclade C2 [45].

CC131 has been reported in various sources in Algeria, including human clinical sam-
ples [46,47], uropathogenic E. coli from non-hospitalized patients [48], fish [49], food [50],
and wildlife [51], indicating its widespread distribution across the country. However,
detailed molecular characterization of CC131 in Algeria remains limited. Our study focuses
on resistance and virulence gene profiles. Thus, we found that 88.2% and 94.1% of CC131
isolates exhibited UPEC and ExPEC status, respectively. Furthermore, analysis of extrain-
testinal virulence factors following the Dahbi et al. [30] scheme identified two distinct
virotypes: F (sat, papG II, kpsM II-K5) in 41.2% of isolates and E (sat, papG II, cnfl, hlyA,
kpsM II-K5) in 17.6%. Notably, the remaining seven FQR, CTX-M-15 O25b:H4-B2-CC131
(CH40-30) isolates could not be virotyped.

The ST1193 clone is considered an emerging pathogenic lineage of E. coli [52,53] typi-
cally associated with the O75 serotype, fimH64 type 1 pili, and K1 or K5 capsular types. This
clone is also characterized by FQR and lactose non-fermentation [11]. Although ST1193 has
been reported in Europe [9,10,54,55], Asia [56-58], and the United States [59], its detection
in Africa remains limited [60-62]. In this study, we identified one NLF ST1193 isolate,
FQR, CTX-M-15-producer, with genomic key features consistent with globally dissemi-
nated ST1193 isolates [9-11]. Specifically, the Algerian isolate carried the K1 capsular type
and harboured mutations in gyrA (D87N, S83L) and parC (S801), along with parE (L416F).
Plasmidome analysis identified the presence of IncF [F-:A1:B10], IncI1-I, and ColBS512-like
plasmids. A large-scale genomic study of ST1193 [52] classified the ST1193 clone into
distinct clades based on capsule type (K1 or K5) and the presence of specific IncF plamids:
clade A (K5 capsule with F—:A1:B20 plasmids), subclade B1 (K1 capsule with F—:A1:B10
plasmids) and subclade B2 (K1 capsule with F—:A1:B1 plasmids) [11,52]. According to this
classification, our ST1193 isolate belongs to subclade B2.

A core genome SNP comparison between our Algerian ST1193 isolate (LREC-468) and
previously characterized ST1193 isolates from a Northwest Spanish hospital [9] revealed a
minimum distance of 78 SNPs with LREC-269. We then queried Enterobase for genomes
assigned to cgST140226 and found a single genome, ESC_RA5887AA, from BioProject
PRJEB21277 (University of Oxford, 2020), which differed by only 55 SNPs.

This comparative approach was guided by the core genome sequence typing (cgST)
framework proposed by Achtman et al. [63], which offers a robust method for identifying
highly related strains based on shared allelic profiles. While hundreds of ST1193 genomes
are available in public repositories, few are annotated with cgST identifiers, and fewer still
meet the quality criteria and metadata completeness required for SNP-level comparisons.
cgMLST, which analyzes 2,513 soft-core genes, offers significantly higher resolution than
MLST, making it a powerful tool for tracing transmission dynamics within outbreaks
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and defining population structures across different levels, including the genus level [63].
Interestingly, the detection of the same cgST in a genome presumably originating from
Ireland (based on the metadata provided in the BioProject of this genome) underscores
the transcontinental dissemination of this clone and raises public health concerns about
the unnoticed spread of high-risk E. coli lineages in North Africa. Our findings, therefore,
emphasize the urgent need for continued genomic surveillance of MDR uropathogens in
the region, particularly as this is the first genomic report of ST1193 in clinical E. coli isolates
from Algeria.

Phylogroup D was the second most prevalentin our E. coli collection, comprising 22.5%
of the isolates, all classified as EXPEC. These isolates exhibited either the fumC26 fimH5 or
fumC26 fimH-negative clonotypes (no amplification of the 489-bp internal sequence of the
clonotype scheme) [31]. According to EnteroBase, all genomes assigned to phylogroup D
(Clermont scheme) with fumC26 fimH5 /negative are associated with CC38, which includes
ST38, a high-risk MDR clone linked to UTI and bloodstream infections, as well as the
global spread of OXA-48 [39]. ST38 has also contributed to the emergence of nosocomial
and community-acquired OXA-244-producing E. coli ST38 in Europe [64,65]. Additionally,
putative inter-host and host-environment transmission events within ST38, where genomes
differed by <35 SNPs, underscore its role in maintaining and disseminating AMR genes [66].
In this study, the two D-CH26-Neg isolates carried both OXA-48-like and CTX-M-27, while
the one D-CH26-5 isolate harboured OXA-48-like and CMY-59. ST38 OXA-48-producing
E. coli has previously been detected in Algeria in white stork (Ciconia ciconia) migratory
birds [67], river water [68], human clinical samples [69], and broilers [70]. Our findings
further highlight the role of CC38 in the spread of AMR in this region.

All K. pneumoniae isolates, except one, carried the blactx.v-15 gene. In addition, two
ertapenem-resistant isolates tested positive for the blanpy gene. The co-occurrence of
carbapenem and ESBL resistance in the same isolate significantly complicates treatment
options and raises concerns about therapeutic failures. Specifically, K. pneumoniae harbour-
ing blactx-m-15 and blaypy genes was previously reported at Annaba University Hospital
(Algeria) in 2014 [71]. Further studies have reported the widespread presence of blactx-m-15
in Algeria, including the University Hospital Establishment of Oran, where nearly all
ESBL-positive isolates carried blactx-m-15 [72]. blactx-m K. prneumoniae isolates were also
identified in the Regional Military University Hospital of Oran, with a prevalence of 37.5%
ESBL producers [17]. Carbapenem-resistant K. pneumoniae strains carrying blactx-m-15
have also been documented in Ibn Roched hospital of Annaba, where OXA-48 and KPC-2
carbapenemase-producing isolates were identified in urology patients [16]. These find-
ings underscore the ongoing emergence of multidrug-resistant K. pneumoniae in Algerian
hospitals, necessitating enhanced surveillance and infection control measures.

In terms of virulence, K. pneumoniae is categorized into two distinct pathotypes: classi-
cal (cKp) and hypervirulent (hvKp). cKp is a common cause of hospital-acquired infections
such as pneumonia and UTIs, particularly in elderly or immunocompromised people, and
is known for its ability to acquire multiple AMR genes [73]. By contrast, hvKp is more
virulent and capable of causing severe infections in healthy people, such as pyogenic liver
abscesses, endophthalmitis, meningitis, septic arthritis, and other unusual infections, often
leading to significant morbidity and mortality [74,75]. The definition of hvKp has evolved.
Initially, the HMV phenotype with a positive string test (>5 mm) was used for identifica-
tion [35,76], but this method lacks accuracy. Currently, murine infection models remain the
gold standard [77]; however, their high cost and ethical constraints limit their practicality.
Instead, recent evidence supports the presence of five virulence plasmid-associated genes
(peg-344, rmpA, rmpA2, iroB, and iucA) as the most accurate molecular markers for hvKp
identification, which offer a feasible diagnostic alternative for clinical and surveillance
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applications [78,79]. In our K. pneumoniae collection, the HMV phenotype was observed in
four isolates, though only two were consistently positive across all test conditions. PCR
screening of the virulence markers revealed that these two isolates were the only ones carry-
ing three of the five plasmid-associated genes (peg-344, rmpA, and iucA). Notably, both also
harboured the blaxpm and blactx-m-15 genes, further highlighting their clinical relevance.

Initially, hvKp isolates were susceptible to common antibiotics, including last genera-
tion cephalosporins and carbapenems. However, the emergence of MDR hvKp in recent
years has raised significant concerns. Notably, the European Centre for Disease Preven-
tion and Control reported the spread of hvKp ST23 strains carrying carbapenemase genes
across multiple EU/EEA countries, highlighting the convergence of hypervirulence and
antimicrobial resistance [80]. Although our two HMV blanpm and blactx-m-15-producing
K. pneumoniae possessed only three of the five key virulence plasmid-associated genes
(peg-344, rmpA, and iucA), they exemplify the concerning trend of MDR K. pneumoniae
strains enhancing their clinical virulence potential. This convergence of resistance and
virulence factors poses significant challenges for treatment and infection control strategies.

In Algeria, the widespread and often unregulated use of antibiotics, especially beta-
lactams, continues to drive the emergence and spread of ESBL-producing bacteria. In
Tebessa province, a recent study confirmed the strong correlation between antibiotic misuse
and the growing prevalence of resistant pathogens [18]. Similar findings from north-
eastern [19] and northwestern Algeria [20] linked high resistance rates to inappropriate
prescribing practices and over-the-counter antibiotic sales without medical oversight. These
trends highlight the urgent need for robust antibiotic stewardship and strict regulation of
antimicrobial use nationwide.

AMR data in Algeria remains limited and fragmented. As noted by Touati and
Mairi [21], most available evidence stems from isolated academic efforts, often in collabora-
tion with European labs, rather than from coordinated national surveillance. The Algerian
Antimicrobial Resistance Network (AARN) [81] has also reported increasingly alarming re-
sistance patterns in E. coli and K. pneumoniae from hospitals across the country, emphasizing
challenges such as diagnostic variability and under-resourced microbiology services.

In this context, our study contributes valuable region-specific data by characterizing
the virulence and antibiotic resistance profiles of E. coli and K. pneumoniae strains causing
UTISs in Tebessa. By exploring a simplified laboratory workflow for AMR monitoring, this
work supports the development of cost-effective surveillance tools. A clearer understanding
of local epidemiological patterns is essential to guide empirical therapy, inform infection
control strategies, and strengthen Algeria’s national AMR response.

4. Materials and Methods
4.1. E. coli and K. pneumoniae Collections

This study analyzed 57 non-duplicate isolates, comprising 40 E. coli and 17 K. pneumo-
niae, recovered from urine samples of both male (9 E. coli and 5 K. pneumoniae) and female
(31 E. coli and 12 K. pneumoniae) patients. The samples were obtained from both outpa-
tients and inpatients at three healthcare facilities in the Tebessa region of northeast Algeria.
These facilities were the Bouguerra Boularess-Bekaria Public Hospital Establishment (EPH)
(252 beds, 8 wards), the Khaldi Abdelaziz-Tebessa Maternity Hospital (EPH) (166 beds,
4 wards), and the private laboratory Elite. Isolates were collected between July 2022 and
January 2024.

Following incubation on MacConkey (ML) agar (Oxoid, Sin El Fil, Beirut, Lebanon)
at 37 °C for 18-24 h, bacterial identification was performed using the API 20E system
(bioMérieux, Dely Ibrahim, Alger, Algeria) and the Vitek 2 GN system (bioMérieux Inc.,
Hazelwood, MO, USA). Isolates were selected based on extended-spectrum cephalosporin
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(ESC) resistance using the Vitek 2 AST system (bioMérieux, Dely Ibrahim, Alger, Algeria).
Selected isolates were stored on slanted nutrient agar (Difco, Sin El Fil, Beirut, Lebanon) at
room temperature until further molecular analysis at the Reference Laboratory for E. coli
(LREC, University of Santiago de Compostela, Spain) (Tables S1 and S2).

Species confirmation was conducted by PCR amplification of the 3-d-glucuronidase
(uidA) gene for E. coli [22] and the putative acyltransferase (kp50233) gene for K. pneu-
moniae [82] (Table S5). When PCR results were inconclusive, bacterial identification was
performed using matrix-assisted laser desorption/ionization-time-of-flight mass spectrom-
etry (MALDI-TOF) (Bruker Daltonik, Bremen, Germany). A species-level identification was
considered reliable only if the obtained score exceeded 2.

Non-lactose fermenting (NLF) E. coli were identified phenotypically based on their
inability to ferment lactose after overnight incubation on ML agar at 37 °C.

4.2. Antimicrobinl Susceptibility Testing (AST)

At the LREC (University of Santiago de Compostela, Spain), antimicrobial suscep-
tibility testing (AST) was performed using the disc diffusion method (Becton Dickin-
son, Sparks, MD, USA) on Mueller-Hinton (MH) agar (Oxoid, Madrid, Spain). A to-
tal of 20 antibiotics were tested: penicillin (ampicillin), penicillin + beta-lactamase in-
hibitors (amoxicillin-clavulanic acid), non-broad spectrum cephalosporins (cefuroxime);
broad-spectrum cephalosporins (cefoxitin, cefotaxime, ceftazidime), carbapenems (er-
tapenem), monobactams (aztreonam), fluoroquinolones (nalidixic acid, ciprofloxacin),
aminoglycosides (amikacin, gentamicin, tobramycin), tetracyclines (doxycycline), gly-
cyleyclines (tigecycline), phosphonic acids (fosfomycin), nitrofurans (nitrofurantoin),
folate pathway inhibitors (trimethoprim-sulfamethoxazole), polymyxins (colistin), and
amphenicols (chloramphenicol).

AST results were interpreted according to the European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing [83] clinical breakpoints when available, or Clinical & Laboratory
Standards Institute [84] as an alternative. Isolates were classified as MDR if they exhibited
resistance to at least one drug in three or more antimicrobial categories [23].

4.3. Detection and Typing of Antimicrobial Resistance Genes

The isolates were screened by PCR for clinically relevant blagsc genes using primers
specific for SHV, CMY, CTX-M, VIM, IMP, OXA-48, KPC, and NDM. Sanger sequencing was
performed when appropriate, in order to confirm gene variants or subtyping, as described
elsewhere [85-91] (Table S6). In addition, mobile colistin resistance genes mcr-1 to mcr-5
were screened by PCR [92,93] (Table S7).

4.4. Molecular Characterization of E. coli: Virulence Traits, Phylogroup, Clonotype, and
Virotype Assignment

For the molecular characterization of the E. coli collection, we followed the workflow
scheme proposed by Garcia-Menifo et al. [10]. Briefly, specific virulence-associated genes
statistically linked to increased efficiency in urinary tract colonization were tested by PCR.
Isolates were classified as UPEC if they harbored >3 of the following genes: chuA, fyuA,
vat, or yfcV [24] (Table S8). The designation of extraintestinal pathogenic E. coli (EXPEC)
status was attributed to isolates positive for >2 of these five markers: papAH, sfa/focDE,
afa/draBC, kpsM 11, or iutA [25,33,94] (Table S8).

The clonal structure of the E. coli collection was investigated using the phylogroup
assignment method of Clermont et al. [26,27,95] (Table S9), which differentiates eight E. coli
phylogroups (A, B1, B2, C, D, E, F, and G). Clonotype (CH) determination was performed
by Sanger sequencing a 469-nucleotide (nt) internal region of the fumC gene (allele derived
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from MLST) and a 489-nt internal fragment of the fimH gene, encoding type 1 fimbrial
adhesion [31] (Table S10).

To presumptively identify the pandemic CC131 lineage, we screened for phylogroup
B2 along with rfvO25, fliCpy, and fliCys. In addition, the fliCys flagellar-encoding gene
is commonly associated with NFL E. coli ST1193 (Table S11) [96]. Isolates confirmed
as O25b:H4-B2-CH40-30 were further characterized for their virotypes according to the
protocol established by Dahbi et al. [30], based on the presence or absence of specific
extraintestinal virulence factors (afa/draBC, afa operon FM955459, iroN, sat, ibeA, papG 11,
papG 111, cnfl, hlyA, cdtB, kpsM 1I-K1, -K2, and -K5) (Tables S12 and S13) [97-102].

4.5. Phenotypic and Genotypic Detection of Hypervirulent K. pneumoniae

Hypervirulent K. pneumoniae (hvKp) isolates were initially screened based on the
hypermucoviscous (HMV) phenotype using the string test, as described by Shon et al. [35].
String tests were performed on colonies grown on MH agar, ML agar, trypticase soy (TSA)
agar (Oxoid, Madrid, Spain), and Columbia agar (5% sheep blood) (Oxoid, Madrid, Spain)
incubated at 37 °C/24 h. A positive string test was defined as the formation of a viscous
string > 5 mm in length when a bacteriological inoculation loop was used to stretch
bacterial colonies on an agar plate [35].

Additionally, the presence of molecular markers statistically associated with hvKp
was assessed by PCR. Isolates were classified as hvKp if they carried all five hvKp virulence
plasmid-associated genes: peg-344 (putative transporter), rmpA and rmpA2(regulators of
the mucoid phenotype via increased capsule production), iroB (salmochelin siderophore
biosynthesis), and iucA (aerobactin siderophore biosynthesis) [36,78] (Table S14).

4.6. Whole Genome Sequencing (WGS) and Bioinformatics Analysis

The E. coli isolate classified as fliCys-B2 and CH14-64 was further analysed by WGS
as described by Garcia et al. [103]. Briefly, DNA was extracted with the DNeasey Blood
and Tissue Kit (Qiagen, Hilen, Germany) according to the manufacturer’s instructions.
After extraction, the DNA was quantified by an Invitrogen Qubit fluorimeter (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and evaluated for purity using a NanoDrop ND-1000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). The DNA sequencing was performed using
Illumina technology with a NovaSeq 6000 S4PE150 XP system to obtain 150 bp paired-end
reads at Eurofins Genomics (Eurofins Genomics GmbH, Konstanz, Germany), follow-
ing library preparation using the standard Illumina DNA Prep kit (Illumina Cambridge
Ltd., Cambridge, UK). The quality of the paired-end Illumina reads was evaluated using
FastQC v0.12.1.

The genome reconstruction and in silico analysis were performed as described else-
where [104]. Briefly, the raw reads were assembled with the VelvetOptimiser.pl. script
implemented in the online version of the PLAsmid Constellation NETwork (PLACNETw).
The assembled contigs, with genomic size 5.0 Mbp, were analyzed using the bioinfor-
matics tools of the Center for Genomic Epidemiology (CGE) as specified, and applying
the thresholds suggested by default when required (minimum identity of 95% and cov-
erage of 60%) for the presence of acquired genes and or chromosomal mutations me-
diating antimicrobial resistance (ResFinder 4.6.) [105,106]; for identification of acquired
virulence genes (VirulenceFinder 2.0) [107,108]; plasmid replicon types (PlasmidFinder
2.1/pMLST 2.0) [109]; identification of clonotypes (CHTyper 1.0) [110]; and serotypes
(SeroTypeFinder 2.0.1) [111]. Two different MLST (2.0.9) schemes were applied for phylo-
genetic typing [34,112]. Additionally, cgMLSTFinder1.2 was called for the core genome
multi-locus typing (cgMLST) [106,113].
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To investigate the phylogenetic relationship of the ST1193 isolate sequenced in this
study, a comparative analysis was performed using CSI Phylogeny 1.4 with five previously
described ST1193 isolates from a hospital in northwest Spain [9].

The pipeline was run, using the genome of LREC-269 as the reference for single-
nucleotide polymorphism (SNP) calling, with the following parameters: min. depth at
SNP positions x10; min. relative depth at SNP positions: x10; min. distance between
SNPs (prune): 10bp; min. SNP quality: 30; min. read mapping quality: 25, a min. Z-
score of 1.96 and by ignoring heterozygous SNPs). Branch values represent substitutions
per site. Bootstrap support for the consensus phylogenetic tree was calculated using
1000 replicates [114]. The resulting SNP matrix is shown in Table S3.

Finally, EnteroBase (https://EnteroBase.warwick.ac.uk/; accessed on 20 December
2024) was queried for ST1193 genomes based on the Achtman 7-gene MLST scheme.
Specific core genome MLST (cgMLST) sequences were retrieved, and their raw reads were
used for comparative genomic analysis (Table $4).

5. Conclusions

This study provides important insights into the epidemiology of MDR E. coli and K.
pneumoniae in Algeria, highlighting the presence and diversity of E. coli CC131 CH40-30
and reporting, for the first time, E. coli ST1193 carrying CTX-M-15 in this region. The
detection of virulent K. pneumoniae co-harbouring carbapenemase and ESBL resistance
genes is particularly concerning, as it raises the potential for increased pathogenicity and
treatment failure in clinical settings.

The co-occurrence of AMR and virulence factors underscores the need for enhanced
surveillance and infection control measures. A simplified surveillance method based on
virulence traits in E. coli and K. pneumoniae is proposed for early detection and outbreak
monitoring. In addition, monitoring high-risk clones such as CC38 and OXA-48 is crucial
for preventing further public health threats. A practical lab workflow for identifying high-
risk E. coli clones associated with UTlIs is outlined, emphasizing non-lactose fermenting
isolates, antimicrobial susceptibility testing, and phylogroup/clonotyping.

This study had certain limitations, as the isolates were collected from only three health-
care facilities within a single province (Tebessa), which may limit the broader geographical
representation of the findings. The sample size, while sufficient for exploratory analysis,
may not fully capture the genetic and phenotypic diversity of E. coli and K. pneumoniae cir-
culating in other regions of Algeria. Nevertheless, our findings are consistent with previous
reports from northern and western Algeria, suggesting that the AMR patterns observed in
uropathogens may reflect broader national trends. Furthermore, future studies involving
in-depth genomic characterization, such as plasmid profiling and mobility analyses, are
needed to understand the dynamics of resistance gene dissemination.

Given the significant resistance profiles observed here, targeted antibiotic optimization
programs should focus on rational antibiotic use, improved prescription practices, and
enhanced surveillance, especially in LMICs where MDR infections pose a major public
health burden.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at https:
//www.mdpi.com/article/10.3390 /antibiotics14050485/s1, Table S1. Metadata and main traits of
the 40 UTI E. coli isolates analysed in this study; Table S2. Metadata and main traits of the 17 UTI K.
pneumoniae isolates analysed in this study; Table S3. Pairwise distance matrix calculated from SNP in
the Algerian and Spanish ST1193 genomes; Table S4. Pairwise distance matrix calculated from SNP in
the Algerian, Spanish and ESC_RA5887A A ST1193 genomes; Table S5. Targets and primers used for
Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae identification; Table S6. Primers used for the detection and/or
sequencing of bla genes; Table S7. Primers used for the detection of mcr genes; Table S8. Targets and
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primers used to determine the UPEC and ExPEC status; Table S9. Targets and primers used for the
phylogroup determination in E. coli; Table S10. Targets and primers to determine clonotypes (CH);
Table S11. Primers used for the rbfO25b, H4 (fliCyy), and H5 (fliCys) screening; Table S12. Targets
and primers used in the virotype scheme of CC131 isolates; Table S13. Virotype designation scheme
for CC131 E. coli; Table S14. Targets and primers used for virulence genes of Klebsiella pneumoniae.
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Figure 01: CTX-M groupe 01 (36 bandes positives)

Figure 02: le géne de O25b
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Figure 04: le géne de H5
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Virulence genes for Escherichia coli

Virule | Iden | Quer Contig Position Protein Accession number
nce tity y/ in contig | function
factor Tem
plate
lengt
h
AslA | 99.8 | 1656 | NODE 6 length 78427 | 40182.4 CP022686
2 / cov_56.545666 1837
1656
chuA |99.9 | 1983 | NODE 161 length 4488 | 219772.. | Outer UGAO001000001
/ 81 cov_55.848000 221754 membrane
1983 hemin
receptor
csgA | 91.5 | 459/ | NODE 151 length 9791 | 247655.. | curlin CP069646
456 46 _cov_57.620941 248113 | major
subunit
CsgA
fdeC | 91.0 | 4217 | NODE 57 length 15711 | 129932.. | intimin- AP010953
6 / 7 cov_58.632923 134145 like
4254 adhesin
FdeC
fimH | 100 | 489/ | NODE 87 length 37674 | 314152.. | Type 1 NA
489 6 _cov_58.413494 314640 | fimbriae
fimH | 100 | 489/ | NODE 87 length 37674 | 314152.. | Type 1 NA
489 6 _cov 58.413494 314640 | fimbriae
fyuA | 100 | 2022 | NODE 5 length 758437 | 652227.. | Siderophor | CAY233333
/ _cov_57.167538 654248 e receptor
2022
iha 100 | 2091 | NODE 135 length 8539 | 5334..74 | Adherence | CP003034
/ _cov_57.106552 24 protein
2091
irp2 99.9 | 6123 | NODE_5 length 758437 | 667421.. | High NZ_MOYQ010000
7 / _cov_57.167538 673542 molecular | 06
6123 weight
protein 2
non-
ribosomal
peptide
synthetase
irp2 99.9 | 6123 | NODE 5 length 758437 | 667421.. | High NZ_NNYS0100002
7 / _cov_57.167538 673542 molecular | 0
6123 weight
protein 2
non-
ribosomal
peptide
synthetase
iucC 100 | 1743 | NODE 72 length 23821 | 13025..1 | Aerobactin | CP003034
/ _cov_57.934998 4767 synthetase
1743
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1utA

99.9

2202

2202

NODE_72 length 23821
_cov_57.934998

16123..1
8324

Ferric
aerobactin
receptor

CP003034

kpsE

100

1149

1149

NODE 11 length 35387
9 cov_56.842865

350420..
351568

Capsule
polysaccha
ride export
inner-
membrane
protein

CP003034

kpsMI
I K1

100

777/
777

NODE 11 length 35387
9 cov_56.842865

336626..
337402

Polysialic
acid
transport
protein;
Group 2
capsule

UWVJ01000006_U
WVJ01000000

neuC

100

1176

1176

NODE 11 length 35387
9 cov_56.842865

341021..
342196

Polysialic
acid
capsule
biosynthes
is protein

ADUGO01000366

nlpl

99.8

885/
885

NODE 11 length 35387
9 cov_56.842865

112833..
113717

lipoprotein
Nipl
precursor

CP000243

ompT

100

954 /
954

NODE_151_length 9791
46 _cov_57.620941

766854..
767807

Outer
membrane
protease
(protein
protease 7)

CP030111

papA_
F43

99.0

543/
564

NODE_72_length 23821
_cov_57.934998

129..670

Major
pilin
subunit
F43

JNMC01000043

sat

99.9

3889

3888

NODE_72 length 23821
_cov_57.934998

19271..2
3159

serine
protease
autotransp
orters of
Enterobact
eriaceae
(SPATE)

CP001671

shiA

99.3

1044

1044

NODE_161 length 4488
81 cov_55.848000

424816..
425859

homologs
of the
Shigella
flexneri
SHI-2
pathogenic
ity island
gene shiA

CP058222

SitA

99.7

915/
915

NODE 151 length 9791
46 _cov_57.620941

143340..
144254

Iron
transport
protein

CYGJ01000009

terC

99.5

714/
714

NODE 4 length 388106
_cov_58.357498

261056..
261769

Tellurium
ion
resistance
protein

CP000468
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terC | 99.9 [966/ | NODE_11 length 35387 | 185414.. | Tellurium | MG591698
966 9 cov_56.842865 186379 ion
resistance
protein
tia 99.8 | 756/ | NODE_161 length 4488 | 427979.. | Tia DQ095216
7 756 81 cov_55.848000 428734 Invasion
determina
nt
usp 99.7 | 1041 | NODE_87 length 37674 | 103174.. | Uropathog | AB056435
1 / 6 _cov_58.413494 104214 enic
1041 specific
protein
vat 99.69 4132/ NODE 57 length 157117 cov_58. | 106093..110 | serine protease | AE014075
4131 632923 224 autotransporter
sof
Enterobacteria
ceae (SPATE)
vat 99.69 | 4132/ NODE 57 length 157117 cov_58. | 106093..110 | serine protease | X16664
4131 632923 224 autotransporter
s of
Enterobacteria
ceae (SPATE)
yehA 97.68 1035/ NODE 5 length 758437 cov_57.1 | 503091..504 | Outer CP042934
1035 67538 125 membrane
lipoprotein,
YHD fimbriael
cluster
yehB 96.57 | 2481/ NODE 5 length 758437 cov 57.1 | 500595..503 | Usher, YHD CP042934
2481 67538 075 fimbriael
cluster
yehC 96.44 | 675/ NODE 5 length 758437 cov 57.1 | 499905..500 | Chaperone, CP042934
675 67538 579 YHD fimbriael
cluster
yehD 95.21 543/ NODE 5 length 758437 cov 57.1 | 499282..499 | Major pilin CP042934
543 67538 824 subunit, YHD
fimbriael
cluster
yfeV 99.65 567/ NODE 5 length 758437 cov_57.1 | 245297..245 | Fimbrial UGFJ01000003
567 67538 863 protein

Tableau 02: Serotyper Finder

Database(s): H type,O_type

Database for H type genes

Ge | Seroty | Identi | Templ Contig Position in | Accessi
ne pe ty ate / contig on
HSP number
length
fliC | HS 98.93 | 1311/ | NODE 5 length 758437 cov_ | 755140..756 | AY2499
1311 57.167538 450 90
Database for O type genes
Ge Seroty Identi Templ Contig Positionin = Accessi
ne pe ty ate / contig on
HSP number
length
wz  O75 98.32 1074/ NODE 5 length 758437 cov_  580646..581 GU2997
y 1074 57.167538 719 95
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wz O75 97.98 1533/ NODE 5 length 758437 cov_  586605..588 GU2997
X 1533 57.167538 137 95
Tableau 03: Resulats du MLST pour Sequence Type: 1793
Locus | Identity | Coverage | Alignment Allele | Gaps | Allele
Length Length
adk 100 100 536 536 0 adk 14
fumC | 100 100 469 469 0 fumC 14
gyrB | 100 100 460 460 0 gyrB 10
icd 100 100 518 518 0 icd 200
mdh | 100 100 452 452 0 mdh 17
purA | 100 100 478 478 0 purA 7
recA | 100 100 510 510 0 recA 10
Tableau 04 : Détection de génes de résistance aux antibiotiques par génomique
fonctionnelle (ResFinderFG)
Géne (Hit Identi | Longueu | Contig | Position Antibiotique | Accession
name) té (%) | r ciblé (Drug)
aligneme
nt
van_ligase 100.00 | 921/921 | NODE_ | 123761..124 | D-cycloserine | KF626928
87 681 A
beta_lactamas | 100.00 | 1134/113 | NODE | 124095..125 | Aztreonam KJ910926
e 4 7 228 A
Cat 100.00 | 633/442 | NODE | 131..572 Chloramphéni | KU54402
23 col 9.1
AAC 100.00 | 600/572 | NODE | 1671..2242 | Amikacine GQ34298
(aminoglycosi 23 6.1
de
acetyltransfer
ase)
Dfr 98.82 | 591/591 | NODE_ | 176386..176 | Cotrimoxazol | KX12657
87 976 e 3.1
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