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Résumé

Résumé

L'objectif principal de ce travail est d'étudier la  souche  multi-
résistante E. faecium B319, les premiers tests ont montré que la souche est
dotée d'une résistance : a une forte concentration de sel jusqu'a 6,5% en
NaCl, a des températures pouvant aller jusqu'a 45°C voire 63°C et
d'autres caractéristiques physiologiques qui ont confirmé son appartenance
au genre Enterococcus. Le profil de résistance de cette souche était établivis-a-
vis 14 antibiotiques, les résultats ont montré 1’existence d’une forte résistance
envers la plupart des antibiotiques, en revanche la grande sensibilité était
exprimée envers le chloramphénicol. Apres traitement des séquences brutes suivi
de leur assemblage, le génome de la souche représentait une longueur de 2,5
Mb avec 2461 CDS, 43 ARNt et 3 ARNr. La recherche de génes de
résistance et de virulence a permis d'identifier 11 genes de résistance aux
antibiotiques  (aac(6)-li, eat(A), tet(M), msr(C),vanZ-A, vanY-A, vanX-A,
vanA, vanH-A, vanS-A, et vanR-A) et un genede virulence (acm). L'analyse
génomique a egalement identifié 2 prophages tempérés de Listeria et
Enterococcus et 1 élément génétique mobile transposable et conjugatif. La
recherche de mutations génétiques a fait apparaitre un ensemble de 13
mutations ponctuelles identifiées dans le gene pbp 5 conférant une résistance
a l'ampicilline. Nos résultats suggérent que les VRE peuvent agir comme un
réservoir de génes transmissibles a d'autres bactéries pathogénes dans la
mesure ou ils peuvent se propager trés facilement d'un patient a lI'autre dans un

environnement hospitalier.

Mots clés : E. faecium, VRE, génome, multirésistance, transfert

horizontal.
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Abstract

Abstract

The main objective of this work is to study the multi-resistant strain
E. faecium B319, the first tests showed that the strain is endowed with
resistance: to a high concentration of salt up to 6.5% in NaCl, to
temperatures up to 45°C and even 63°C and other physiological
characteristics that confirmed its belonging to the genus Enterococcus.
The resistance profile of this strain was established towards 14 antibiotics,
the results showed the existence of a strong resistance towards most of the
antibiotics, on the other hand the high sensitivity was expressed towards
chloramphenicol. After processing of the raw sequences followed by their
assembly, the genome of the strain represented a length of 2.5 Mb with
2461 CDS, 43 tRNA and 3 rRNA. The search for resistance and virulence
genes identified 11 antibiotic resistance genes (aac(6’)-li, eat(A), tet(M),
msr(C), vanZ-A, vanY-A, vanX-A, vanA, vanH-A, vanS-A, and vanR-A)
and one virulence gene (acm). Genomic analysis also identified 2
temperate  prophages of Listeria and Enterococcus and 1 mobile
transposable and conjugative genetic element. Genetic mutation search
revealed a set of 13-point mutations identified in the pbp 5 gene conferring
ampicillin resistance. Our results suggest that ERVS may act as a reservoir
of genes transmissible to other pathogenic bacteria as they can spread very

easily from one patient to another in a hospital environment.

Key words: E. faecium, VRE, genome, multidrug resistance,

horizontal transfer.
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Partie 1. Introduction

Introduction

Les entérocoques sont des bactéries ubiquitaires, trouvées dans la
flore microbienne normale du tractus gastro-intestinal de I'Homme, des
autres mammiféres et des animaux & sang chaud. Ils peuvent aussi étre
retrouvés de facon normale dans les voies génitales féminines, et dans les
voies respiratoires supérieures (Sweet and S., 2009). lls sont donc de bons
indicateurs de contamination fécale. Le défi de la maladie causée par les
entérocoques est aggravé par leur sensibilité limitée aux antibiotiques, en
raison de résistances intrinseques et acquises aux  antibiotiques. En
particulier Enterococcus  faecium. C'est un commensal intestinal dans
I'intestin humain, peu de souches fournissent un effet bénéfique a humains
comme probiotiques, alors que peu sont responsables de [Iinfection
nosocomiale (Geldart and Kaznessis., 2017) notamment les infections des
voies urinaires, les infections abdominales et des plaies, I'endocardite et la
bactériémie (Willems and Schaik., 2009) et agit comme un pathogene
opportuniste en raison d'une variété de facteurs de virulence, y compris les
lipopolysaccharides et la formation de biofilm (Natarajan and Parani.,
2015). Bien que généralement considérées comme  inoffensives.  Ces
dernieres années, vous pouvez remarquer une forte augmentation des
infections a E. faecium qui pourrait étre en lien avec l'acquisition rapide
de multiples résistances aux antibiotiques. Les résistances les plus souvent
mises en évidence concerne l'ampicilline et la vancomycine ce qui a fait de
ces bactéries des bactéries hautement résistantes aux antibiotiques
émergentes (BHRe) et parmi les bactéries les plus surveillées de nos jours.
Il a été rapporte que la plupart des isolats cliniques a E. faecium en
Europe et aux FEtats-Unis méme en Algérie sont résistants a ces

antibiotiques (Di Cesare et al., 2014; AARN, 2018).

Dans cette étude, nous déterminons les caractéristiques

physiologiques et génomiques d'une souche isolée des feces de rat. Le
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Partie 1. Introduction

travail commence par une expérimentation qui a pour but [l'analyse
morphologique, physiologique et biochimique de la souche B319 mais
également de préciser son profil de résistance/sensibilité aux antibiotiques.
La deuxieme étape vise a réaliser une analyse bioinformatigue du génome
complet de la souche en recherchant des génes de résistance aux
antibiotiques et de virulence ainsi que des éléments génétiques mobiles

susceptibles de jouer un réle dans le transfert horizontal de génes.

3|Page
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Généralités sur les Entérocoques

Le genre Enterococcus a été identifié en (1899) grace a Thiercelin qui
a eté le premier & utiliser le terme de Diplococcus a Gram positif d’origine
intestinale. En 1906, les genres Enterococcus ont toutes été reclassés
comme Streptococcus en raison de leur capacité a former des chaines
courtes (Andrewes, 1906). En 1937, Sherman a classé les genres de
Streptococcus en quatre sous-groupes : les streptocoques  fécaux ou
Entérocoques, les streptocoques lactiques, le groupe des viridans et les
streptocoques pyogeénes. Enfin, en 1984, Schleifer et Kilpper-Balz, en
utilisant 1’hybridation ADN-ADN et le sequencage de I'ARNr 16S, ont

découvert que Streptococcus  faecium et  Streptococcus  faecalis  étaient
distincts des autres especes de Streptococcus et les ont classés parmi le
genre Enterococcus (Schleifer and Kilpper-Bédlz, 1984; Van Tyne and
Gilmore, 2014)

Selon le Bergey’s Manual of Systematics of Archaea and Bacteria

(BMSAB), les entérocoques appartiennent au :

Regne : Bacteria

Embranchement : Firmicutes

Classe : Bacilli

Ordre : Lactobacillales

Famille : Enterococcaceae

Genre : Enterococcus

Le genre Enterococcus appartient au groupe des bactéries lactiques
(LAB) et représente le troisieme plus grand genre LAB apres Lactobacillus
et Streptococcus (Franz et al.,, 2011; Hanchi et al., 1971) Les genres de
LAB parmi lesquels les entérocoques sont groupés possédent une faible

teneur en G + C <50 mol% (soit 37,5% de GC dans le chromosome

d'Enterococcus faecalis) (Paulsen et al., 2003).
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Quarante-neuf (49) espéces différentes ont été recensées sur la base
de I’analyse de ’ARNr 16S et sont représentés dans la figure 1 (Aguilar
Galvez et al., 2012; Zhong et al., 2017).

@ E. italicus DSM 15952
E. camelliae FP15-1
- E. I s ATCC 49903
@ E. saccharolyticus DSM 20726
E. olivae IGG16.11

—”:E. columbae DSM 7374
 E. cecorum DSM 20682

70 E. lemanii PC32
@ E. aquamarinus DSM 17690
o5 E. eurekensis PC4B
°7 E. alcedinis L34

- E. gallinarum DSM 24841

@ E. casseliflavus DSM 20680

- E. gilvus DSM 15689

@ E. malodoratus DSM 20681

@ E. avium DSM 20679

@ E. raffinosus DSM 5633

@ E. hermanniensis DSM 17122

@ E. pallens DSM 15690

- E. asini DSM 11492
E. di ORL-24

@ E. canintestini DSM 21207

@ E. dispar DSM 6630

{ E. xiangfangensis 11097

N

@ E. devriesei DSM 22802
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ey | | L- rhamnosus ATCC 8530
100l L. casei ATCC 334

Figure 1: Arbre phylogénétique de 49 genres d’Enterococcus basé sur les
sequences de I'ARNr16 (Bankevich et al., 2012).

Enterococcus faecium

Enterococcus faecium est une bactérie anaérobie facultative a Gram

positif de forme coccique qui peut se présenter par paires ou par chaines.
La figure 2 montre son aspect microscopique. Son habitat naturel
comprend le tractus gastro-intestinal, la cavité buccale et le tractus

vaginal d’une grande  variété  d’animaux. Les colonies  produites

apparaissent humides et ont une taille moyenne de 1-2 mm. E. faecium
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peut survivre pendant de longues périodes a [P’intérieur des hopitaux, des
égouts et du sol. Il a la capacité de proliférer dans des environnements
basiques, acides, isotoniques ou hypertoniques avec des températures
allant de 10 a 45 degrés Celsius. Les principales caractéristiques de cette

espece sont récapitulées dans le tableau ci-dessous.

e 'V N
f ° -
- - N
L -
. e N & 25
- 5 .’ ‘If‘:-._' ¥
’- ‘ . : IR 'x' ¥ }.
' ‘- "‘

i

Figure 2: Aspect en microscopie optique (x 1000) de E. faecium ap-rés
coloration de Gram. B) Aspect en microscopie électronique a balayage (X
1000) de E. faecium (Isnard, 2017).

Pouvoir Pathogene

E. faecium est un agent pathogene humain qui provoque des
infections des voies urinaires, des endocardites, des infections des plaies
chirurgicales et des bactériémies nosocomiales. Les infections nosocomiales
surviennent en milieu hospitalier lors du  traitement  d’une maladie
antérieure, Ces infections sont souvent difficiles a traiter en raison de la
résistance accrue aux antibiotiques associée a cet organisme (Arias and
Murray, 2012). L’augmentation récente des souches d'E. faecium
résistantes a la vancomycine (ERV) dans les isolats cliniques est
particulierement préoccupante, car cet antibiotique de type glycopeptide
reste souvent le dernier traitement disponible dans les infections
potentiellement mortelles (Wheeler et al.,, 2002). La situation est encore
compliquée par le fait que les entérocoques ont développé un certain

nombre de mécanismes pour le transfert des genes de résistance (Arias and
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Murray, 2012). Par conséquent, la plus grande menace posée par I’ERV ne
vient peut-étre pas de ces organismes eux-mémes, mais de la possibilité
qu’ils puissent transférer leurs geénes de résistance a d’autres bactéries a
Gram positif plus pathogénes, créant ainsi un agent pathogéne tres
dangereux difficile a traiter avec les antibiotiques actuellement disponibles

(Kramer, Schwebke and Kampf, 2006).

Tableau 1: Principales caractéristiques d'Enterococcus faecium

cci de 0.6 a 1um en moyenne, ovalaires, isolés, en diplocogues, chainettes ou

Horphologie chaines.
Coloration de Gram | Cram+
Mobilité Immobiles

Type respiratoire Anaérobiesfacultatifs

ermentation des sucres Raffinose :-

Oxydase Négatif

Catalase Négatif
Mannitol :+
Arabinose :+

Xylose :-
Sorbitol toujours:-

-Température générale : de +10 a +43°C
-Température optimal : 37°C

-pH optimal : de 7.2 a 7.4 ; croissance a pH 9.6
Conditions de
culture -Croissance dans des milieux hostiles & 6.5% de NaCl ou & 40%de bile
-Croissance dans lait renfermant 0,1 % de bleu de méthyléne

-Croissance a une température de 60 ° C pendant 30 minutes

Milieux de culture| Gélose nutritive, gélosetrypcase soja...

d’usage courant

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), a dressé le 27 février
2017 une liste de bactéries pathogenes pour lesquelles il est urgent de
trouver de nouveaux antibiotiques. Ces microorganismes sont classés en
trois catégories représentatives du niveau de priorité : Critique (priorité 1),

Elevée (priorité 2) et Moyenne (priorité 3) (Moussouni, 2020) (Tableau 2).
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Parmi
vancomycine (priorité

appelées VRE, pour «

des isolats cliniques d’E. faecium sont des VRE, contre 8 a 9%

faecalis (Hanchi et al., 2018).

Tableau 2:
bactéries pathogénes

Priorité 1 : Critique

Acinetobacter baumanii,

résistance aux carbapénemes

Pseudomonas aeruginosa,

résistance aux carbapénémes
Enterobacteriaceae,  résistance
aux carbapénemes, résistance aux

céphalosporine

ces organismes se

Classification de

Partie 11. Synthése bibliographique

trouvent les

en majorité

Vancomycin Resistant Enterococci  ».

Priorité 2 : Elevée

Enterococcus JSaecium,

résistance a la vancomycine

Staphylococcus aureus, résistance

a la méthicylline, résistance
intermédiaire ou complete a la

vancomycine

Helicobacter pylori,
résistance a la
clarithromycine
Campylobacter spp.,
résistance aux

fluoroguinolones

Salmonella spp., résistance aux

fluoroguinolones

Neisseria gonorrhoeae, résistance
aux céphalosporines, résistance

aux fluoroquinolones

Effet probiotique

entérocoques

E. faecium.

I’Organisation Mondiale de

résistants a la
Ces souches sont
Environ 80%

pour E.

la Santé des

Priorité 3 : Moyenne

Streptococcus pneumoniae,
insensible a la pénicilline
Haemophilus influenzae,

résistance a I’ampicilline

Shigella spp., résistance aux

fluoroquinolones

Différents criteres sont requis pour faire d’une souche microbienne un

bon probiotique. La souche doit étre

de risque pathogéne. Elle doit étre capable de

survivre au

identifiable et ne doit pas présenter

processus de

fabrication et a la digestion. Elle doit aussi pouvoir s’implanter dans le
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systéme digestif, stimuler le systétme immunitaire, contrer les pathogénes

et équilibrer le microbiote intestinal (Holzapfel et al., 2018).

DO a son implication dans diverses infections, le genre Enterococcus
pose probléme en ce qui concerne la sécurité de son utilisation en tant que
probiotique. Cependant, méme si les genres et especes possedent des
caractéristigues communes, on ne peut juger un micro-organisme ni au
rang du genre ni méme au rang de 1’espéce, seulement a celui de la souche.
Or, certaines  souches  d’entérocoques ont des traits  probiotiques
avantageux tout en ne présentant pas de risque pathogéne, et il n’y a que

peu de risque d’infection a entérocoques en dehors de [I’environnement

medical (Marcinakova, Simonovéa and Laukova, 2004)

Les entérocoques, principalement  des Enterococcus  faecium et
Enterococcus faecalis, produisent des bactériocines (substances qui élimine
certains micro-organismes ou inhibe leur croissance) appelées entérocine.
Ces entérocine sont efficaces contre des pathogénes d’origine alimentaire

comme Listeria monocytogenes (responsable de la listériose).

Probiotique contiennent des

Enterococcusfaecium

L’entérocoque le plus connu dans le milieu des probiotiques est
probablement Emnterococcus  faecium, particulierement la  souche  E.
faecium SF 68 qui se trouve dans différents probiotiques et qui est utilisée
dans la production de nourritures fermentées. Cette souche est
originellement une des premieres bactéries lactiques transmises par le lait
maternel et qui contribue au bon développement du microbiote intestinal
du nouveau-né. Les entérocoques sont déja utilisés depuis plusieurs années

pour le bétail et les animaux domestiques.

10| Page



Partie 11. Synthése bibliographique

I n’y a en France que quelques produits qui contiennent des
Enterococcus, mais il est possible que d’autres apparaissent sur le marché

dans le futur, au fur et & mesure que la recherche progresse.
En voici quelques-uns :

-Bioflorin® (Sanofi) : faecium SF68, 150x106 a 225x106 UFC/DJ,
Traitement des diarrhées dont diarrhées associées aux antibiotiques. C’est

un médicament.

- Symbioflor® 1(Symbiopharm) : faecium, autolysat de 107 bactéries
pour 1mL. Utilisé pour combattre les bronchites et sinusites chroniques, et
aider contre 1’asthme. FortiFlora® (Purina) : Pour les chiens et les chats.

E. faecium SF68, 10'® UFC/g. Pour remédier aux troubles digestifs

(diarrhées, flatulences, etc).

<Parmi les souches qui ont été proposées comme probiotiques se

trouvent E. faecium EF9296 possédant une activite antimicrobienne contre

Listeria spp, et E. mundtii ST4V (Todorov et al., 2008).
Les antibiotiques
Historique (Découverte)

Le 3 septembre 1928, le docteur Alexander Fleming rentre de
vacances s’apercut que certaines de ses cultures bactériennes dans des
boites de Petri avaient été contaminées par des colonies de moisissure d’un
blanc verdatre (figure 3). Il s’agissait de souches d’un champignon
microscopique, le Penicillium notatum. Fleming s’apergut qu’autour des
colonies de moisissure, le staphylocoque qu’il cultivait ne s’était pas
développé. Il émit I’hypothése qu’une substance  sécrétée par le
champignon était responsable de ce phénoméne et lui donna le nom de
pénicilline. Il venait de découvrir le premier des antibiotiques. L’industrie

pharmaceutique s’en est emparée des les années 1930-1940 et avec succes,
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plus  d’une centaine de molécules antibiotiques ont ainsi été
commercialisées. Sauf que les bactéries ne se sont pas laissées faire : elles
ont su développer des mécanismes de résistance et c’était la fin du remeéde

miracle.

A
Figure 3: A) Portrait d’Alexander Fleming (1881-1955) B) -
Photographie de la plaque

Définition

Un antibiotique est défini comme toute substance chimique produite
par des micro- organismes ayant le pouvoir d'inhiber et méme de détruire
les bactéries et autres micro- organismes (Rania and Wided, 2020). Les
antibiotiques ont une origine naturelle s’ils sont extraits  d’organismes
vivants. Ils peuvent aussi étre obtenus par synthése chimique totale ou
partielle (Assel, Dhib and Zouaoui, 2021). Chaque antibiotique possede un
mode d’action spécifique et une cible bien déterminée. En fonction de leur
concentration et du temps de contact avec les bactéries, ils peuvent étre

bactéricides ou bactériostatiques (Allem, Boutemine and Khennouchi,

2020)
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Classification des antibiotiques :
Selon lorigine :

Selon leurs origines, il existe des antibiotiques naturels, semi-
synthétiques (antibiotiques ayant une origine naturelle s’ils sont extraits
d’organismes vivants) ou synthétiques (obtenus par synthése chimique
totale ou partielle), 70% de ces antibiotiques proviennent d’actinomycéte,
20% proviennent des champignons et 10%  proviennent des  bactéries
notamment des genres Bacillus et Pseudomonas (Chelkia and Gueriani,

2019).
Selon la structure chimique :

La nature chimique permet de classer les antibiotiques en plusieurs
familles, a titre d’exemple le cycle R-lactame dont le nom de la famille est [3-

lactamines est présent chez tous les antibiotiques de cette famille.
Selon le spectre d’activité :

Chaque antibiotique est caractérisé par un spectre qui correspond a
I’éventail des germes qu’il peut toucher, a dose plus ou moins élevée, on

rencontre :

Les antibiotiques a spectre large : ils sont efficaces sur un grand
nombre de types d'agents pathogénes. Ils sont actifs sur une grande partie
de tous les cocci et tous les bacilles ; et utilisés lorsque la bactérie n'est pas

encore identifiée.

Les antibiotiques a spectre étroit : ils sont efficaces sur un nombre
limité d'agents infectieux leur permettant de cibler une pathologie en

particulier.

Cette activité antibactérienne est caractérisée par :
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Une concentration minimale inhibitrice (CMI) : c’est la faible

concentration d’un antibiotique dont le développement est empéché apres

24h d’incubation, elle indique le pouvoir bactériostatique.

Une concentration minimale létale (CML) ou bactéricide (CMB)

c’est la faible concentration qui entraine la mort de 99,9% des bactéries,

elle indique le pouvoir bactéricide.

On détermine l'activité intrinseque d'un antibiotique selon le rapport
CMB/CMI

CMB/CMI < 2 Antibiotique bactéricide

CMB/CMI = 4 a 16 Antibiotique bactériostatique

CMB/CMI > 16 Bactérie dit "tolérante” a [D’antibiotique (Allem,
Boutemine and Khennouchi, 2020).

Selon le mode d’action :
Selon le site spécifique d’action, un antibiotique peut agir par :

1- Inhibition de la synthése de la paroi bactérienne « RB-lactamines,
glycopeptides, et quelques molécules d’intérét mineur comme  fosfomycine,

cyclosérine

2- Inhibition de la synthese protéique : par action sur les ribosomes «

aminosides, macrolides, acide fusidique ».

3- Action sur la synthése des acides nucléiques « les quinolones qui
bloguent la réplication de I’ADN, les fluoroquinolones, les rifamycines,

nitrofuranes ».
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4- Action sur les membranes cytoplasmiques « les polymyxines qui
sont actifs sur les bactéries Gram négatif dont la colistine est le

représentant le plus connu, et les daptomycine

Cell wall synthesis DNA gyrase

Cycloserine Nalidixic acid
vancomycin Norfloxacin (quirolones)
23citractin Ncveblocin

Penicillins- (8-lactams)
Cephalsporins
Monobactams
Carbapenems

DNA-directed RNA polymerase

Rifampin

Protein synthesis

(sos inhibitors)
Trimethroprim —_—_—

."‘ v " N
Sulfonamides ‘ Erythromycin (macrolides)
hlcramphenicol
== | — Clindamycin
) Linomycin
A 3 /Y

Cytoplasmic /"\’\/ y :
o N o Protein syntjesis

memoran
embrane AN {30s inhibitors
Cen\-.an/

Mupirocin
Puromytin

Figure 4: Schéma récapitulatif montre les différentes familles des
antibiotiques avec leur cible (Madigan and Martinko, 2007)

Folic acid metabolism

Tetracyclines

Spectinomycin

Streptomytcin

Centamicin, tobramyxin
Kanamycin (aminogiycosides)
Amikacin

Notrofurans

Cytoplasmic membrane structure

Polymyxins

Principales familles d’antibiotiques

Les principales familles d’antibiotiques sont classées dans les tableaux

3,4,5 6et7.
La résistance aux antibiotiques

Une bactérie est dite résistante a un ATB lorsque le taux nécessaire a
inhiber sa croissance in vitro est supérieur aux taux qui peuvent étre
couramment atteints in vivo. On parle alors de résistance bactérienne
guand un micro-organisme s’adapte au milieu et réussit a modifier son
métabolisme pour continuer a se développer en présence de I’ATB qui

devrait le détruire (Okrani and Hamdani, 2017).

La résistance des bactéries aux ATBs est rencontrée en milieu
communautaire (c'est a dire en dehors du milieu hospitalier) ou en milieu

hospitalier.
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Types de résistances
La résistance aux ATBs peut étre naturelle ou acquise :
Résistance naturelle

Résistance naturelle ou intrinseque correspond a la résistance de
toutes les souches d’une méme espéce ou d’'un méme genre bactérien a un
ATB. Ce caractére de résistance est présent dans son  chromosome
bactérien, il est constant et stable, transmis uniquement de maniere

héréditaire (Okrani and Hamdani, 2017).
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Tableau 3: Antibiotiques agissant sur la paroi

Famille Groupe Exemple d’antibiotiques Mode d’action
Pénames Ampicilline Amoxicilline Ils agissent sur la synthése du
peptidoglycane en
A inhibant les protéines liant la
Carbeénicilline pénicilline (PLP).Les PLP ont  une
activitétranspeptidasique, carboxypeptidasique et
Pénemes Imipénéme,Méropéneme transglyc.ola_si(_qge. -
—_—— Ertapénéme. L'inhibition des PLP aboutit
a linhibition de la formation des ponts
B _lactamines OxapénamesoL Amoxicil.line A(.:ide clavulanique | pentacycliques responsables de la structure réticulée de
clavams (acide w la paroi. On obtient ainsi des formes rondes ou
clavulanique) ALd? filamenteuses qui aboutissent & la lyse
Clavulanique bactérienne
Céfazoline
Céphémes Céfoxitine
Céftriaxone
Monobactames Aztréonam

Glycopeptides

Vancomycine  Teicoplanine

lIs bloquent la polymérisation

du peptidoglycane en se fixant sur
la partie DAIla-D-Ala terminale
des peptides impliqués dans

la phase de polymérisation

du peptidoglycane

Non classé

Fosfomycine

Elle se fixe sur une enzyme impliquée dans
la formation de 1’acide,N- acétylmuramique
qui est 1’un des précurseurs du peptidoglycane.
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Tableau 4: Antibiotiques agissant sur la synthese protéique

Famille Antibiotiques Mode action
Aminosid Streptomycine, Kanamycine llIs se fixent sur la Sous unité 30S du ribosome ou ils
minosides Gentamicine s’interférent avec la synthése des protéines
Spiramycine, Lincomycine Ils agissent au niveau de la S/unité 50S
Macrolides, Lincosamides, Pristinamycine du ribosome. Ils inhibent la croissance
Streptogramines, (MLS) de la chaine polypeptidique en formation
Inhibition de la peptidyl- transférase, en se fixant sur la sous-
Tetracyclines Chloramphénicol Thiamphénicol unité 50S du ribosome bactérien
Inhibition de la peptidyl- transférase, en se fixant sur la sous-
Phénicolés Chloramphénicol Thiamphénicol unité 50S du ribosome bactérien
Se fixent sur la sous unité
Oxazolidinones Linézolide ribosomale 50S
etempéchesa liaison a la sous unité 30S
Tableau 5: Antibiotiques agissant sur la membrane cytoplasmique
Famille Antibiotiques Mode action
Polymixine Elles se fixent sur les phospholipides, et perturbent ainsi les
Polymixines B Colistine transferts ~ transmembranaires ~ de  nutriments et  inhibent les

phosphorylationsoxydatives du métabolisme, énergétique
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Tableau 6: Antibiotiques agissant sur la synthése des acides nucléiques

Famille Antibiotiques Mode d’action
Acide nalidixique,Acide lls agissent sur deux enzymes impliquées dans cette synthése
pipémidique,AcideOxolinique, ADN gyrase(cible principale des BGN) il forme un complexe ADN
. . Fluméquine. rase- Quinolones qui vabloquer la progression de I’ADN polymérase
Quinolones et Fluoroquinolons q gy L Q a q . p g - p Y
bactérienne au coursde la réplication ADN topo- isomérase IV
Péfloxacine, Ofloxacine | L’interaction entre I’ADN, quinolone et topoisomérase stimule la coupure
NorfloxacineCiprofloxacine de I’ADN etinhibe la relégation
_ ] RifamycineRifamycine SV Inhibition de la transcription de I'ADN en ARNmM par inhibition
Rifamycines de I'ARN polymérase.
. Nitrofurantoine Furazolidone Elles agissent directement sur I’ADN provoquant diverses lésions
Nitrofuranes Nifuroxazide (coupures et substitution de bases)
Tableau 7: Antibiotiques agissant sur la synthése de 1’acide folique
Famille Antibiotiques Mode d’action
Inhibent la synthése des folates, agissent en compétition avec
le PABA pourle site actif, la dihydroptéroate synthétase (DHPS) qui
Sulfamides SulfaméthoxazoleSulfaméthizoleSulfaguanidine | Catalyse une réaction essentielle a la  synthése de [I’acide

tétrahydrofolique (DHF) nécessaire a la production des purines et
pyrimidines pour la synthése de 1’acide nucléique

2-4 Diaminoptéridine

Trimethoprime

Inhibent la synthése des folates, en sefixant surladihydrofolateréductase

Sulfamides+ Trimethopme

Sulfaméthoxazole+ Trimethoprime
(Cotrimoxazole)

Agitsurlesdeuxenzymes précédentes
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Résistance acquise

Il s’agit d’un caractére qui ne concerne alors que quelques souches
d’une espece bactérienne. La résistance acquise est moins stable, mais elle
se propage souvent de fagcon importante dans le monde bactérien. Elle
résulte d’une modification du patrimoine génétique de la bactérie soit par
mutation chromosomique ou bien extra-chromosomique lui permettant de
tolérer une concentration d’ATB plus élevée que celle qui inhibe les

souches sensibles de la méme espéce (Okrani and Hamdani, 2017).
Mécanisme de résistance
On distingue deux grands mécanismes de résistance :
Mécanisme génétique
La résistance chromosomique

Elle résulte d’une mutation phénomeéne rare, indépendant, due au
hasard. Il n’est pas provoqué par la présence de I’ATB, mais ce dernier
révele la mutation de la résistance en sélectionnant les bactéries mutantes
résistantes. Toutes les mutations ont pour conséquence la perte ou la
modification d’une protéine structurale ou enzymatique. Une bactérie
mutée est souvent contre-sélectionnée en 1’absence d’ATB  (Okrani  and

Hamdani, 2017).
La résistance extra chromosomique (plasmides)

La résistance plasmidique est liece a la synthese de  protéines
additionnelles et non a une modification des constituants normaux de la
bactérie. Les bactéries porteuses de plasmides sont normales alors que les
bactéries résistantes par mutation sont souvent fragilisées et ne sont pas

ou peu contre-sélectionnées en 1’absence d’ATB.
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Elle résulte d’acquisition d’un plasmide qui est transféré par les pilis
sexuels par contact direct entre des bactéries. Le donneur et le receveur

ont a la fin du processus une copie du plasmide.
Mécanisme biochimique

On  distingue  trois  principaux  mécanismes de résistances :
inactivation enzymatique innascibilité & la cible et modification de la cible

de I’antibiotique (figure 5) :

© Inactivation
enzymatique

© Inaccessibilité oso /
a la cible B — 4
- enzyme S

2 Oo k, w ———— cytoplasme

activation de "

pompes a efflux chromosome (- - \" = P
’,_: cn?ibioiique détruit
S e ou modifié
x\

pompe & eHqu cible de I'antibiotique
protéine membranaire / modifiée

modifiée - e D
— — plasmide
oo

o o9 © Modification de la cible
de IYantibiotique

paroi bactérienne

Légende: @ Antibiotique
M Cible non modifiée

Figure 5: Les mécanismes de résistances aux ATBs.
Modification de la cible d'ATB

Aprés pénétration cellulaire de 1’ATB, il existe une phase de
reconnaissance de la cible. C’est & ce niveau qu’intervient ce type de

résistance. Il s’agit de :

Modification des PLP (figure 6) ;

Modification du précurseur de peptidoglycane ;

Modification du ribosome ;

Modification des topoisomérases ;

Modification de I’ARN polymérase ;

Modification des enzymes impliguées dans la synthese des folates ;

Modification du facteur d’élongation.
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Chaque ATB se lie a cette cible et bloque son fonctionnement. La
modification d’affinité de la cible envers I’ATB entraine une diminution de
la liaison entre la protéine cible et la molécule ATB, ce dernier sera alors

moins efficace.

! - PLP modifice

‘Membrane e

Figure 6: Le mécanisme de résistance aux ATBs par la modification des PLP au
niveau de la bacterie

Inactivation enzymatique de ’ATB

La bactérie peut produire des enzymes inactivant 1’action des ATBs
soit a I’extérieur de la bactérie : enzyme exocellulaire, soit a I’intéricur de
la bactérie : enzyme endocellulaire ou périplasmique. Les classes d’ATBs
visées par ces enzymes sont les Bétalactamines les Macrolides-incosamides-
Streptogramines (MLS), les Aminosides et les Phénicolés (Okrani and

Hamdani, 2017)(figure 7).

Membrane.
cytoplasmigue

Espace périplasmique

PLP

Figure 77: L’action des enzymes R-lactamase sur les ATBs agissant sur la
bactérie.
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Diminution de la perméabilité

Pour agir, les ATBs doivent peénétrer dans la cellule bactérienne et
utilisent les systemes de transport propres a la bactérie pour ses échanges
avec l’extérieur. Pour se défendre, la bactérie empéche cette entrée de

toxiques en diminuant la perméabilité de sa membrane par :

Une altération des porines (protéines formant les pores de la
membrane) : ce mode de résistance n’affecte que les bactéries Gram
négatif, chez qui la membrane externe constitue une barriere de diffusion
tres efficace. L’ATB ne peut traverser cette barriere qu’en empruntant des
structures particulieres (les porines). Toute modification des porines rend
le passage des molécules hydrophobes (comme Ila famille des

Bétalactamines) encore plus difficile (figure 8) ;

FPorime modifiece

S

~ -
NN
s
l. - .

:
.

Figure 8: Le mécanisme de résistance par modification des porines de la
membrane bactérienne.

L’absence de passage ou 1’augmentation du temps de passage protége

les bactéries et les rend résistantes ;

Une inhibition du transport actif ;
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Une inhibition de la pénétration a travers les peptidoglycanes

recouvrant la membrane plasmique chez les bactéries Gram positives ;

La modification de la composition du lipopolysaccharide (LPS), au
niveau du polysaccharide, peut aussi étre a 1’origine d’une diminution de la
perméabilité.

Ce mécanisme n’est cependant pas trées performant, car il suffit
d’augmenter les doses d’ATBs pour faire face a cette baisse de Ila
perméabilité membranaire. Néanmoins, ce systéme lorsqu’il est associé a
d’autres systéemes de résistance, peut protéger de facon efficace la bactérie

méme a des doses importantes d’ATBs.
Excrétion de ’ATB par mécanisme d’efflux

L’ATB ne peut atteindre son site d’action par pompage actif de ce
dernier vers I’extérieur de la bactérie (efflux). Les transporteurs d’efflux de
plusieurs ATBs sont des composants normaux des cellules bactériennes et
contribuent pour une large part a la résistance intrinseque des bactéries a
de nombreux agents antibactériens. Ces pompes ont besoin d’énergie.
L’exposition aux ATBs favorise une surexpression par mutation de
transporteurs, entrainant une hausse de la résistance bactérienne. Il est
possible qu’une résistance par efflux apparaisse a cause d’une exposition a

un ATB d’une autre classe (figure 9).

Figure 9: Le mécanisme d’efflux exercé par la bactérie sur ’ATB.
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Profile de résistance

L’identification de la bactérie permet de déterminer son premier
profil de résistance. Pour connaitre la sensibilit¢é d’une souche bactérienne
et ’acquisition de résistance vis-a-vis d’un ATB, il faut réaliser un
antibiogramme. L’antibiogramme permet de déterminer la  Concentration
Minimale Inhibitrice (CMI), la concentration d’ATB 1la plus faible pour
arréter la croissance bactérienne. En fonction de cette CMI, la souche

bactérienne est classée en trois catégories :

- Souche sensible : forte probabilité de succes thérapeutique dans le

cas d’un traitement par voie systémique avec la posologie recommandée ;

- Souche résistante : forte probabilité d’échec thérapeutique quel que

soit le type de traitement et la dose ATB utilisée ;

- Souche intermédiaire : succes thérapeutique imprévisible (Okrani

and Hamdani, 2017).
La multirésistance

Une bactérie est dite multirésistante (BMR) aux ATBs lorsqu’elle
n’est plus sensible qu’a un petit nombre d’ATBs habituellement actif en

thérapeutique, par I’accumulation de résistances naturelles et/ou acquises.

En pratique, une bactérie est dite BMR lorsqu’elle est sensible a

moins de 3 familles d’ATBs.
Facteurs de virulence et Génes de Résistance
Définition des facteurs de la virulence

Pour les bactéries, les facteurs de virulence sont des molécules qui
leur permettent de survivre et de se multiplier dans  différents
microenvironnements (hdte)  quand la  bactérie progresse pendant

I’infection. Parmi ces facteurs on trouve :
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- Toxines

- Facteurs d’Adhérence

- [Effecteurs bactériens intervenant dans I’invasion et la survie
intracellulaire

- Facteurs de virulence enzymatiques (Hashim, 2016).

Facteur de virulence d'Enterococcus  faecium

(Hashim, 2016)
Les facteurs associés a la virulence chez E. faecium sont :

Esp : Le géne de la protéine de surface de [D’entérocoque, esp, a été
impliqgué dans la formation de biofilms et 1’adhésion a des matériaux
abiotiques contribuant a 1’établissement d’infections nosocomiales par la
formation de biofilms sur les instruments médicaux. Il a été démontré que
le gene esp d’E. faecium est impliqué dans les infections des voies
urinaires. Esp améliore les infections des reins et de la vessie chez les

souris (Leendertse, 2009).

hylEfm : Le géne hylEfm qui code pour une hyaluronidase putative
se trouve également principalement dans les isolats épidémiques d'E.
faecium résistants a la vancomycine d'origine clinique. Le hylEfm était
associé a un grand plasmide (plus de 145 kb). Il a été démontré que ce
gene renforce la capacité de cette bactérie a coloniser le tractus gastro-

intestinal. Ce gene a également été observé comme étant responsable de la

virulence accrue d'E.facium dans un modele de péritonite chez la souris.

sagA . Parmi les facteurs de virulence putatifs qui ont été identifiés
chez E. faecium se trouve le gene sagA qui peut étre impliqué dans le

métabolisme de la paroi cellulaire.

Acm : Acm, été largement étudiée chez E. faecium. 1l a été montre

que ce gene joue un r6le important dans la pathogenese d'E. faecium dans

un modele d'endocardite chez le rat mais pas dans la péritonite.
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Scem ;. Une étude bioinformatique basée sur le génome du projet de
génome de la souche TXO0016 dérivée de I'endocardite d'E. faecium a été
réalisée. Sur la base de Il'analyse, ces auteurs ont identifié un certain
nombre de génes codant potentiellement pour des composants de surface
microbiens reconnaissant des molécules de matrice adhésive (MSCRAMM)
dans E. faecium. Parmi les 15 protéines de surface ancrées d'E. faecium
(Fms) identifiées Fms10, connue plus tard sous le nom de Scm s'avére

coder un deuxieme collagéne.

SgrA : Cing génes codant pour les protéines ancrées a la paroi
cellulaire  LPXTG exposées a la surface (CWAP) enrichies de maniere
distinctive dans le complexe clonal 17 (CC-17) E. faecium ont été
identifiées En plus de Esp et Acm, une protéine de surface LPXTG, SgrA,
qui a une région de repétition riche en sérine et il a été supposé que cette
protéine pourrait adhérer au fibrinogéne (Hendrickx et al.,, 2007 ;

Hendrickx et al., 2009).

EcbA : Initialement, la protéine A de liaison au collagéne d'E.
faecium, ECbA, était connue sous le nom de protéine de surface LPXTG,
et le gene de cette protéine était également enrichi en complexe clonal (CC-
17) EcbA est I'un des MSCRAMM d'E. faecium qui se lie au collagéene de
type V.

Pili : Outre scm et acm, un autre géne, pilA, a été identifié.
L'ebpABC d'E. faecium (ebpABCfm), est transcrit en un seul opéron, se
polymérise en une protéine de sous-unité majeure du pilus, EbpCfm.
EbpCfm est maintenant appelé PilB et cette protéine est présente a la
surface d'E. faecium. Une étude plus approfondie par eux a montré
I'importance du matériau de pili polymérisé dans l'interaction et
I'adhérence entre les cellules individuelles qui pourraient  servir de

médiateur a la formation de la matrice de biofilm.
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AsrR : Un capteur de stress oxydatif et un régulateur de réponse,
AsrR (antibiotique et régulateur de réponse au stress) a été identifié chez
E. faecium et signalé comme détectant le peroxyde d'hydrogene. Ce géne

est conservé parmi tous les isolats d'E. faecium.

gelE : Ces enzymes, responsables de la protéolyse, sont également
appelées gélatinase car elles sont capables de liquéfier la gélatine. La
gélatinase, codée par le gelE chromosomique, est une endopeptidase a zinc
extracellulaire qui hydrolyse le collagéne, la gélatine et les petits peptides.

Récemment, la présence de gelE a été rapportée dans une souche clinique

d'E. faecium isolée chez des patients souffrant d'une maladie de Crohn.
Geéne de résistance

Les Entérocoques Résistant a la Vancomycine, aussi appelés VRE
(entérocoque vancomycine resistant) ou ERG (entérocoque reésistant aux
glycopeptides) sont des bactéries devenues résistantes a  certains
antibiotiques en particulier a la classe des glycopeptides (vancomycine et
teicoplanine) . La résistance aux glycopeptides concerne principalement E
faecium et, a un moindre degré, E. faecalis. Les genes de résistance (codés
VanA a VanG) permettent a la bactérie de synthétiser des précurseurs
modifiés de la paroi (peptidoglycane), cible d’action des glycopeptides, ce
qui aboutit a une perte d’action des glycopeptides. Le géne vanA (le plus
fréquent) entraine une résistance de haut niveau a la vancomycine et a la
téicoplanine. Les souches porteuses du gene vanB (moins fréquentes)
restent sensibles in vitro a la téicoplanine. Ces genes de résistance sont
localisés sur des séquences d’ADN transposables appelées transposons
rendant ainsi leur transfert possible a d’autres bactéries Gram positif et en
particulier aux staphylocoques. La pathogénicité des VRE semble faible

mais ils ont un haut risque de transmissibilité et de développement croisé
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raison pour laquelle il est nécessaire de
limiter leur diffusion (Yousfi, 2020)(tableau 8).
de différents éléments génétiques impliqués

Tableau 8: Caractéristique

dans la dispersion des génes résistance.

Elément génétique

Caractéristiques

Roles

Plasmide conjugative

Circulaire

Elément de réplication autonome
Présence des genes nécessaires au
transfert par conjugaison

-Transfert de génes de résistance
-Mobilisation d’autres éléments
portant des génes de résistance

Plasmide mobilisable

Circulaire

Elément de réplication autonome
Présence des genes  permettant
d’utiliser  I’appareil de conjugaison
d’un plasmide conjugative

-Transfert de génes de résistance

Capacité de déplacement depuis un

-Transport de geénes de résistance

Transposon et ISCR segment d’ADN vers un autre a | du chromosome vers un plasmide
I’intérieur d’une bacteria. et vice versa
Elément intégré pouvant s’exciser

Transposon conjugative

pour former un  intermédiaire  de
transfert non réplicatif

-Transfert de génes de résistance
-Mobilisation d’autres éléments
portant des génes de résistance

Cassette de géne

Présence des génes nécessaires au
transfert par conjugaison

Circulaire - Segment d’ADN non
replicatif

Présence seulement d’une fenétre de
lecture ouverte
Intégration dans les intégrons

-Porte des genes de résistance

Intégron

Segment d’ADN intégré
Présence d’une intégrase, d’un
promoteur, et d’un site d’intégration
pour la cassette de géne

-Groupe de génes de résistance dont
I’expression est sous le contréle du
promoteur de I’intégron

Segment d’ADN chromosomique

- Transfert de genes de résistance

llot génomique et EIC Pr,ésence des génes nécessaires aux |- Mobilisation ‘ d’autr?s_ éléments
déplacements et au transfert par | portant des génes de résistance
conjugaison
Virus de bactérie -Transfert de génes de résistance
. Circulaire ou non -Mobilisation ~ d’autres  éléments
Bactériophage Elément de réplication autonome portant des géenes de résistance
Fragment d’ADN isol¢ | Transféré par transformation d’une

dans le milieu

bactérie compétente

-Porte des génes de résistance

La phénotypiques et génotypiques des opérons chez les

E. faecium

Caractéristique

phénotypique et

faecium sont illustrés dans tableau 9.

génotypique des

opérons chez E.
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Tableau 9: Caractéristique phénotypique et génotypique des opérons chez

E. faecium
Niveau de résistance . Location &
P N . Expression eles s
Van-opéron Espeéces vancomycine vs , . mobilité
. . Phénotypique
téicoplanine
VanA E. faecium Elevé pour les deux Inductible Chromosome
E. faecium Transférable élevé-variable | Inductible Chromosome
vanB; vanB1,B2, pour la vancomycine
B3
E. faecium Bas a Elevé pour les deux Constitutive Chromosome
vanD; vanD1, Inductible
D2, D3, D4,D5
' Elevé pour | X Inductibl
VanM E. faecium eveé pour les deu ductible Unknown
Transférable
. [ Bas pour la vancomycine Constitutive Plasmide
VanN E. faecium p y

Sensible a la teicoplanine

Transférable
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L'objectif principal de cette étude est dexaminer le profil de
résistance aux antibiotiques et d'effectuer une caractérisation génomique et

physiologique de la souche E. faecium B319 isolée des feces de rat.
Ftude expérimentale
Matériel
Verreries

Boites de Pétri, tube a essai, pipette Pasteur, écouvillons, anse a
boucle, micropipette, embouts (0,1 et 1 ml), spatule, pince, cuve de
spectrophotométre, lame pour microscope, flacon en verre, pipette (10 ml),

cloche de Durham, éprouvette, bécher, tubes pour la centrifugation.
Liquide et Produit

L'eau physiologie, L'eau distillé, violet de gentiane, Lugol, Ialcool

95°, fuchsine de Ziehl, NaCl, bleu de méthylene, disques d’antibiotiques.
Instruments

Etuve, Vortex, Bec Bunsen, Autoclave, Spectrophotomeétre, Balance
électronique, Microscope optique, Réfrigérateur, Bain-Marie, pH metre,

Centrifugeuse.
Milieu de culture
MRS (Gélose de Man, Rogosa, Sharpe) agar et bouillon.
Matériel biologique

La souche Enterococcus faecium 319 était isolée a partir des feces de
rats traités a I’ampicilline (Benabbou, Karam and Karam, 2019).

Revivification de la souche B319

La revivification consiste a décongeler notre souche de d’études qui a
été conservées préalablement a une température de -18°C dans le lait

reconstitué et en ensemencer aseptiqguement quelques microlitres dans le
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bouillon MRS spécifique pour les souches lactiques (Bohoua, 2008) Aprés
incubation a 30°C pendant 72h les souches ont été ensemencées sur gélose

MRS par des stries d’épuisement jusqu’a 1’obtention de colonies isolées.
Purification

La purification consiste a réaliser des repiquages successifs sur gélose
et bouillon MRS avec une incubation a 30°C et ou 45 °C pendant 24h,
jusqu’a l’obtention de colonies de méme taille, méme forme et méme

couleur renseignant sur la pureté des souches (Idoui et al., 2009).
Observation macroscopique

L'examen macroscopique est porté sur l'observation macroscopique
qui permet de décrire l'aspect des colonies (la forme, taille, pigmentation

contour,viscosité....) (Djimli, Bouachir and Benaziza, 2019)
Observation microscopique

Aprés I'examen macroscopique des colonies sur gélose, et dans le but
d'écarter tout ce qui ne peut pas étre appartenir a notre souche, 1’isolat a
été soumis a la coloration de Gram, celle-ci permet de différencier les
bactéries a Gram positif de celles a Gram négatif, les batonnets, les coques

et de nous renseigner sur le mode d'association (Idoui et al., 2009).

La coloration de Gram consiste a déposer quelques gouttes de violet
de gentiane sur un frotti fixé pendant 1 minute, aprés rincage, on redépose
du Lugol pendant 1 minute, les bactéries sont décolorées a l'alcool 95° puis
on rince avec de l'eau distillée. Enfin, quelques gouttes de fuchsine de Ziehl
sont versées sur la lame qu'on laisse agir 20 secondes. La lame est lavée a
I'eau distillée. Apres séchage, on passe a I’observation microscopique (ldoui

et al., 2009).
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Conservation a court duré

La conservation a court terme des souches pures est effectuée sur
milieu MRS solide incliné (figure 10). Apres croissance a la température
optimale, les cultures sont maintenues a 4°C et le renouvellement des

souches se fait par repiquage toutes les 4 semaines.

Anse bouclée, trempée

dans la culture bactérienne.

4= ;
Ensemencement par zigzag
& ascendant, en douceur pour

~ o . ne pas abimer la gélose.
| = :

Figure 10:Schéma de conservation courte durée de la souche B319

Etude biochimique et Physiologique
Recherche oxydase

Il consiste a prendre une partie d’une colonie pure du milieu MRS et
la mettre en contact avec un disque « Ox ». Le développement d‘une
couleur violette signifie que le test est positif et que I‘isolat possede

I'enzyme cytochrome oxydase (Kovacs et al., 1995).
Recherche de catalase

Ce test permet de mettre en évidence une enzyme non identifiée de la
chaine respiratoire. Pendant leur respiration aérobie certaines bactéries
produisent du peroxyde d’hydrogéne (H202) celui-ci est trés toxique et
certaines bactéries sont capable de le dégrader grace aux enzymes qu’elles
synthétisent et notamment la catalase. Cette enzyme est capable de

décomposer I’eau oxygénée selon la réaction :
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H2O2 — »2H20 + O2

Ce test a pour but de connaitre si notre bactérie est s catalase
négatives (-) ou catalase positives (+). Les entérocoques ne possédant pas

cette enzyme en général (Chenouf et al., 2014)
Teste de croissance a différente températures

Ce test est important car il permet de connaitre si notre bactérie est
mésophile ou thermophile (Kalogridou-Vassiliadou et al.,, 1994), il est
réalisé en bouillon MRS. La croissance est appréciée par un trouble dans le
milieu apres 24-48 heures a 4 °C, 30 °C, 37 °C et 45 °C (Djimli, Bouachir
and Benaziza, 2019).

Teste de croissance au milieu hyperalcalin

L’habilité des bactéries a croitre dans milieu hyperalcalin est testé
sur bouillon MRS a pH 9.6 pendant 2 a 3 jours. Apres le temps
d’incubation, 1’observation d’un trouble signifie que la bactérie a pu

résister dans ces conditions (Saidi et al., 2002).
Type de fermentation

Ce test permet de connaitre si notre bactérie est homofermentaire ou
hétérofermentaire. 1l consiste a mettre en évidence la production du gaz
(CO2). Un tube contenant le bouillon MRS et une cloche de Durham est
inoculé avec la souche a étudier apres incubation de 24h a 30°C, la
présence du gaz dans la cloche indique un métabolisme hétérofermentaire,
alors que leur absence indique les bactéries homofermentaires (Hariri et al.,

2009) (figure 11).
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4 44
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Figure 11: Schéma représentatif de la détection de production de gaz

Teste du lait de Shermen

Ce test indique D’aptitude des bactéries a pousser en présence de bleu
de méthylene a différentes concentrations. Chaque culture a tester a été
ensemencée dans le lait écréemé au bleu de méthylene a 0.1% et a 0.3%.
Aprés une incubation a 30°C pendant 24h a 48h, on note les observations
relatives a la réduction de bleu de méthylene et la coagulation du lait. La
réaction positive se traduit par la réduction de bleu de méthyléene qui vire

du bleu (forme oxydé) vers le transparent (forme réduite).
Teste de thermorésistante

Des tubes contenant 10 ml de MRS liquide sont inoculés par les
souches isolées, ensuite les tubes sont déposés dans un bain marie a 63,5°C
pendant 30 min, elles sont incubées a 30°C pendant 48 a 72 h. Un résultat

positif se traduit par un trouble (Badis et al., 2005).

Croissance en présence de diverses

concentrations de NaCl

Sur des bouillons hypersalés contenants du NaCl a concentration de
2,5 ; 4 et 6,5% nous avons cultivé notre souche et incubée a 37°C pendant
24 a 72h. Le développement des cultures a été apprécié par comparaison

avec un tube témoin non ensemencé, incubé dans les mémes conditions.
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Détermination du profil de résistance

L’antibiogramme est une technique de laboratoire visant a tester la
sensibilité d'une souche bactérienne vis-a-vis un ou plusieurs antibiotiques.
Cette sensibilité a été testée par la méthode de diffusion sur milieu MRS.
Notre souche a été soumises a une liste de molécules d’antibiotiques
(tableau 10). L’interprétation des résultats, a été faite selon le manuel du
comité de I’antibiogramme de la société francaise de microbiologie

(CASFM, 2018) et selon les recommandations du CLSI (2014).
Technique de l'antibiogramme

La souche B319 a été repiquée sur le milieu MRS bouillon, et
incubées pendant 18 heures a 37°C, dans le but d’avoir des cultures jeunes.
Des suspensions bactériennes ont été préparées par ensemencement des
cultures jeunes dans de 1’cau physiologique. La densité optique de la
suspension bactérienne est ajustée a 0.08 et 0.1 a une longueur d’onde de
A=625nm. L’antibiogramme est réalis¢é par 1’ensemencement  de la
suspension bactérienne sur les boites du milieu MRS a T1’aide des
écouvillons, en appliquant des stries serrées sur toute la surface de Ila
gélose. Ensuite, des disques d’antibiotiques sont appliqués a [I’aide d’une
pince stérile. L’incubation des boites est réalisée a 37°C/24H. La lecture de
I’antibiogramme se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition
de la croissance bactérienne, qui a été formée autour des  disques
d’antibiotiques. Aprés lecture des zones d’inhibition, les souches sont
classees en : souches sensibles, souches intermédiaires et  souches

résistantes.

Les diametres des zones d'inhibition ont été interprétés en se référant
aux diamétres discriminants fixés par CLSI M100-S (Clinical and

Laboratory Standards Institute) (CLSI, 2012).
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Evaluation de la qualité des données bruites

Les fichiers récupérés sont des séquences brutes issues  d'un
séquencage par la méthode Illumina. Avant de commencer a les utiliser, la
qualité des séquences a été contrdlé utilisant le  software  FastQC

(Andrews, 2010).
Elimination des séquences contaminantes

Les adaptateurs sont utilisés pour construire la banque, créer  des
clusters et les séquencer. Selon la taille des séquences initiales (avant
formation des clusters) et la qualit¢ de la construction initiale de Ila
banque, les adaptateurs peuvent étre présents en quantités variables. Ces
séguences non génomiques peuvent poser un probléeme lors de I'assemblage.
Pour éliminer ces séquences, nous avons utilisé le logiciel Trimmomatic
sous Linux (Bolger et al., 2014), qui est capable de découper les séquences
d'adaptateurs (entieres ou non, avec index/mismatches) et d'éliminer les
contaminants résiduels du multiplexage (séquencage de plusieurs individus
en méme temps) sans risque d‘éliminer trop de séquences reéelles. Le seuil
de qualité choisi permet également d‘éliminer les bases de mauvaise qualité

situées a la fin des séquences.

Elimination des parties de reads de mauvaise

qualité

Des séquences de nucléotides de mauvaise qualité a la fin des reads
peuvent induire des variantes mal détectées. Afin de ne conserver que les
séquences de bonne qualité, nous avons retiré les nucléotides et les

séquences de mauvaise qualité a l'aide du logiciel sous Linux fastx-toolkit

(Hannon, 2010).
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Assemblage

En bio-informatique, I'assemblage consiste a aligner et/ou fusionner
des fragments d'’ADN ou d'ARN issus d'une plus longue séquence afin de
reconstruire la séquence originale. Il s'agit d'une étape d'analyse in silico
qui succéde au séquencage de I'ADN ou de I'ARN d'un organisme unique,
d'une colonie de clones (bactériens par exemple), ou encore dun mélange

complexe d'organismes.

Dans la présente étude, I’assembleur SPades a été utilisés  pour
I’assemblage de mnovo (Bankevich et al.,, 2012). L’assemblage a été¢ exécutés
sur une machine Intel CPU i7 8700k overclocké, contenant 12 cceurs
(threads) de 5 GHz et un total de 64Go de RAM sous Linux Ubuntu 22.04
LTS. Cependant, I’utilisation de ce module demande & [1’utilisateur d’étre
familier avec 1’environnement linux et 1’invite de commande.

Une fois l'assemblage des reads est terminé, la qualité du consensus
peut étre ameéliorée en alignant les reads Illumina aux contigs a l'aide de
I'outil Pilon (Walker et al., 2014) qui consiste a corriger les erreurs de base
(SNV/Indel) dans le génome généré par les longues lectures bruitées tandis
gue la génération de l'ordre et de l'orientation des contigs a été assurée
par I'outil CONTIGuator (Galardini et al., 2011) guidé par le génome le
plus proche identifié a l'aide de la base de données NCBI Blast+. Le
logiciel Quast 5.0.2 (Gurevich et al., 2013) a été utilisé pour examiner les
contigs et les scaffolds et pour évaluer statistiquement la qualité de

I'assemblage.
Annotation du génome et génomique fonctionnelle

L'annotation générale de I'ensemble du génome de la bactérie a tester
a été réalisee par Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAP)
algorithm of the National Center for Biotechnological Information (NCBI)

(Tatusova et al., 2016).
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Annotation spécialisée

La recherche de génes de résistance aux antibiotiques et de virulence
effectuée principalement a l'aide du logiciel ABRicate (Seemann, 2020). La
recherche de génes de résistance et de virulence a été effectuée a l'aide de
la base de données AMRFinderPlus du NCBI (Feldgarden et al., 2019) et
de la base de données VFDB (Chen et al.,, 2016), respectivement. La
recherche de mutations génétiques qui codent pour un phénotype de
résistance a été effectuée a Il'aide de I'outil ResFinder (Acquired

antimicrobial resistance gene finder) (Zankari et al., 2012).

Les genes de biosynthese des vitamines et les génes de survie dans le
tractus gastro-intestinal ont été comparés au génome du B319 a l'aide de

la méthode NCBI BLASTX (Altschul et al., 1990).

L’annotation des phages a été realisee par PHAge Search Tool
Enhanced Release (PHASTER) (Zhou et al., 2011; Arndt et al., 2016) qui
est un serveur web congu pour identifier, annoter et  afficher
graphiquement de maniere rapide et précise des séquences de prophages au

sein de chromosomes bactériens ou de plasmides.

La recherche d'éléments génétiques mobiles a été effectuée a l'aide du
logiciel en ligne OriTfinder (Li et al.,, 2018), qui détecte les sites d'origine

du transfert de I'ADN (oriT), ainsi que les relaxases.

ICEfinder (Liu et al., 2019) est un autre logiciel en ligne qui

recherche les éléments intégratifs conjugatifs ICE.
Cartes circulaires du génome

Le CGView Circular Genome View (Stothard and Wishart, 2005) a
été utilisé pour générer des cartes génomiques circulaires de chacune des

souches montrant les caractéristiques du génome des bactéries.
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Revivification et vérification de la

pureté de la soucheB319

Les colonies bactériennes de la souche B319 sur milieu MRS ont un
diamétre d'environ 1 mm, sont de couleur blanchatre, semi-bombées, a

surface lisse et a pourtour circulaire régulier (figure 12).

Figure 12: Aspect des colonies bactériennes sur milieu MRS gélosé de la
souche B319.

L’observation au microscope optique aprés coloration de Gram au
grossissement X 1000 a montré des cellules de couleur violette, donc
retiennent la coloration de Gram, et sont associées en paire Ou regroupes.

Elles sont parfois isolées. Leurs formes est ovoide (figure 13).
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Figure 13: Aspect microscopique apres coloration de Gram de la souche
B319 (Grossissement X1000).
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En plus des tests basés sur la morphologie bactérienne, nous avons

utilisé d'autres tests physiologiques et biochimiques pour confirmer que la

souche B319 appartient au genre Enterococcus, ces tests sont :

La croissance dans des conditions hostiles : c'est-a-dire le test de
croissance de la bactérie en présence de 6,5% de NaCl, a 45 °C, a pH
9,6 et le test de thermorésistance (Devriese et al., 1995). La figure 14
montre des exemples de cultures bactériennes de 18  heures
d'incubation & 45 °C en milieu liquide ; de culture en présence de 6,5%
NaCl, de culture a pH 9,6 et le test de la thermorésistance.

La réduction du bleu de méthylene nous a également permis de
confirmer ainsi le fait que la souche est du genre Enterococcus, étant
donné que ce genre réduit le bleu de methylene a 0,1% avec
coagulation et non a 0,1%. La figure 15 montre des exemples de
cultures bactériennes de 18 heures en présence de bleu de meéthylene a
0,1% et 0,3%.

L'étude du type fermentaire nous a permis de distinguer les coques
lactiques "homofermentaires” que le genre Enterococcus fait partie
(Kandler, 1986). La figure 17 montre des exemples de culture

bactérienne de 18 heures d'incubation a 30 °C en milieu liquide muni

d’une cloche de Durham.
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Figure 14: Aspect des cultures bactériennes en milieu liquide en présence
de 6,5% de NaCl (A), a 45 °C (B), a pH 9,6 (C) et le résultat du test de la
thermorésistance (D).
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Figure 15: Culture bactérienne de la souche B319 en présence de 0,1% et
0,3% de bleu de méthylene (A) et le résultat du test de type fermentaire

(B).
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Antibiogramme

La sensibilit¢ de la souche B319 aux 14 antibiotiques utilisés a donné
les résultats indiqués dans le tableau ci-dessous. Un exemple des résultats
de l'antibiogramme est présenté dans la figure 16. Les diameétres des zones
d'inhibition ont été déterminés et interprétés selon les directives du CLSI
(2017). Parmi ces 14 antibiotiques, la souche B319 a montré une sensibilité
a un antibiotiques a savoir le chloramphénicol. En revanche, la souche a
montré une résistance a la plupart des antibiotiques testés, notamment Ila
céfoxitine, la ceftazidime, le céfépime, I'amoxicilline et I'acide clavulanique,
I'oxacilline, la céfazoline, la gentamycine, I'amikacine, I'érythromycine et la

fosfomycine, ainsi qu'une résistance intermédiaire a la lévofloxacine et

Linizolide.
Tableau 10: Profil de résistance de la souche B319
Antibiotique Abréviation Charge (MQ) Diametre Résultat

en mm
Céfoxitine Fox 30 0 R
Céftazidime CAZ 30 0 R
Cefepime FEP 30 0 R
Ampicilline AML 30 0 R

Amoxicilline + acide

Clavulanique AMC 30 0 R
Oxacilline OoX 1 R
Céfazoline Kz 30 R
Gentamicine CN 10 10 R
Amikacine AK 30 7 R
Erythromycine E 15 10 R
Chloramphénicol C 30 27 S
Linizolide LNZ 30 21 |
Levofloxacine LEV 5 16 |
Fosfomycine FOS 50 0 R
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;'. al

Figure 16 : Résultats de test antibiograme de la souche B319 (sur boite)
Analyses bioinformatiques des données de séquencage

Evaluer la qualit¢ des données brutes issues d'un séquencage haut-
débit est la premiere étape que nous avons effectuée avant de se lancer
dans des analyses bioinformatiques. Il est important de déterminer, entre

autres :
< Le nombre de « reads » (lectures),
»La qualité des reads,
»La longueur des reads,

= Une éventuelle contamination
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= La présence suspecte d'adaptateurs.
Evaluation de la qualité des données brutes

Les fichiers récupérés sont des sequences brutes issues du séquencage
par la méthode Illumina. Le controle de la qualité des reads était réalisé
par le « software » FastQC (Andrews, 2010), les résultats sont résumés

dans le tableau 11 et la figure 17.

Tableau 11: Résultat de la qualité des données brutes

Mesure Valeur
Nom de fichier 319-1.fastq
Encodage Sanger / lllumina 1.9

Total des séquences 18251327

Séquences marquées comme étant 0
de mauvaise qualité

Longueur de séquence 100
% GC 39

Le tableau 11 résume les résultats de la qualité des données brutes, il
montre le type de séquencage (illumina) le nombre total des séquences
(18251327), le nombre de séquences de mauvaise qualité (0), la longueur

des séquences (35 et 301) ainsi que le pourcentage de GC (39%).

Le graphique de la figure 17 représente la qualité (score Phred, en
ordonnée) de chaque base (en abscisse) pour tous les reads. A chaque
position du read, la qualité de tous les reads est représentée sous la forme
d'un « boxplot ». La médiane est en rouge. Le code couleur indique les
scores de trés bonne qualité en vert, bonne qualité en orange et mauvaise

gualité en rouge. Généralement, la qualité baisse en fin de reads.

Pour notre cas, le « software » a indiqué une bonne qualité des
séguences, mais un nettoyage est nécessaire pour éliminer les bases de
mauvaises qualités situées sur la fin des séquences, ainsi que les séquences

contaminantes comme les « trimmers » des adaptateurs.
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@Per base sequence quality

Quality scores across all bases {Sanger / lllumina 1.8 encoding)
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Figure 17: Scores de qualité des bases (Sanger/Encodage Illumina 1.9)
avant nettoyage.

Nettoyage des données bruites

Le nettoyage des données brutes de séquencage était réalisé par
Trimmomatic (Bolger et al., 2014) et Fastx-Toolkit (Hannon, 2010). Les

résultats sont présentés dans le tableau 12 et la figure 18.

Tableau 12: Résultat de la qualité des données brutes apres nettoyage

Mesure Valeur
Nom de fichier 319-1 trim.fastq
Encodage Sanger / lllumina 1.9

Total des séquences 18108822

Séquences marquées comme étant 0
de mauvaise qualité
Longueur de séquence 31-100

% GC 39

Le nettoyage a permis d'éliminer les séquences contaminantes et de

conserver que les séquences de bonnes qualités (18108822). La qualité de
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chaque base est ainsi augmentée et le « software » a indiqué une tres

bonne qualité (figure 18).

@Per base sequence quality

Quality scores across all bases {Sanger / llumina 1.9 encoding)
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Figure 18: Scores de qualité des bases (Sanger/Encodage Illumina 1.9) apres

nettoyage.

Le nettoyage des données brutes avant I'assemblage peut conduire a
de bien meilleurs assemblages, car la contamination et les reads sujets aux
erreurs de faible qualité auront été supprimées. Il donne également un
meilleur guide pour le réglage des parameétres d'entrée appropriés pour le
logiciel d'assemblage. Il est important d'effectuer ces étapes sur tous les

fichiers lus car ils peuvent avoir des qualités trés différentes.
Résultats de ’assemblage de novo du génome

Dans la plupart des cas, nous avons essayé un ensemble de
parametres pour le software SPades afin optimiser 1’assemblage et pour

diminuer les erreurs.
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Le software Quast 5.0.2 (Gurevich et al.,, 2013) était utilisé pour
examiner les contigs et pour évaluer statistiquement la qualité de
I'assemblage. Le fichier journal de Quast 5.0.2 contient des informations
sur tous les assemblages exécutés. A la fin de ce fichier, il y a beaucoup
d'informations concernant l'assemblage final. Cela comprend certaines
données métriques sur les drafts contigs (N50, longueur maximale  de
contigs, nombre de contig, etc.). Les résultats de 1’assemblage sont

résumés dans le tableau 13.

Tableau 13: Résultats de I'assemblage du génome entier de E. faecium
B319.

Assembleur Contigs | Contigs Large | Longueur GC N50 Nb génes
>1 Kb contig totale (%)

SPades 93 92 179647 2584075 38,05 65181 2461

Le nombre de contigs obtenus apres assemblage est de 93 soit 92
ayant une taille supérieure a 1 kb, qui est le seuil arbitraire de sélection
d’un contig de grande taille. Les contigs construisent un génome total de
2584075 pb avec un N50 de 65181 pb, signifiant que la moitié de
I'assemblage final de MIRA se trouve dans des contigs ayant une taille

supérieure a 65181 pb.

Dans cette étude, nous avons également vérifié que notre souche fait
partie des entérocoques ; pour cette raison, nous avons essayé de donner
une estimation des relations entre les taxons (ou séquences) et leurs
ancétres communs potentiels en construisant un arbre phylogénétique basé
sur le génome entier de la souche en question (Figure 19). Cet arbre
phylogénétique montre les différentes espéces d'Enterococcus, dont la
souche B319 forme un clade avec une souche de I'espece Enterococcus

faecium NBRC 100486 avec un pourcentage de similarité de 89 %,
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confirmant ainsi que B319 est plus étroitement liée a l'espéce Enterococcus

faecium qu'aux autres especes de ce genre.

Speces cluster

Enterococcus_faecium_B319 .
|; Enterococcus faecum NBRC 100486 |}
[ Enterococcus lactis CCM 8412 B
Enterococcus lactis DSM 23655 B

.
Enterococcus xinji jom3nzoe i

Enterococcus casselifiavus NERC 100472 [

Enterococcus durans NBRC 1004739

Enterococcus canis NBRC 100695

[11]

Enterococcus mundtii DSM 4838

Enterococous porcinus ATCC 700913

| Enterococcus villorum NBRC 100699
Enterococcus ratti DSM 15687 -]
Enterococcus hirae ATCC 9790 B
Enterococcus thailandicus DSM 21767

Figure 19: Arbre phylogénétique représente

ensemble de 2461 CDS, 43 ARNt et 3 ARNTI,

B319 est les autres espéces du genre Enterococcus

la relation entre

Subspecies cluster

la souche

Annotation du génome et génomique fonctionnelle

Le logiciel PGAP a prédit a partir du génome de E. faecium B319 un

pseudogenes et 250 protéines hypothétiques.

Genome size (inbp)

Percant G+C
delta statistics
Protein count

un ensemble de 96
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Annotation spécialisée

Geénes et mécanismes de

résistance auxantibiotiques

L'acquisition de mécanismes spécifiques de résistance a  différents
antibiotiques, en particulier pour I'espéce E. faecium, a rendu les infections
par ces microorganismes difficiles a traiter (Kristich, Rice and Arias, 2014;
Shiadeh et al.,, 2019) ; en 10 ans seulement, la résistance aux antibiotiques
s'est répandue rapidement parmi les entérocoques et est devenue une
préoccupation importante pour la santé publique (AARN, 2018; Shiadeh et
al., 2019).

E. faecium B319 a exprimé une résistance accrue a divers
antibiotiques testés par antibiogramme. La recherche de genes de
résistance aux antibiotiques chez E. faecium B319 a montré l'existence de
plusieurs génes exprimant la résistance a différents antibiotiques (tableau
14). Les génes pris en considération eétaient ceux ayant un pourcentage

d'identification supérieur a 90% et une longueur de gene supérieure a 80%.
Nous avons pu identifier :

- 11 genes de résistance aux antibiotiques, dont aac(6)-li, eat(A),
tet(M), msr(C), vanZ-A, vanY-A, vanX-A, vanA, vanH-A, vanS-A
et vanR-A

Un ensemble de 13 mutations chromosomiques ponctuelles identifiées

dans le gene pbp 5 conférant une résistance a I'ampicilline.
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Tableau 14: Génes de résistance aux antibiotiques chez la souche E. faecium B319

Origine Geéne Début Fin %Cov | % Id d’an(t:ilt?iscs)fique Produit

Contig 10 aac(6")-li 14078 14626 100 99.82 | Aminoglycoside | aminoglycoside N-acetyltransferase AAC(6')-li

Contig 15 eat(A) 18321 19823 100 99.53 | Pleuromutiline | ABC-F type ribosomal protection protein Eat(A)

Contig 35 tet(M) 8275 10194 100 100 Macrolide tetracycline resistance ribosomal protection protein Tet(M)
Contig 3 msr(C) 27601 29079 100 98,99 Macrolide ABC-F type ribosomal protection protein Msr(C)

Contig 36 vanZ-A 10548 11459 100 100 Vancomycine | glycopeptide resistance protein VanZ-A

Contig 36 vanY-A 11887 12495 100 99,9 Vancomycine D-Ala-D-Ala carboxypeptidase VanY-A

Contig 36 vanX-A 12501 13532 100 100 Vancomycine D-Ala-D-Ala dipeptidase VanX-A

Contig 36 vanA 13525 14493 100 100 Vancomycine D-alanine--(R)-lactate ligase VanA

Contig 36 vanH-A 14708 15862 100 100 Vancomycine D-lactate dehydrogenase VanH-A

Contig 36 vanS-A 15840 16535 100 99,93 | Vancomycine | VanA-type vancomycin resistance histidine kinase VanS
Contig 36 vanR-A 10548 11459 100 99,85 | Vancomycine | VanA-type vancomycin resistance DNA-binding response regulator VanR

%Cov : pourcentage de couverture

%Id : pourcentage d’identification

53| Page



Partie 1V. Résultats et discussion

Résistance aux macrolides, lincosamide,

streptogramine (MLS) et quinolone

Les antibiotigues macrolides, lincosamide, streptogramine (MLS)
constituent une thérapie alternative pour le traitement des infections
insidieuses a entérocoques. Trois mécanismes différents expliquent la
résistance acquise aux antibiotiques MLS chez les bactéries a Gram-positif
: la modification de la cible, [linactivation de D’antibiotique et I'efflux actif
de [lantibiotique. Dans le premier cas, une seule altération de I'ARNr 23S
confére une large résistance croisée aux antibiotiques macrolide- lincosamide-
streptogramine B (MLSB), alors que le mécanisme d'inactivation ne
confére une résistance qu'aux antibiotiques MLS structurellement apparentés

(Miller, et al., 2014).

Dans cette étude, la résistance au macrolide-lincosamide-
streptogramine a été conférée par les genes msrC qui est associé aux
pompes impliquées dans l'efflux actif des antibiotiques a [D’extérieur de la
cellule (Ross et al., 1990; Miller, Munita and Arias, 2014; Misi¢ et al.,
2017).

Résistance aux aminoglycosides

Les entérocoques présentent une tolérance  intrinseque  (qui  se
manifeste par l'absence d'activité bactéricide) aux aminoglycosides. Ce
phénomene semble étre médié par deux facteurs principaux : une mauvaise
absorption de [Il'antibiotique nécessitant des concentrations plus élevées
pour favoriser l'entrée dans l'espace intracellulaire et une inactivation par
modification covalente des groupes hydroxyle ou amino de la molécule
d'aminoglycoside effectuée par des enzymes entérocoques naturelles, créant
un obstacle stérique et diminuant la liaison a la cible ribosomique (Miller,

Munita and Arias, 2014). Dans la présente étude, la résistance aux

aminoglycosides a été conférée par le gene aac(6')-li. En effet, E. faecium
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possede une enzyme 6’-acétyltransférase (AAC(6')-li) codée par un géne
chromosomique, capable de modifier la tobramycine, la sisomicine, Ila

kanamycine et la nétilmicine (Costa et al., 1993; Perera et al., 2020).
Résistance aux tétracyclines

Les tétracyclines exercent leur effet antibactérien en se liant au
ribosome et en interférant avec l'arrimage de I'aminoacyl-ARNt. Cela se
produit par association avec plusieurs boucles de I'ARNr 16S et de la
protéine ribosomale S7, mais il s'agit d'un processus réversible et ces
agents sont bactériostatiques (Schnappinger & Hillen, 1996). La résistance
est médiee par de multiples génes, mais suit deux stratégies genérales,

I'efflux de I'antibiotique et la protection ribosomique.

Dans notre cas, le gene tetM confére selon plusieurs études a une
résistance a la doxycycline et a la minocycline ainsi qu'a la tétracycline,
oxytétracycline et sont souvent associés a la famille des transposons
conjugatifs Tn916 et Tnl545 (Pepper et al.,, 1987; Bentorcha, De Cespédés
and Horaud, 1991; Clewell, Flannagan and Jaworski, 1995; Chaj¢cka-
Wierzchowska et al., 2019). Selon Chopra & Roberts (2001) le géne tetM
code pour une protéine ayant une homologie significative avec les facteurs
d'élongation bactériens (EF) et, comme ces derniers, ils sont capables
d'hydrolyser le GTP en présence du ribosome, ce qui modifie la

conformation ribosomique et déplace la tétracycline liée.
Résistance aux glycopeptides

Les glycopeptides (vancomycine et téicoplanine) se lient a la partie
terminale  D-alanine-D-alanine (D-Ala-D-Ala) des précurseurs de
peptidoglycanes, empéchant  ainsi la  réticulation des  chaines de
peptidoglycanes et inhibant la synthese de la paroi cellulaire (Faron,
Ledeboer and Buchan, 2016). La résistance aux glycopeptides est due a la

production de précurseurs de la paroi modifiés (terminés par D-alanyl-D-
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lactate ou D-alanyl-D-sérine) et a 1’élimination des précurseurs naturels de

haute affinité (terminés par D-Ala-D-Ala) (Cattoir & Leclercqg, 2010).

Le phénotype reconnus de résistance a la vancomycine, VanA est
médié par des groupes de génes nouvellement acquis qui n'avaient pas été
trouvés auparavant chez les entérocoques. Ce phénotype de résistance
VanA a été décrits principalement chez E. faecium. Les genes de van A
possédent une résistance inductible de haut niveau a la wvancomycine
(Arthur and Courvalin, 1993). Le géne vanA et dautres génes impliqués
dans la régulation et I'expression de la résistance & la vancomycine (vanR,
vanS, vanH, vanX, vanY et vanZ) sont situés sur un transposon de 10581
pb (Tnl1546) de E. faecium, qui réside souvent sur un plasmide (Arthur et
al., 1993). L'expression de ces génes entraine la synthese de précurseurs
anormaux du peptidoglycane se terminant en d-Ala-d-lactate au lieu de d- Ala-d-
Ala. La vancomycine se lie au d-Ala-d-Lac avec une affinité nettement

plus faible qu'au produit dipeptidigue normal (Courvalin, 2006).
Résistance aux Pleuromutilines et macrolides

Les membres de la sous-famille des protéines ABC-F de la cassette de
liaison a I'ATP comme eat(A) sont les médiateurs de la résistance a un
large éventail de classes dantibiotiques cliniguement importantes qui
ciblent le ribosome des pathogénes  Gram-positifs 'y  compris  les
pleuromutilines et les macrolides. Le mécanisme par lequel ces protéines
agissent est I'efflux dantibiotiques et la protection des ribosomes (Wilson,

2016).
Mutations ponctuelles

La résistance bactérienne acquise n'apparait que chez quelques
souches d'une espece donnée normalement sensible. Elle résulte de I'emploi

thérapeutique des antibiotiques et elle est due soit a une mutation
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chromosomique, soit a I'acquisition d'un ou de plusieurs génes qui rendent

la bactérie insensible a I'antibiotique.

La recherche de mutations génétiques a l'aide de ResFinder a révélé
I'existence de mutations génétiques dans le gene pbp5 exprimant la
résistance a Il'ampicilline (tableau 15), selon la littérature, tous les
entérocoques produisent au moins cing PBP, l'analyse génomique de E.
faecium et E. faecalis dans plusieurs études a réveélé six génes pbp putatifs,
dont trois sont de classe A comme ponA et trois de classe B comme les
pbp5 (Arbeloa et al., 2004; Duez et al., 2004; Rice et al., 2009). Les
mécanismes de résistance consistent en une surproduction de PBP (comme
le pbp4 chez E. faecalis ou le pbp5 chez E. faecium) ou en des mutations
qui entrainent des changements d'acides aminés dans leur site actif, les
plus courants étant les modifications du pbp5. Les changements de pbp5
sont surtout détectés dans les souches d’E. faecium et conferent un niveau
élevé de résistance a I'ampicilline (Cattoir and Leclercq, 2012).

Tableau 15 : Modifications des acides aminés dans la séquence pbp5 de
la souche de E. faecium B319.

La mutation V24A comme exemple est une substitution de type transition du nucléotide
T par le nucléotide C, cette substitution se reflete également dans la chaine

polypeptidique qui a entrainé la substitution de I'acide aminé wvaline en position 24 par
une alanine.

Changement de ’acide

Mutation Changement de nucléotide . .

aminé
pbp5 p.V24A GTA -> GCA Val -> Ala
pbp5 p.S27G AGT -> GGT Ser -> Gly
pbp5 p.R34Q CGG > CAG Arg -> Gln
pbp5 p.G66E GGA -> GAA Gly -> Glu
pbp5 p.E100Q GAG -> CAG Glu -> GIn
pbp5 p.K144Q AAA -> CAA Lys -> GIn
pbp5 p.T172A ACA -> GCA Thr -> Ala
pbp5 p.L177I TTA -> ATA Leu -> lle
pbp5 p.A216S GCA ->TCC Ala -> Ser
pbp5 p.T324A ACA -> GCA Thr -> Ala
pbp5 p.N496K AAT -> AAA Asn -> Lys
pbp5 p.A499T GCA -> ACA Ala -> Thr
pbp5 p.E525D GAG -> GAT Glu -> Asp
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Annotation des facteurs de virulences

Les facteurs de virulence, ainsi que la résistance aux antibiotiques,
ont été considérés comme des déterminants importants de la colonisation
bactérienne, de [I'établissement et de la persistance des entérocoques
résistants en milieu hospitalier (Rathnayake, Hargreaves and Huygens,
2012). La présence de ces facteurs donne aux bactéries la possibilité de
s'adapter aux écosystemes et d'acquérir des génes de résistance aux
antibiotiques. E. faecium est porteur de multiples facteurs de virulence,
tels que l'adhésine liant au collagéne (acm) (Werner et al., 2010) (tableau
16).

Il a été montré, que le géne acm intact peut coder pour une adhésine
de collagéne de type | et de type IV, qui s'est révéelé important aussi dans

la pathogenese de l'endocardite (Nallapareddy, Weinstock and Murray,

2003; Arshadi et al., 2018).

Tableau 16: Liste des génes de virulence présents dans E. faecium B319

Origine Geéne Longueur %Cov %I1d Position

Contig 10 acm 1662 pb 86.1 99.46 81-1945

La figure ci-dessous représente la carte génomique circulaire de la
souche B319 indiquant la position des génes de résistance  aux

antibiotiques ainsi que la position du géne de virulence acm.
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Figure 20: Carte génomique circulaire de la souche B319 indiquant la
position des genes de résistance aux antibiotiques et de virulence

Annotation des prophages

Les bactériophages, virus qui infectent et se répliqguent a [lintérieur
des bactéries, ont été signalés comme ayant des effets a la fois bénéfiques
et néfastes en ce qui concerne la gestion des maladies. Les bactériophages
ont des impacts écologiques et évolutifs importants sur leurs hétes
bactériens. Ils ont été associés a [l'utilisation thérapeutique pour tuer les
pathogénes bactériens, mais peuvent conduire a la transmission de la
résistance aux antibiotiques  (Torres-Barcelo, 2018), conséquence  de
I'excision ou de I'encapsidation imprécise du génome du phage qui permet
I'incorporation de genes de [I'h6te par erreur. Ce  mécanisme, appelé

transduction, a été décrit en 1951 pour de nombreuses especes bactériennes
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et est rapidement devenu un outil de biologie moléculaire utilisé  pour

étudier la génomique bactérienne (Zinder and Lederberg, 1952).

Dans la présente étude, la recherche et ’annotation des phages a été
réalisée par le programme PHASTER, (Zhou et al.,, 2011; Arndt et al.,
2016). L'analyse des résultats montre la présence d'un groupe de genes
présentant des homologies avec des genes codant pour des protéines
phagiques, et notamment des protéines structurant la capside virale et la
gaine, comme les intégrases, transposases et autres (figure 21 et tableau

17).

Region 2

D/V

Figure 21: Régions prédites des prophages déterminés dans la souche
B319

Les résultats indiquent la présence de deux prophages tempérés dans

le génome de E. faecium B319 et correspondant a une région phagique

intacte similaire aux phages trouvés chez Listeria

(PHAGE_Lister_2389 NC_003291) (Zimmer et al., 2003) est une autre
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région similaire aux bactériophages d’Enterococcus

(PHAGE_Entero_lato_ NC_001422) (Brede et al., 2011).

Tableau 17: Liste et position des prophages de E. faecium B319

. Region Total Region
Contig Length Completeness | Score Proteins | Position M ost Common Phage
. 1497744- .
Contig2 | 42.6Kb Intact 130 57 o PHAGE_Lister_2389_NC_003291(14)
1540356
. 2513318-
Contig8 | 6.8Kb Intact 95 9 2?52:(3)31651 PHAGE_Entero_lato_ NC_001422(7)

Annotation des éléments génétiques mobiles

Les élements geénétiques mobiles bactériens (EGM), tels que les
éléments intégratifs et conjugatifs (ICEs) et les plasmides conjugatifs, ont
été mis en évidence comme étant d'importants vecteurs de diffusion de la
pathogénese et des déterminants de la résistance aux antimicrobiens. Les
régions conjugatives des EGM auto transmissibles se composent
généralement de quatre modules : origine du site de transfert (oriT), géne
de la relaxase, géne codant pour la protéine de couplage de type IV
(T4CP) et groupe de genes pour le systtme de sécrétion bactérien de type
IV (T4SS). La région oriT, généralement longue de dizaines voire de
centaines de paires de bases, contient une région de coupure (nic) et des
paires de répétitions inversées (IR) qui sont impliqguées dans la localisation

vers un site nic précis.

Les éléments portant un géne d'intégrase, un géne de relaxase et des
groupes de génes T4SS (Li et al.,, 2018) sont considérés comme des ICE,
tandis que ceux sans T4SS mais avec intégrase et relaxase sont marqués

comme des éléments mobiles intégratifs IME putatifs.

Ici, les résultats ont montre I'existence d’un EGM chez E. faecium

B319, type ICE portant une séquence oriT avec d’une taille de 132 pb et

une similarité de 100% avec la séquence oriT du transposon Tn916
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(U09422.1) responsable de la transposition du gene de résistance tet(M)
dans Enterococcus faecalis (Flannagan et al.,, 1994) (tableau 18), (figure
22), cet élément contient également une la protéine relaxase d’une
longueur 401 avec 99,75% de similarité avec la relaxase du transposon

conjugatif  Streptococcus pneumoniae (CBW39386), T4CP de 46laa

(Flannagan et al., 1994) et un groupe de 8 génes T4SS.

Tableau 18: Composants de I'élément génétique mobile de E. faecium B319

Location de oriT (nt) 2071737-2126188
Longueur de oriT (bp) 54452
IR (inverted repeat) 6 bp: [2124206-2124211] [2124224-2124229]

7 bp: [2124147-2124153] [2124164-2124170]

Région nick conservée 2124212-2124221

Emplacement de la Relaxase 2122926-2124131

T4CP 2124309-2125694

T4SS gene cluster 2115029-2128592

ACTTAACCCCCCGTATCTAACAGSGGOG®GGTACAAATTCGACAGGAAACAGTTCAAAAAAATCAT

—e —

TAGAAAATCCTTTGGTTACAAGGGATTTACAAAATTTCAGCGTATOGTCAAATGSGGT CTTTA

A AAGTTOGACATA ATC

Note:
IR (Inverted repeat) 4 ) Conserved nick region

Figure 22: Visualisation de la structure prédite d'oriT
Cet élément génétique est un élément intégratif et conjugatif
complet qui peut étre responsable de I'acquisition non seulement du gene
tet(M) du transposon tn916 mais aussi des sept autres genes codant pour

la résistance a la vancomycine (Figure 23).
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B ot
Relaxase

B T4ss

B Tacep

B AR

Figure 23: Visualisation de la localisation de [I'élément génétique
mobile dans le génome de E. faecium B319 et des ORF des genes de

résistance

Ces resultats montrent que la souche B319 dE. faecium a une
grande capacité a acquérir des éléments génétigues mobiles provenant
d'autres especes et qu'elle peut effectivement servir de réservoir de génes
de résistance transmissibles a d'autres bactéries pathogenes par
I'intermédiaire des EGM, comme I'ont montré plusieurs travaux. (Garnier
et al. (2000), Périchon & Courvalin, (2009), Walters et al. (2015) et Semedo-
Lemsaddek et al. (2018).
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Conclusion

Le genre Enterococcus est I'un des groupes les plus diversifiés et les
plus importants du point de vue écologique, et les membres de ce genre
sont distribués de maniere ubiquitaire dans la nature. De nombreuses
études menées au cours de la derniere décennie ont validé l'innocuité des
entérocoques dans les aliments et comme probiotiques. La diversité et la

plasticité genomique d'E. faecium sont responsables de sa nature a la fois

pathogéne et probiotique.

Dans ce travail, nous avons étudié I'aspect morphologique,
physiologique et biochimique de la souche B319, ce qui nous a permis de la
classer comme entérocoque. Les résultats de Il'antibiogramme ont montré
une résistance accrue de cette souche a la plupart des antibiotiques tels
que la céfoxitine, le ceftazidime, le céfépime, Il'amoxicilline et ['acide
clavulanique, l'oxacilline, la  cefazoline, la  gentamycine, I'amikacine,
I'érythromycine et la fosfomycine, ainsi qu'une résistance intermédiaire a
la lévofloxacine et Linizolide. En revanche, une sensibilité a été détectée au
chloramphénicol. L'analyse génomique de la souche B319 a montré que son
génome est composé de 93 contigs formant une taille de 25 Mb ;
I'annotation du génome a révelé qu'il est composé de 2461 CDS, 43 ARNt
et 3 ARNr, un ensemble de 96 pseudogénes et 250 protéines hypothétiques.
Parmi ces génes, 11 genes de résistance aux antibiotiques (aac(6)-li,
eat(A), tet(M), msr(C), vanZ-A, vanY-A, vanX-A, vanA, vanH-A, vanS-
A, et vanR-A) et un gene de virulence (acm), 2 prophages tempérés, et 1
élément génétique mobile. La recherche de mutations génétigues a montré
un ensemble de 13 mutations ponctuelles identifiées dans le gene pbp 5

conférant une résistance a I'ampicilline.

La souche B319 peut étre qualifiée de VRE (Vancomycin Resistant
Enterococci) notamment aprés l'acquisition de genes de  résistance

conférant une résistance a la classe des glycopeptides (vancomycine et
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teicoplanine). Ces génes de résistance sont localisés sur des séquences
d'ADN transposables, qui est Tn916, «ce qui leur permet d'étre
éventuellement transférés a d'autres bactéries Gram positif, notamment les
staphylocoques. La pathogénicité de ce VRE semble étre faible mais il
présente un risque élevé de servir de grand réservoir de génes

transmissibles a d'autres bactéries partageant le méme écosystéme.
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Annexe

ANNEXE 1 : Composition des milieux de culture (pourlL d’eau distillé) et produits
chimiques

Milieux de culture
Milieux MRS(Gélose de Man, Rogosa, Sharpe)

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau purifiée

Peptone 10,00 Acétate de sodium 5,00
Extrait de viande 10,00 Sulfate de magnésium 0,10
Extrait de levure 5,00 Sulfate de manganese 0,05
Glucose 20,00 Phosphate disodique 2,00
Polysorbate 80 1,00 Agar 15,00
Citrate d’ammonium 2,00

PREPARATION

Pour le milieu déshydraté :

1. Mettre en suspension 70 grammes dans 1 litre d’eau purifiée. Porter le milieu a
ébullition sous agitation constante pendant au moins 1 minute.

2. Reépartir en tubes ou flacons.

3. Autoclaver a 121°C pendant 15 minutes.

Pour le milieu en flacons

1. Liquéfier le milieu a 100°C au bain-marie.
2. Bien mélanger, laisser refroidir a 45-47°C.
3. Répartir immédiatement en boites de Petri et laisser solidifier sur une surface froide.

Bouillon MRS

PEPIONE. ..t 10 g
EXtrait de VIANAE ........ovviiiiieiieeeeien e e 10g
EXtrait de [eVUre .......ovvveiie e 59

] [Tt 0 1= S 209
TWEEN 8O . 1mL
Phosphate dipotassiqQue ...........cceuuiiiiiiiieeiieeeeee e, 29
Acétate de SOIUM ........oovviiiiiii e e 59
Citrate triammONIQUE ........ccovvveiiiiiiii e e e e 0,29
Sulfate de MagnesSium ...........ooovviiiiiiiieiieee e, 0,059
SACCNAIOSE. .....ceeviiiiiie et 59
Eau diStillEe gSP ..cevvvvreiiiii e 1000 mL

Composition du lait de Sherman 1% :

Composants Valeurs

de lait écrémé stérile en tubes. 9ml

de bleu de méthylene a 1 % stérilisé 20 minutes a 120 °C. |1 ml
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Annexe

ANNEXE 2 : Coloration de Gram

Réalisation d’un frottis :

v" Un prélévement d’une goutte de la suspension bactérienne et la
déposer au centre de la lame.

v Un étalement de la suspension bactérienne avec ’anse de platine
sur la lame de fagon a obtenir un étalement mince de 1 a 2cm.

v Un séchage et une fixation en portant la lame au dessus de la
flamme du bec bunsen (la lame est tenue par avec la pince en
bois).

La coloration de Gram se réalise en suivant les étapes ci-dessous.

e Déposer 1 a 2 gouttes de violet de gentiane sur le frottis préparé, laisser agir 30s a
1mn.

e Appliquer le Lugol qui est un fixateur, laisser agir 20s.

e Décolorer rapidement en versant 1’alcool éthylique goutte a goutte sur la lame
inclinée.

e Rincer avec I’eau distillée.
e Recolorer en appliquant la fuschine, laissé agir 30 a 1mn.
e Rincer et sécher en utilisant le papier absorbant.

e Observer au microscope a I’objectif a immersion (GX 100) (déposer
une goutte d’huile a immersion sur le frottis coloré).
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ANNEXE 3: Les diameétres des zones d’inhibition ont été déterminés et interprété selon les
indications du comité de 1’antibiogramme de la société frangaise de microbiologie (CACFM 2012)

Cefoxitine 30 >18 <12
Ceftazidime 30 >19 <19
Cefepime 30 >19 <19
Amoxiciline 30
Clavulanic acid 30
Oxacilline 1 >20 <20
Céfazoline 30 >18 <12
Gentamicine 10 >18 <16
Amikacine 30 >17 <15
Erythromycine 15 > 26 <24
Chloramphénicol 30 >23 <23
Levofloxacine 5 >20 <17
Fosfomycine 50 >14 <14
Linizolide 30 > 24 <24
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