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Introduction

Les agents d’infections nosocomiales ont évolué continuellement depuis le début de
I’¢re antibiotique, en fonction des pressions de sélection successives exercées lors de

I’introduction en thérapeutique a I’hopital de nouvelles molécules (Eyquem et al., 2000).

Le mécanisme de résistance (géne de résistance) préexistait au sein de la population
bactérienne. L'utilisation irraisonnée est importante d'antibiotique en détruisant les souches non

résistantes, favorise la sélection et le développement des souches résistantes (Rémy, 2010).

Cette résistance est le plus souvent acquise par transfert de genes entre bactéries par
I'intermédiaire d'un plasmide. Ce transfert de plasmide peut avoir lieu entre souches de la méme
espece (transfert intraspécifique) et dans certaines conditions entre souches d'espéces
différentes (transfert interspécifique). Apres transfert plasmidique, une bactérie peut donc
acquerir simultanément de nombreuses informations de résistance. Ces transferts sont fréquents
par conjugaison chez les bacilles a Gram négatif, qui sont les principaux vecteurs de la

résistance « épidémique » (Flandrois, 1997).

De ce fait I’objectif de notre travail était d’assembler des souches bactériennes issues
des prélévements cliniques, responsables des infections nosocomiales, afin d’étudier sa
multirésistance contre les antibiotiques et de mettre en évidence son origine et leurs moyens de

dissémination.

Notre étude comporte trois chapitres, dont les deux premiers traitent la partie théorique
de notre travail. Le premier chapitre expose les infections nosocomiales, leur apparition et
évolution et leurs agents causals. Le deuxiéme chapitre décrit les différents supports génétiques
de la résistance et les moyens de transfert génétique entre les bactéries nécessaire pour

I’acquisition de la résistance aux antibiotiques.

Le troisieme chapitre comporte la partie expérimentale, qui consistait a extraire I’ADN
plasmidique, pour pouvoir analyser leurs plasmides par spectrophotométrie a UV et déterminer
sa concentration et sa pureté, passant par une électrophorése sur gel d’agarose afin de détecter
le nombre et le poids moléculaire de ces plasmides vis-a-vis le nombre de résistance présent
dans chaque souche. Finalement faire une expérience de transformation bactérienne entre deux
souches de la méme espece, permettant de traiter un des moyens de transfert génétique

responsable de la dissémination des infections nosocomiales.
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Chapitre 1 Infections nosocomiales

I. Généralités sur les infections nosocomiales
On entend par une infection nosocomiale ou infection hospitaliére toutes maladies
provoquées par des micros organismes, contractée dans un établissement de soins par tout
patient apres son admission soit pour hospitalisation soit pour y recevoir des soins ambulatoires
que les symptdmes apparaissent lors du séjour a I’hopital ou apres. Ces caractéristiques
concernent aussi le personnel hospitalier en raison de leurs activités (Figorelle et al., 2007).

1.1 Définition des infections nosocomiales

L’infection nosocomiale est définiec par Emile Littré (1801-1881) en nosos et
komein (grec) et signifie maladie de soigner (Yvon, 2012). Une infection est dite nosocomiale,
si elle survient au cours ou au décours d'une prise en charge (diagnostique, thérapeutique,
palliative, préventive ou éducative) d'un patient et si elle n'était ni présente, ni en incubation au
début de la prise en charge (Bouganoune, 2017).

Pour affirmer son caractere nosocomial, on se base sur le temps écoulé entre I’admission
et le début de I’infection.

- L’infection survient avant les 48h est directement en rapport avec une procédure invasive
mise en place, aprés I’admission 1’infection est aussi considérée comme nosocomiale.

- Dans les 30 jours pour les infections de site opératoire aprés chirurgie.

- Dans I’année si un matériel prothétique a été mis en place.

- Moins de 48h apreés admission du patient a I’hopital est dit communautaire, car elle est
absente au moment de I’admission, on estime qu’elle était en incubation (Ammour et al.,
2006), [1].

Les infections nosocomiales peuvent apparaitre :
- Endémique autrement dit de facon permanente (90 % des infections nosocomiales).
- Epidémique, c'est a dire trés fortement sur une trés courte période, cette forme représente

moins de 10 % des infections nosocomiales (Ammour et al., 2006).

1.2 Epidémiologie des infections nosocomiales

Pour qu'une infection survienne il faut :
- Un réservoir et /ou source de micro-organismes.
- Un mode de transmission.

- Le sujet réceptif (patient récepteur) (Hygis, 1998).
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1.2.1 Réservoirs et sources

Le réservoir d’un agent infectieux est I’endroit ou il maintient sa présence en se multipliant

(Bouguenoun, 2017).

1.2.1.1 Les infections d’origine « endogéne »

La plupart des microorganismes infectant des sujets hospitalisés proviennent des
malades eux méme, les flores commensales (intestinales et oropharyngée essentiellement) de
malades sous antibiothérapie, sont une source abondante de bactéries multirésistantes aux
antibiotiques et susceptible d’engendrer des infections.

En effet, ’intestin est le lieu privilégié pour les transferts de plasmides de résistance,
car la flore intestinale rassemble de nombreuses espéces réceptives a ces plasmides (figure 1)
(Figarella et al., 2017).

Patient porteur d’une flore commensale

!

-Cutanée ~Gastro-
T > Modification de flore par || intestinale
espiratoire contact avec I’environnement -Génito-
¢ urinaire
Acquisition d’une flore
hospitaliere
— l Antibiotique
Acte invasif / immunosuppresseurs
\ Contamination
endogéne

!

Malade infecté par ses propres germes

Figure 1 : Transmission endogene (Ammour et al., 2006)

2.1.2 Les infections d’origine « exogéne »

Issues d’infections croisées, transmises d’un malade a I’autre par les mains ou les
instruments de travail du personnel médical ou paramédical, d’infections provoquées par les

microorganismes portés par le personnel soignant, ou d’infections liées a la contamination de

3



Chapitre 1 Infections nosocomiales

I’environnement hospitalier, des bacilles a Gram négatif peuvent étre apportés par les

poussiéres et 1’eau (figure 2) (Bouguanoun, 2017 ; Figraella et al., 2017).

Patient Personnel Environnement Visiteurs

, , hospitalier contaminé ,
-Infecté -Infecté P -Infecté
., ., -Eau, air, aliment .,
-Colonisé -Colonisé -Colonisé

-Appareils, instrument

-Porteur sain -Porteur sain -Porteur sain

- Surfaces

Contamination exogene

!

Patient colonisé par une
flore hospitaliere

l

Patient infecté

Figure 2 : Transmission exogéne (Ammour et al., 2006)

2.2 Modes de transmission

Il existe deux modes de transmission dans le milieu hospitalier :

0,

% Transmission par contact direct

C’est le mode classique, il s’agit de la propagation d’un microorganisme pathogene par
contact physique direct entre patients, de patients a soignant et de soignants aux patients
(Emaleu, 2017).

% Transmission par contact indirect
La transmission par contact indirect désigne la propagation d’un agent pathogéne du
réservoir a un hoéte par un support d’un objet (les instruments chirurgicaux, les

endoscopes ...etc) (Emaleu, 2017).
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% Les autres modes de transmission
La transmission par I’intermédiaire d’un support contaminé (nourriture, liquide de

perfusion...) s’observe sporadiquement dans le cadre d’épidémies (Bouguenoun, 2017).

Agents infectieux

A 4

/ Réservoirs \

Transmission Transmission
e Exogene e Directe
e Endogene e Indirecte
\ /
Colonisation
e Diminution de I’immunité
e Techniques invasives (la pose cathéters ...)
e Présence du matériels étranger (cathéters..)
Les signes d'infections
Locaux Généraux
Rougeur, chaleur, douleur Fievre, frissons

Figure 3 : Chaine épidémiologique des infections nosocomiales [2]

I1. Les bactéries multi résistantes BMR

I1.1 Définition de BMR

Une souche est dite « résistante » lorsque la concentration d’ATB qu’elle est capable de
supporter est plus élevée que la concentration que 1’on peut atteindre in vivo a la suite d’un
traitement. Parfois la résistance a un ATB confere de la résistance a un autre ATB, on appelle

ca la resistance croisée (Bouguenoune, 2017).
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1.2 Lestypes de BMR

11.2.1 Staphylococcus aureus résistante a la méthicilline SARM

C’est une bactérie a Gram positif pouvant causer des infections nosocomiales graves
dues a sa résistance a la méthicilline, par I’acquisition d’un géne produisant une modification
de la protéine liant la pénicilline (PLP2a), cette protéine est encodée par le gene mecA localisé
sur un élément génétique mobile. Les PLP2a sont différentes des PLP ordinaires par leur tres
faible affinité pour les antibiotiques possédant un anneau B-lactame. Pour cette raison les
pénicillines, les céphalosporines et autres 3-lactamines ne sont pas actives contre les SARM-N,
et une résistance croisée se produit avec la clindamycine, les carbapénemes, les macrolides et
les tétracyclines.

Au cours des dernieres années de nouvelles molécules plus colteuses et toxiques, ont
été synthétisées pour aider dans la lutte contre le SARM, tels le linézolide, la tigécycline, la

daptomycine, le ceftobiprole et la dalbavancine (Sylvie, 2009).

11.2.2 Bétalactamases a spectre élargi BLSE

Les entérobactéries sont responsables de la majorité des infections nosocomiales, 1’un
des mécanismes courant de la résistance bactérienne des bacilles Gram négatif (BGN) est la
production de -lactamases. Le premier isolat producteur de BLSE a transmission plasmidique
a été observé en Allemagne en 1983 et rapidement apres en Amérique, cette lactamase a été
tout d’abord identifiée chez une souche de Klebsiella pneumoniae. Cette enzyme s’est
rapidement et facilement transmise aux autres BGN, dont [’Escherichia coli. Par la suite,
I’augmentation spectaculaire de la résistance des bactéries aux B-lactamines a été largement

associée a la propagation des BLSE (Sylvie, 2009).

11.2.3 Entérobactéries productrices de céphalosporinases (EBCASE)

Initialement, les céphalosporinases étaient connues comme des enzymes d’origine
chromosomique retrouvées chez le Pseudomonas aeruginosa et pouvaient étre induites par des
antibiotiques comme la céfoxitine, la céfotaxime et la ceftazidime. L hyperproduction de ces
enzymes est associée a une diminution du nombre de porines dans la membrane externe des
bactéries.

La transmission plasmidique et la promiscuité dans la famille des entérobactéries
entrainent, des taux trés elevés de céphalosporinases chez les E. coli et K. pneumoniae mais

aussi chez les souches d 'Enterobacter et de Citrobacter (Sylvie, 2009).
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L’expression de cette céphalosporinase est médiée par le géne Amp-C. Plus de 20
lactamases de type Amp-C différentes ont été retrouvées. Ceci entraine une résistance de haut
niveau aux lactamines . Seule la sensibilité a la céfépime et aux carbapénemes est maintenue
(Sylvie, 2009).

11.2.4 Bactéries productrices de carbapénémases (EPC)

Les carbapénémases qui sont produites par les isolats Pseudomonas aeruginosa et
d’Acinetobacter baumannii, peuvent étre 1’origine d’infections nosocomiales graves et
difficiles a traiter (Sylvie, 2009).

11.2.5 Résistance des entérobactéries aux fluoroquinolones(FQ)

Les fluroquinolones sont des antibiotiques a large spectre actif notamment sur les

bacilles Gram négatif de type entérobactéries (Tankovic et al., 1998).
Les principaux mécanismes de résistance chez les entérobactéries :
- Baisse de la perméabilité de la paroi bactérienne : Ce type de résistance est fréqguemment
observé chez les Gram négatif, elle est due a une modification (réduction) de I'expression du
géne codant pour les porines OmpF [3].
- Modification de la cible : mutation du géne codant pour :

e Lasous-unité GyrA de I'ADN-gyrase (germes Gram -)

e Lasous-unité ParC de la topoisomérase IV (germes Gram +) [3].
- Phénomene d’efflux : la concentration des FQ dans les bactéries réduit par les échanges contre

des protons qui fonctionnent la pompe a efflux [3].

11.2.6 Les bactéries résistantes a la vancomycine (ERV)

Les principaux risques liés aux entérocoques résistantes a la vancomycine sont la
transmission croisée et I’impasse thérapeutique, car le plus souvent les ERV sont résistantes
aux ATB actifs sur les entérocoques (ampicilline, aminosides, cyclines, cotrimoxazole) (Dali,
2015).

1.3 Les types des résistances

11.3.1 La résistance naturelle ou intrinséque

C’est un caractere d’espece qui touche toutes les bactéries de I’espéce considérée, elle

est stable transmise a la descendance (elle a pour support génétique le chromosome bactérien)
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mais elle n'est pas ou peu transmissible sur un mode horizontal (d’une bactérie a I’autre au sein
d’une méme espéce ou entre espéces différentes) (Dali, 2015).

11.3.2 La résistance acquise

Les bactéries peuvent développer la résistance a un ATB préalablement sensibles, ce
qui implique des changements genétiques, c'est l'acquisition de nouveaux géenes capables de
rendre la bactérie résistante a un antibiotique. Une espéce bactérienne peut étre résistante a

plusieurs antibiotiques selon des mécanismes différents (Lozniewski et al., 2010).

1.4 Les mécanismes biochimiques de la résistance

IIs peuvent étre regroupés en quatre grands types de mécanismes :

- Diminution de la perméabilité (mutation affectant la structure des porines ou diminuant la
synthese des porines par lesquelles 1’antibiotique peut pénétrer dans la bactérie) et efflux actif:
I’efflux repose sur une pompe insérée, dans la membrane et capable d'¢jecter I'antibiotique hors
de la bactérie grace un canal, cet efflux conduit a une diminution de la concentration
intracellulaire de 1’antibiotique.

- Modification de la cible des antibiotiques par modification des protéines liant les pénicillines
(PLP), qui sont des enzymes qui catalysent 1’étape finale de la biosynthese du peptidoglycane
(paroi bactérienne), et qui sont la cible des béta-lactamines (en se fixant aux PLP les béta-
lactamines les empéchent de jouer leur role, la synthése du peptidoglycane est donc entravée).
- Production d'enzymes inactivant les antibiotiques par production de béta-lactamases codées
par des plasmides ou des éléments génétiques transposables. Le nombre des béta-lactamases
plasmidique est tres €levé et elles sont classées selon leurs vitesses d’hydrolyse, leurs constantes
d’affinité pour les béta-lactamines, leur faculté a étre inhibée par les inhibiteurs tel que I’acide
clavulanique (Lozniewski et al., 2010).

- Pompe a efflux : I’antibiotique ne peut atteindre son site d’action par pompage actif de
I’antibiotique a I’extérieur de la bactérie (efflux). Les transporteurs d’efflux de plusieurs
médicaments 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 antibiotiques favorise une surexpression par mutation de transporteurs
entrainant une hausse de la résistance bactérienne, il est également possible qu’une résistance
par efflux apparaisse a cause de I’exposition a un antibiotique d’une autre classe. Parmi les

bactéries d’importance clinique munies d’une pompe a efflux comme mécanisme de résistance,
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on trouve I ’E. coli et le Shigella. Le Staphyloccus aureus peut également comporter une pompe

a efflux Iui permettant d’acquérir une résistance au macrolide (sylvie, 2009).
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Figure 4 : Les principaux mécanismes de la résistance aux antibiotiques (Meriah, 2017)
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I. Les éléements genétiques responsables de la résistance bactérienne
Le potentiel génétique d’une bactérie est constitué du chromosome et d’un ou de
plusieurs génophores facultatifs et extra-chromosomiques, les plasmides. Des genes sont
également portés par des élements génétiques transposables et par des intégrons. Une bactérie
peut ainsi acquérir une résistance aux antibiotiques par deux grands mécanismes génétiques.
L’un a pour support le chromosome et définit une résistance chromosomique, l'autre a pour
support les plasmides ou les éléments transposables ou les intégrons et ils définissent une

résistance extra-chromosomique (Lozniewski et al., 2010).

% La résistance chromosomique
Elle résulte d’une mutation. C’est un phénomeéne rare, dd au hasard il n’est pas provoqué

par la présence de I’antibiotique, mais I’antibiotique révele la mutation de résistance en
sélectionnant les bactéries mutantes résistante (ou plus exactement, en détruisant les autres
bactéries de 1’espéce, celles restées sensibles a 1’action de 1’antibiotique). C’est un phénomeéne
indépendant, ’apparition d’'une mutation ne favorise pas 1’apparition d’autres mutations de
résistance a d’autres antibiotiques. La probabilité de deux mutations simultanées est donc tres
faible. Cette indépendance des mutations constitue un des meilleurs arguments pour justifier
I’association des antibiotiques. Elle est transmissible, elle est permanente et a donc un caractére
héréditaire (transmission sur un mode vertical de bactérie-mére a bactéries-filles). Toutes les
mutations ont pour conséquence la perte ou la modification d’une protéine structurale ou
enzymatique et une bactérie mutée est souvent contre-sélectionnée en 1’absence d’antibiotique
(Lozniewski et al., 2010).

% La résistance extra-chromosomique (plasmides)

La résistance plasmidique est liée a la synthése 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 fragilisees. Aussi, les
bactéries porteuses de plasmides ne sont pas ou peu contre-sélectionnées en I’absence
d’antibiotique (Lozniewski et al., 2010).

De nombreux plasmides de résistance sont conjugatifs ou mobilisables ce qui permet un
transfert horizontal, ces transferts sont a I’origine d’une dissémination trés importante de la
résistance au sein des populations bactériennes ce qui fait qualifier la résistance plasmidique de
"contagieuse ou d’infectieuse". Les plasmides de résistance sont susceptibles d’évoluer par

acquisition ou pertes successives de determinants de résistance portés par des éléments
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génetiques transposables. Les eléments génétiques transposables permettent la dissémination
de geénes entre des bactéries phylogéniquement éloignées en permettant I’implantation d’un
géne la ou celle d’un plasmide échoue. Comme pour la résistance chromosomique, les genes de
la résistance extra-chromosomique ne sont pas induits par 1’utilisation des antibiotiques qui se
contentent de sélectionner les bactéries porteuses de tels géenes. Il est important de noter que la
résistance extra-chromosomique étant souvent une multirésistance, 1’utilisation d’un seul
antibiotique va sélectionner des bactéries multirésistantes qui ne sont pas contre-sélectionnées

en I’absence d’antibiotique (Lozniewski et al., 2010).

1.1 Les plasmides

1.1.1 Définition

Le terme de ”plasmide” a "été introduit par Lederberg en 1952 et désignait a 1’époque
toute particule extra-chromosomique capable de se reproduire dans un état autonome
(Lederberg, 1952).

Les plasmides sont de petits fragments d’ADN double brin, circulaires et
cytoplasmiques, capables de réplication autonome. Cependant, les plasmides peuvent conférer
a leur hote des aptitudes qui dans certains cas lui donnent un avantage sélectif. Cet avantage
sélectif peut provenir d’une résistance a un antibiotique ou encore de la possibilité¢ d’utiliser

une nouvelle voie métabolique (Skurnik et Andremont, 2006 ; del Solar et Espinosa, 2000).

1.1.2 Les caractéristiques de plasmide

Les plasmides présentent certaines propriétés propres :

- Une petite taille qui varie de 1 a 400 (kb) et plus, soit une longueur d’ADN de I’ordre de 1/10
a 1/1 000 de celle du chromosome.

- Une réplication autonome, indépendante de celle du chromosome, assurant un nombre fixe
de copies plasmidiques par copie du chromosome et la répartition équitable de ces copies dans
les cellules filles.

- Leur transmission naturelle d’une bactérie a 1’autre s’effectue habituellement par conjugaison,
on parle alors de plasmides conjugatifs.

- Une autre propriété essentielle des plasmides est I’incompatibilité liée au produit de génes
inc, elle se traduit par 1’incapacité ou non pour deux plasmides de coexister dans une méme
bactérie selon qu’ils portent ou non les mémes genes inc. Cette propriété est a la base d’une

classification des plasmides en groupes d’incompatibilité.
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- D’autres geénes éventuellement présents leur conférent des propriétés spéciales : résistance aux

antibiotiques (plasmides R) (Guillot, 1990).

1.1.3 Les plasmides F

Les plasmides conjugatifs sont des molécules d’ADN extra-chromosomique capables
d’une réplication autonome régulée par eux-mémes, et d’échanges (réplication du plasmide
suivie de son transfert) au sein de populations bactériennes grace au phénomene de conjugaison
via un appendice de transfert, le pilus, codé par le plasmide et localisé en surface de la bactérie
(Mainil et Muylaert, 2012).

1.1.4 Les plasmides R

Les plasmides R sont des éléments génétiques extra-chromosomiques a réplication
autonome, porteurs de facteurs R, soit un groupe de différents génes de résistance. Ces
éléments, généralement classés en groupes d'incompatibilité, sont d'une importance majeure
dans le phénomene de résistance aux antibiotiques (Roy, 2000).

Les plasmides R de shigella ont été les premiéres découvertes et ils portent de nombreux
types différents de génes responsables de la résistance aux antibiotiques se trouve souvent dans
une unité appelée transposon (Figure 5), de nombreux plasmides F comme les plasmides R
sont capables de conjugaison. Méme les plasmides R incapables de conjugaison et qui ne quitte
jamais leurs cellules peuvent donner leurs alléles R a un plasmide conjuguant par transposition
(Carroll et al., 2013).

Plasmide de
conjugaison

e
!SSO\ --/ISSO

kanB neo®
. ~ J
Transposon Tn5

Figure 5 : Un plasmide R avec des génes de résistance portes dans un transposon (Carroll et
al., 2013).
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1.2 Les transposons

L’existence d’¢éléments génétiques mobiles a été¢ mise en évidence pour la premicre fois
en 1948 par Barbara McClintock au cours de ses travaux de génétique sur le mais
(Anxolabéhere et al., 2007).

1.2.1 Définition

Les transposons, ou éléments génétiques transposables, sont des séquences d’ADN
double brin linéaires, n’apparaissant jamais a 1’état libre, n’ayant pas d’existence autonome
stable pouvant s'insérer a différents endroits dans un génome ou plasmide pour étre dupliqués
avec lui et exprimés. Ces éléments "sauteurs” comprennent genéralement des genes de

résistance ou facteurs impliqués dans la pathogénicité (Roy, 2000 ; Dufour, 2008).

1.2.2 Structure et diversité des transposons procaryotes

Les éléments transposables présentent des caractéristiques communes qui ont permis

de les regrouper selon des criteres structuraux ou fonctionnels.

1.2.2.1 Les séquences d’insertion ISs :

Sont les éléments transposables les plus simples, retrouvés dans presque tous les
génomes bactériens, de petite taille (de 750 a 2500 pb). lls ne codent généralement que les
informations nécessaires a leur mobilité. Ces dernieres comportent des séquences d’ADN
répétées inversées (IR) de 10 a 40 pb délimitant les extrémités des éléments et une enzyme (la
transposase) codée par un cadre ouvert de lecture ORF et reconnaissant ces extrémités et
catalysant la mobilité des éléments (Figure 6). Une classification des séquences d’insertion
selon la nature et structure des IRs, nature et structure de la transposase et devenir du site cible
d’insertion ; 17 familles sont ainsi reconnues : IS1, 1S3, 1S4, IS5, 1S6, 1S21, 1S30, 1S66, 1S91,
1S110, 1S200/605, 1S256, 1S630, 1S982, 1S1380, ISAs1 et ISL3 (Dufour, 2008).

Sequence d'insertion (Sl)

—_— —> - —>
— HEH - HaH —
RD R

Figure 6 : Structure d’une séquence d’insertion (IS) (Mainil et Muylaert, 2012).
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1.2.2.2 Les transposons composites :

Des structures plus importantes (quelques milliers de paires de bases) dans lesquelles
un ou plusieurs geénes sont encadrés par deux séquences d’insertion identiques disposées dans
la méme direction ou en direction opposée (Figure 7), collaborant entre elles lors de leur
transposition et mobilisant ainsi toute la séquence d’ADN qui les sépare. Les transposons
composites sont trés nombreux chez les bactéries a Gram négatif. Les plus connus sont :
I’élément Tn5 de 5700 pb portant trois génes de résistance a la kanamycine, a la bléomycine et
a la streptomycine, 1’élément Tn9 de 2638 pb portant un géne de résistance au chloramphénicol

et I’élément Tn10 de 9300 pb portant un géne de résistance a la tétracycline (Dufour, 2008).

Transposons composites

P S S Xmm—) S 4

Figure 7 : Structure des transposons composites (Merlin et Toussaint, 1999).

1.2.2.3 Les transposons non composites :

Les transposons non composites se caractérisent par I’absence d’IS a leurs extrémités.
La plupart d’entre eux sont apparenteés par leurs sequences terminales de 35 a 48 pb, répétées
en orientation inverse et encadrant une région centrale composée notamment des génes de
transposase et des génes de résistance (Figure 8), dans le transposon Tn3 code pour un seul
géne de résistance, celui de la B-lactamase TEM-1 (Merlin et Toussaint, 1999 ; Mainil et
Muylaert, 2012).

Leur mode de transposition implique une transposase (TnpA) mais également une autre
enzyme, une résolvase (TnpR), qui permet de terminer la réaction en catalysant une étape de

recombinaison a un site spécifique (res) porté par le transposon (Dufour, 2008).

Transposons non composites

res mpR mpA

mpR res mpA

P XX e S XX =

Figure 8 : Structure des transposons non composites (Merlin et Toussaint, 1999).
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1.2.2.4 Les transposons conjugatifs :

Les transposons conjugatifs, qui sont des éléments génétiques mobiles trés répandus
chez les cocci a Gram positif (entérocoques, streptocoques y compris les pneumocoques).
Les transposons conjugatifs différent des autres transposons car, d’une part, ils possedent des
fonctions de transfert, faisant d’eux une sorte d’hybride entre le transposon et le plasmide, et
d’autre part, I’absence de séquences répétées inversées. Le transposon conjugatif est capable de
promouvoir son excision du génome de la cellule héte, pour former une structure intermédiaire
circulaire d’ADN bicaténaire, suivie ensuite d’une étape de conjugaison a une bactérie voisine.
Cette étape de conjugaison peut, en fait, étre vue comme une forme de réplication. En effet, au
cours de ce processus, I’intermédiaire circulaire est scindé en deux, une structure simple brin
maintenue dans la bactérie donneuse et 1’autre fournie a la bactérie receveuse, qui doivent
encore étre dupliquées pour former & nouveau une structure double-brin essentielle a
I’intégration ultérieure au chromosome ou dans un plasmide (Courvalin, 1997 ; Mainil et

Muylaert, 2012).

1.3 Les intégrons

Au cours des années 1980, de nouveaux éléments génétiques susceptibles d’acquérir ou
de perdre des genes de résistance aux antibiotiques sont été décrits et désignés sous le nom

d’intégrons (Samine, 2011).

1.3.1 Définition et structure des intégrons

Les intégrons ont eu plusieurs définitions. Actuellement celle de Hall et Collis datant de
1995 est adoptée par tous : « Un intégron est une unité genétique qui inclut un systeme
spécifique de recombinaison, capable de capturer et mobiliser des génes contenus dans des
éléments mobiles appelés génes cassettes, et un promoteur pour I’expression des genes cassette.
11 agit comme un vecteur d’expression » (Andremont et Skurnik, 2006).

La structure de base d’un intégron se définit par sa plateforme fonctionnelle et les

cassettes localisées en aval de cette plateforme constituent la région dite variable (Figure 9).
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intI |7 et c1  attCl attC2

Pc : promoteur des cassettes ; C1, C2 : cassettes ; attl, attC1, attC2 : sites spécifiques de
recombinaison ; intl : géne de I’intégrase.

Figure 9 : Structure usuelle des intégrons (Barraud, 2011).

1.3.1.1 La plateforme fonctionnelle

Se compose de trois éléments essentiels :

1- un gene intl qui code une intégrase appartient a la famille des recombinases a tyrosine

spécifique de site (Collis et Hall, 1995). Les variations de séquences en acides aminées des

intégrases Intl ont permis de distinguer 5 classes d’intégrons de résistance IR .

Classe 1 (IR1) : Les plus prévalents sont caractérisés par une intégrase Intl1 composee
de 337 acides aminés. De nombreux génes codant des résistances a des antibiotiques
différents : catA2 (résistance au chloramphénicol), blaDHA 1, blaCTXM 2,
blaCTX_M_9 (résistance aux b-lactamines), dfrA10, dfrA19 (résistance au
trimeéthoprime), gnrA, gnrB (résistance aux quinolones).

Classe 2 (IR2) : Ont une intégrase Intl2 de 325 acides aminés. La taille de cette
derniere est réduite a 178 acides aminés du fait de la présence d’un codon stop en
position 179 dans le géne intl2 rendant ainsi la protéine non fonctionnelle. Ils présentent
une grande stabilité dans leur réseau de cassettes avec la présence quasi-constante de
trois cassettes : dfrAl (résistance au triméthoprime), sat2 (streptothricine) et aadAl
(streptomycine et spectinomycine), suivies d’une séquence orfX.

Classe 3 (IR3) : L’intégrase Intl3 est composée de 346 acides aminés. Ils associent une
cassette de résistance aux b-lactamines a une cassette aac (6’)-lb (résistance a
tobramycine, nétilmicine et amikacine).

Classe 4 et 5 (IR4 et IR5) : Sont des intégrons décrits uniquement chez Vibrio. associés
a des transposons conjugatifs. Leur implication en microbiologie clinique est considérée

a ce jour comme nulle.

2- Un site specifique de recombinaison attl se comporte au moins deux sites d’attachement de

I’intégrase, nommeés L et R. Il existe une forte spécificité des intégrases pour leur site attl mais
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des recombinaisons peuvent intervenir de fagcon moins efficace avec les sites attl d’autres IR.
Par exemple, Intl1 reconnait aussi les sites attl2 et attl3 (Barraud et Ploy, 2011).

3- Un promoteur de cassettes Pc qui assure I’expression des génes de cassettes. Chez les IR de
classe 1 et 3, le promoteur Pc est localisé dans la séquence codante d’Intllet IntI3 (Barraud

et Ploy, 2011).

1.3.1.2 La région variable : Les cassettes

Les cassettes constituent la partie variable des intégrons, en aval de la plateforme
fonctionnelle. Elles constituent des unités fonctionnelles indépendantes, non réplicatives,
mobilisables de maniére individuelle : elles existent sous forme linéaire au sein d’un intégron
ou sous forme circulaire a 1’état libre (Barraud, 2011).

Les cassettes contiennent un gene flanqué a son extrémité 3’ d’une séquence
palindromique, le site attC. Il s’agit d’un site spécifique de recombinaison reconnu par
I’intégrase, et souvent désigné « élément 59-pb » car les premiers sites attC decrits une taille
de 59pb. Il est constitué de plusieurs séquences relativement conservées, inversées et répétées.
Les sequences conservées recouvrent surtout les 20 premiéres et les 20 derniéres bases, et
encadrent une région de séquence et de longueur variables. Ainsi, certains sites attC sont formés
de 141 paires de bases, d’ou I’ambiguité de la terminologie « élément 59-pb ». On trouve aux
deux extrémités de chaque site attC deux séquences inversées et répétées de 7 paires de bases
désignées core et core inverse. Le core (GTTRRRY ; R : purine ; Y : pyrimidine) est localisé a
I’extrémité 3’ du site attC et le core inverse, de séquence complémentaire RYYYAAC, a
I’extrémité 5° (Figure 10) ( Ploy et al., 2000).

La plupart des génes de cassettes des IR codent une résistance aux antibiotiques
(Tableau 1), d’autres orf codent des protéines de fonction inconnue (Barraud et Ploy, 2011).

casscite
-:1 [TRRRY péne RYY YAAC —mmmmmmem e {4 [TRRRY
"eore inverse” "oore "

sile aird’

Figure 10 : Structure d’une cassette (Ploy et al., 2005).
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Tableau 1 : Classification de résistance aux antibiotiques décrites sur des intégrons (Ploy et
al., 2000).

Intégrons de classe | Intégrons de classe 2 Intégrons de classe 3
Especes Entérobactéries Entérobactéries Pseudomonas aeruginosa
bactériennes Pseudomonas aeruginosa Acinetobacter Serratia marcescens
Acinetobacter Alcaligenes xylosoxidans
Vibrio cholerae Pseudomonas putida Klebsiella
Corynebacterium glutamicum pneumoniae

Campylobacter jejuni
Enterococcus faecalis

Fonctions
Résistance aux B-lactamines Résistance aux Résistance aux p-lactamines
aminosides
des cassettes B-lactamases classes A, C D B-lactamases classes B
B-lactamases classe B (blaIMP) 3°’-adénylyltransférases
(blaIMP) Résistance aux aminosides Acétyltransférases Résistance aux aminosides

Résistance au

3-acétyltransférases 6’-acétyltransférases

2°*-adénylyltransférases trimethoprime

3°>-adénylyltransférases dihydrofolate réductases
Résistance au chloramphénicol
acétyltransférases
mécanisme non enzymatique
Résistance au triméthoprime
dihydrofolate réductases
Résistance a la rifampicine
ADP-ribosyl transférase

Plusieurs cassettes peuvent exister en tandem sur un méme intégron et entrainer ainsi
pour la bactérie qui 1’héberge une résistance en bloc a différentes familles d’antibiotiques,
jusqu’a huit cassettes de résistance ont été décrites sur un méme intégron. Les cassettes sont

des ¢éléments génétiques mobiles capables d’étre intégrés ou excisés par un mécanisme de
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recombinaison catalysée par I’intégrase Intl. Au sein des intégrons (Figure 11) (Ploy et al.,

2005).

Pe,

intl I ’

Pc

intl l_>

intl

—(Ju_[/ >

Fintl

=y ;L......It,_____.{./ >

j—b&'_‘/ >

anCl anC2

A [ : ‘.', Cassette 3

artl anC2

I ol
| Casserte 1

Pintl

A : Mécanisme de recombinaison impliquant le site attl et le site attC3 de la cassette rouge,

I’intégration de cette derniére se fait au plus proche du promoteur Pc.

B : Recombinaison entre 2 sites attC des cassettes violette et rouge entrainant I’excision de la

deuxiéme cassette (violette). Les recombinaisons sont médiées par 1’intégrase Intl.

Figure 11 : Mécanisme d’intégration et d’excision de cassettes (Barraud, 2011).

1.3.2 Types de I’intégrons

On distingue deux grands types d’intégrons :

- Les super-intégrons (SlI) :

les SI ont été caractérisés sur le génome de différentes espéces de

Vibrio mais aussi chez d’autres genres bactériens tels que Pseudomonas, Shewanella,

Xanthomonas, Listonnella, Nitrosomonas. Les superintégrons ont donc une structure similaire

a celle des intégrons de résistance aux antibiotiques mais cependant different par :

v' Les Sl sont toujours présents sur le chromosome.

v’ Larégion variable est caractérisée par un nombre de cassettes plus élevé.

v" Les sites de recombinaison attC des cassettes d’un méme SI sont trés conservés tandis

qu’ils varient en séquences et en taille pour les cassettes présentes chez les IR

(Tchuinte, 2016).
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- Les intégrons de résistance aux antibiotiques (IR) : Les IR contiennent un nombre plus
restreint de cassettes dans un méme IR, dont les genes codent le plus souvent des résistances
aux antibiotiques. Les IR ne codent pas de fonction de transposition mais, localisés sur des
éléments genétiques mobiles tels que les plasmides ou les transposons, ils peuvent étre
transférés entre bactéries et contribuent ainsi a la dissémination des genes de résistance aux
antibiotiques (Barraud, 2011).

1.3.3 Origine des intégrons

L’origine des intégrons et des cassettes constitue une énigme, de méme que la genese
des cassettes. Plusieurs hypothéses ont été avancées, mais la plus probable considérerait que les
super-intégrons seraient les ancétres des trois classes d’intégrons impliquées dans la
multirésistance aux antibiotiques. Les intégrons de résistance auraient évolué a partir de super-
intégrons par le biais de la capture d’un géne intl et d’un site attl dans des structures mobiles
type transposon et ensuite, sous 1’effet de la pression de sélection, il y aurait eu capture de géenes
de résistance provenant de pools de cassettes contenus dans différents super-intégrons (Ploy et
al. ,2005).

Il.  Les moyens de transfert génétique

Le transfert horizontal de genes est un phénoméne d’échange d’information génétique
entre bactéries par I’acquisition d’ADN étranger. Ce phénomene représente 80% des cas de
résistance aux antibiotiques (Samine, 2011).

La premicre mise en évidence de transfert de génes a été réalisée par 1’étude de
déterminants de la virulence chez Staphulococcus pneumoniae par Griffith, en 1928. Ses études
ont montré qu’on vivo, chez la souris, un facteur de virulence était transféré entre des bactéries
virulentes mortes et des réceptrice avirulente (Georges et Francois-Marie, 2007).

Griffith mettait en évidence qu'il existait un principe thermostable, capable de modifier

durablement I'nérédité. 1l sera identifié quelques années plus tard comme étant I'ADN.
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Il existe des mécanismes spécifiques qui permettent a de ' ADN étranger d’accéder au

génome, dont les trois principaux sont la transformation, la conjugaison et la transduction
(Figure 12) (Lefevre et al. ,2016).

Conjugaison Plasmides
7~ e

Transfert de plasmide
au cours de la conjugaison

Transfert d'une partie
Transformation @ du génome par
absorption d'ADN

——

Sy
9]

Conjugaison

[@jo)e)

Transfert d'une partie
du génome au cours
de la conjugaison

Transfert sous forme intégrée dans le génome viral

Figure 12 : Les bactéries échangent de I’ADN par plusieurs processus (Carroll et al. ,2013).

I1.1 Latransformation

Certaines bactéries peuvent capter des fragments d'ADN a partir du milieu extérieur.

Ceci est un autre moyen pour les bactéries d'échanger leurs génes (Carroll et al., 2013).

La transformation c’est le transfert d'un fragment d'ADN d'une bactérie donatrice a une

bactérie réceptrice. Ce phénoméne n'a été mis en évidence que pour quelques especes (S.

pneumoniae, Acinetobacter sp, Neisseria sp). L'ADN d'une bactérie donatrice, libéré

naturellement lors d'une lyse bactérienne, est transféré sous forme libre a une bactérie

réceptrice. La bactérie réceptrice doit étre dans un état réceptif dit de compétence, caractérisé

par la présence de récepteurs spécifiques de I'ADN a la surface bactérienne. La pénétration de

I'ADN de la donatrice s'accompagne d'une hydrolyse de I'un des deux brins de la molécule et

I'integration de I'ADN exogéne dans le chromosome de la réceptrice se fait par recombinaison
légitime (Figure 13) (Flandrois, 1997).
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Une cellule bactérienne morte Un fragment dADN est ingéré par LADN est incorporé La cellule contient de IADN
libére des fragments dADN. une autre cellule vivante. par recombinaison homologue. de la cellule donneuse morte.

Figure 13 : Transformation naturelle (Raven et al., 2017).

I1.2  Laconjugaison

La conjugaison bactérienne mise en évidence en 1945 par Joshua Lederberg, ne se
produit qu’entre bactéries d’une méme espéce surtout chez les bactéries a Gram (-) telles que
Entérobactéries (E.coli, Salmonella.....etc.) est un mécanisme de transmission unidirectionnel
d’ADN d'une cellule a lI'autre, via un "pilus sexuel”. La bactérie donneuse est qualifiée de male
alors que la bactérie receveuse est appelé femelle. Les génes a l'origine de la conjugaison sont
portés par des plasmides (Lefevre et al., 2016).

Une bactérie contenant un plasmide F est désignée par F+, alors qu'une bactérie sans
plasmide F est désignée par F-. Une bactérie contenant un facteur F inséré dans son ADN est
désignée par Hfr ; elle peut étre obtenue a partir d'une bactérie F+ par insertion d'un plasmide
F dans le chromosome (Figure 12) (Courtin, 2012).

Une bactérie F+ peut transformer une bactérie F- en F+, tout en restant elle-méme F+ :
le plasmide F est répliqué et transféré a la bactérie F-. Une bactérie Hfr peut transformer une
bactérie F- en une bactérie F- recombinée : I'ADN de F+ est partiellement répliqué et transféré
a F- dont 'ADN est modifié par un enjambement entre génes homologues (Figure 14)
(Courtin, 2012).
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Transfert
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-

Insertion du facteur F
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» . recombinaison
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Figure 14 : Les types de transfert d’/ADN peuvent avoir lieu au cours de la conjugaison

1.3 Latransduction

(Carroll et al. ,2013).

La transduction est le transfert d'un fragment d'’ADN par un bactériophage entre une

bactérie donatrice et une réception. Le bactériophage n'est que le transporteur involontaire de

I'ADN (Jawetz et al. ,1973). Elle a été observée chez de nombreuses bactéries a Gram négatif

et a Gram positif (entérobactéries, Bacillus subtilis, Staphylococcus, Streptococcus) (Carroll

etal., 2013).

Il existe deux formes de transduction, qui toutes deux résultent d'anomalies des cycles de

réplication phagique :

% La transduction généralisée : lors du cycle lytique d'un phage, un segment d'/ADN de

la cellule héte est enfermé dans une capsule a la place du génome du phage ; ce segment

sera inséré dans I'ADN d'une autre cellule selon le processus habituel d'infection du

virus (Courtin, 2012).
% La traduction localisée

7/

: dans le cycle lysogénique d'un phage tempére, le génome du

phage est excisé du chromosome hote en entrainant avec lui de petits segments d'’ADN

bactérien adjacent ; lorsque le phage infecte une autre cellule, le génome phagique

s'insére dans I'ADN cible en méme temps que les génes bactériens (Courtin, 2012).
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l. Objectif de I’étude

Ce présent travail consistait & assembler des souches bactériennes dotées d’une
multirésistance aux antibiotiques, isolées a partir de prélévements cliniques des malades
hospitalisés. Afin d’étudier leur résistance, son origine et les molécules qui sont responsables
de cette derniére, nous allons effectuer plusieurs moyens (électrophorése, spectrophotométrie)

et on a tenté une expérience de transformation bactérienne.

I1.  Matériel biologique

Les quinze souches utilisées ont été isolées et identifiées a 1’hopital Ibn Zohr par notre
collegue Mme Menidjel Nadia, dans le cadre de son projet PFE (2017) sur les infections
nosocomiales a bactéries multirésistantes, et d’autres ont été isolées cette année (Mars, 2018) a
partir du laboratoire d’analyse microbiologique d’hopital El-Hakim OKkbi, dont elles présentent

une variété de résistance et sensibilité.

Pour la transformation, une souche compétente a été utilisée pour ce processus, dans ce
but on a utilisé E. coli DH5a, apporté du laboratoire de génétique cellulaire de Vrije, université
de Bruxelles, Belgique.

I11. Culture des bactéries

Les souches déja conservées dans la gélose de conservation ont été ensemencées par des

stries sur des milieux spécifiques selon 1’espéce de la souche.

. Staphylococcus sp et Staphylococcus aureus dans le milieu Chapman.
. Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa et Proteus sp dans le milieu Mac Conkey.

. Acinetobacter baumannii, Citrobacter koseri dans le milieu gélose nutritive

‘ A
Figure 15 : Ensemencement des souches sur des milieux d’isolement spécifiques
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Tableau 2 : Résistance et sensibilité des souches utilisées

ATB AMC CZ CRO ETP CTX AMP FOX TMN CX CAZ AX NIT PC

Souche
K. pneumoniae (1) I R R S R R S - - - - .
(4R+1) *
K. pneumoniae - - - - R - - R R - - -
(2) BR) *
K. oxytoca R R R R R R S - - - - -
325 (6R) **
E. coli 2322 (6R) * R R R S R R R - - - - -
E. coli (8R) ** R S S - S R R S - R R R R
E. coli 379 (6R) * R R R S R R R - - - - - -
E. coli 376 (6R) * R R R S R R R - - - - - .
E. coli 2278 (4R) * S R R S R R S - - - - - -
Citrobacter koseri R R R S R R R = - - - - -
(6R) *%*
S : Sensible R : Résistance | : Intermédiaire - : Non testé

* Hopital Ibn Zohr, 2017
** Hopital El-Hakim Okbi, 2018
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Tableau 2 : Les caractéres génétiques des souches utilisées (suite)

ATB CZ CRO CTX FOX CAZ COL TMN RA C OF TEC VA L OX FS TE IPM CIP GMN TIC
Souche

St. sp R R - R R R - I R R R I - - - g - - - -
(8R+21) **
St. aureus
358 (4R) *
St. aureus - - - R - - - R - - - - R R - - - - - -
P13 (4R) *
A.baumannii
312 (7TR) *
Proteus sp - - R R R - - = | =] = - - -] - - - - - - -
(3R)**

Ps. - - - - - - S - - - - - - - R - - - - -
aeruginosa
423 (1R) *

R - - - R - - - =« R R - - - - - -

1

1
)

1
)

1

1

1
)
)
)
)
)

S : Sensible R : Résistance | : Intermédiaire - : Non testé

* Hopital Ibn Zohr, 2017
** Hopital El-Hakim Okbi, 2018
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IVV. Extraction plasmidique

La purification des plasmides a partir de bactéries implique la culture de cellules dans
un milieu liquide LB et un extrait cellulaire est préparé. L'/ARN est retiré et 'ADN est concentré
par précipitation a I'éthanol. Dans une préparation plasmidique il est nécessaire de séparer

I'’ADN plasmidique de la grande quantité d'ADN chromosomique bactérien (Mahesh S, 2003).

Nous avons utilisé un protocole d’extraction a partir d’un manuel des travaux pratiques
du module biologie moléculaire, université Sidi Mohammed Ben Abdellah, Maroc [4], avec

quelques modifications.

IV.1 Recupération des cellules bactériennes

Les souches ont été mis en culture dans le milieu LB incubées pendant 24h a 37C°

1- Mettre 1.5 ml de la culture dans un tube eppendorf stérile puis centrifuger 1 min a 12000 g
eta4°C.

2- Le surnageant est éliminé soigneusement du tube, et mettre a nouveau 1.5 ml de la culture
dans les eppendorfs pour assurer une concentration bactérienne maximale et refaire la

centrifugation.

3- Le surnageant est encore éliminé soigneusement du tube, en laissant le culot cellulaire aussi

sec que possible.

IV.2 Lyse alcaline

La lyse alcaline a été initialement développée pour isoler 'ADN plasmidique des
bactéries en vertu du principe qu'une solution alcaline dénature I'ADN bactérien, I'ADN

plasmidique sauvage restant a double brin (Kieleczawa, 2006)
Afin de purifier les plasmides on a suivi la procédure suivante :

1- Resuspendre le culot bactérien dans 100 ul de solution I (voir annexe) maintenue au préalable

a 4°C. Il est essentiel de s'assurer que le culot bactérien est completement suspendu.
2- Incuber le tube a température ambiante pendant 5 minutes.

3- Ajouter par la suite 200 ul de la solution 11 (voir annexe) fraichement préparée puis mélanger
soigneusement en inversant le tube eppendorf 3 a 6 fois. II faut s’assurer que le lysat est devenu

clair et visqueux.
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4- Incuber pendant 5min dans la glace.

5- Ajouter par la suite 150 pl de solution Il (voir annexe) fraiche (entre 0 et 4°C).
Homogénéiser bien le tube pendant quelques secondes. Le tube est immédiatement placé dans

la glace (0°C) pendant 15 min.
6- Centrifuger le tube pendant 10 min a 12000 g et 4°C.

7- Transférer tres délicatement le surnageant dans un nouveau tube eppendorf stérile. Cette
étape permet d'éliminer les débris cellulaires et les acides nucléiques de haut poids moléculaire.

8- Précipiter les plasmides en ajoutant au surnageant deux volumes d’éthanol (900 pl) ; bien

mélanger le contenu du tube et laisser précipiter 15 a 20 min a -20°C.
9- Centrifuger le tube pendant 10 min a 12000 g et 4°C.

10- Eliminer le surnageant puis inverser le tube sur du papier filtre propre et sécher pendant 10

min a température ambiante.

11- Dissoudre délicatement le culot d'’ADN (souvent a peine visible) dans 50 pl de TE (pH 8)

et garder le a -20C°.

Figure 16 : Exécution de I’extraction de I’ADN plasmidique
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V.  Spectrophotométrie

Deux méthodes peuvent étre utilisées pour évaluer la qualité et la quantité d'/ADN
génomique purifié : I'électrophorese sur gel et la spectrophotométrie a UV. Chacune de ces
méthodes fournit des informations différentes mais qui se chevauchent sur la quantité la qualité
et de 'ADN génomique. La spectrophotométrie a UV peut étre utilisée pour fournir une
estimation précise de la quantité d'/ADN récupéré et pour confirmer que I'ADN est exempt

d'autres contaminants chimiques, y compris des solvants organiques (Williams et al., 2007).

Afin de mesurer la quantité plasmidique extraite dans chacune des souches et vérifier sa
pureté, une densité optique de I’ADN a éte effectué par spectrophotométrie au stade final de
son extraction. L’ADN était conservé dans 50 pl de solution Tris-EDTA a -20C°, ensuite étant
dilué par mettre 800 pl d’eau distillée stérile, le volume est divisé en moitié pour mesurer

I’ADN sur les deux longueurs d’ondes (260 nm et 280 nm).

% Qualité et quantification de I’extrait

La concentration et la pureté de I'ADN peuvent étre déterminées en lisant la densité
optique d'un échantillon a 260 et 280 nm. La lecture a 260 nm permet le calcul de I'acide
nucléique dans I'échantillon. Pour I'ADN double brin pur, 1 DO2so = 50 mg / | (pour une cuvette
de longueur de trajet de 1,0 cm).

Le calcul de concentration plasmidique mesuré par spectrophotométrie se fait selon cette loi :
Concentration (ug/ml) =50 X facteur de dilution X DO260nm

Le rapport entre les lectures a 260 et 280 nm (DO2s0 / DO2g0) fournit une estimation de
la pureté de I'acide nucléique. Les préparations pures d’ADN ont une valeur DO2go / DO2go de
1,6-1,9. S'il y a une contamination avec des quantités significatives de protéines, de lipides ou
de phénols, la DO2so / DO2go sera inférieur & 1,6. Une valeur supérieure a 1,9 indique une

contamination possible avec ARN (Williams et al., 2007).
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VI. Electrophorése

L'électrophorese sur gel d'agarose est une méthode simple et trés efficace de séparation,
identifie et purifie des fragments d’ADN de 0,5 a 25 kb. Le protocole peut étre divisé en trois

étapes :

1) Un gel est préparé avec une concentration d'agarose appropriée a la taille des fragments
d’ADN a séparer.

2) Les échantillons d’ADN sont chargés dans les puits d'échantillon et le gel est mis sous tension

et pendant une période de temps qui permettra une séparation optimale.

3) Le gel est coloré, le bromure d'éthidium est incorporé dans le gel et tampon d'électrophorese,

visualisé directement par illumination avec la lumiere UV (Voytas D,2001).

% Préparation du gel
- Peser la quantité d'agarose nécessaire pour préparer 100 ml de gel a 1%.

- Transférer la poudre d'agarose dans un erlenmeyer et ajouter 100 ml de TAE (Tris, Acide

acétique glacial, EDTA).
- Porter a ébullition sur une plaque chauffante jusqu'a ce que tout I'agarose soit fondu.

- Laisser I'agarose refroidir et puis couler la doucement sur la plaque du gel tout en évitant la
formation de bulles d'air et mettre le peigne dans le moule de gel pour créer des puits.

- Laisser par la suite le gel se solidifier a la température ambiante puis retirer le peigne
(Debabza, 2015).

+¢» Dépot des échantillons et migration

- Ajouter 8 pl de tampon de charge (voir annexe) a des échantillons d’ADN a séparer.
- Déposer a I’aide d’une micropipette 20 uL. d’ADN au fond de chaque puits.
- Verser le tampon TAE dans la cuve jusqu’a recouvrir le gel.

- Fermer le couvercle de la cuve a électrophorése. Brancher la cuve au générateur et

le générateur a la prise de courant et faire migrer a 100 V.
- Vérifiez que les électrodes sont branchées sur les emplacements corrects dans I'alimentation.

- Arréter la migration en coupant le courant lorsque le colorant du tampon de charge a
suffisamment migré (Debabza 2015).
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Figure 17 : Déroulement d’électrophorése.

» Coloration et visualisation

- Placer le plateau de gel sur du papier absorbant pour absorber tout tampon supplémentaire.

- Faire glisser délicatement le gel dans la cuve de coloration contenant 200 ml d'eau distillée et

20 pl du bromure d'éthidium pendant 20 a 30 min.

- Apres un léger ringage a 1’eau, le gel est placé sur la plaque UV pour visualiser les bandes.

(Debabza 2015).

> Analyse de gel

Un logiciel de traitement d'images numériques donne la possibilité de mesurer I'intensité
lumineuse de chaque pixel de I'image. La représentation graphique de chacun de ces tracés a
l'aide d'un logiciel permet alors de détecter des bandes invisibles a I'ceil nu en repérant les
variations d'intensité sur les courbes [5]. Dans ce but, nous avons utilisé un logiciel de
traitement d’images congus pour les profils électrophorétiques, qui s’appelle CLIQS®

développé par le laboratoire TotalLab, au Royaume Unis.
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VIl. Transformation

Certaines bactéries a Gram positif (Streptococcus et Bacillus) ou a Gram négatif
(Neisseria, Branhamella, Acinetobacter, Haemophilus) [6] peuvent capter des fragments
d’ADN a partir du milieu extérieur. Autre moyen pour les bactéries de transférer leurs genes,
provenir d'autres cellules de la méme espece ou d'autres espéces. L'ADN est issu de cellules
mortes, il est capté et intégré dans le chromosome du receveur au cours d'un processus appelé

transformation (Pozzetto et al., 2001).
Pour effectuer ce processus, nous avons utilisé deux souches :

- Escherichia coli résistante a 08 antibiotiques (8R) donatrice de plasmide, d’origine vaginale

apporté du laboratoire de microbiologie a 1’hopital El-hakim OKkbi.

- E. coli DH5a compétente, apporté du laboratoire de génétique cellulaire de Vrije, université

de Bruxelles, Belgique.

Les souches DH5a sont des cellules d’E.coli congues pour maximiser 1’efficacité de la
transformation. lls prennent leur nom du biologiste américain Douglas Hanhan. Ces cellules

sont definies par trois mutations :

- recAl qui est une mutation ponctuelle qui remplace la glycine au site 160 du polypeptide

recA par un acide aspartique dans le but de rendre 1’activité de la recombinase inactive.

- endAl est une mutation qui inactive une endonuclease intracellulaire pour prévenir la

dégradation du futur plasmide inséré.
Ces deux mutations aident a I’insertion du plasmide.

- lacz15 qui permet le criblage bleu blanc. Ces cellules sont compétentes et souvent utilisées

avec la transformation au chlorure de calcium pour insérer un plasmide désiré [7].
7

«* Protocole de transformation

- La souche bactérienne E. coli DH5a est incubée dans le milieu LB contenant CaCl, a 37°C
pendant 24 heures.

- 5 ul d’ADN plasmidique purifié a partir de la souche E. coli (R8) est ajouté a 150 pl des

souches bactériennes compétentes (DHS5a)
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- Placer le mélange dans la glace pendant 15 a 20 minutes, ensuite transférer le rapidement dans
I’étuve a 42°C pendant 45 secondes pour provoquer un choc thermique. Puis mettre le

rapidement une autre fois 1 & 2 minutes dans la glace.
- Ajouter stérilement 500 pl du milieu LB + CaCla.
- Incuber a 37°C pendant 40 minutes.

- Apres incubation, 100 a 200 pl de la culture est étalée sur les boites LB solide, et incubée a
37°C pendant 24 heures.

- Les colonies transformées sont repiquées sur la GN inclinée puis conservées a 4C°.

Pour s’assurer du bon déroulement de la transformation, une électrophorese est

hautement recommandée afin de confirmer I’acquisition du plasmide par la DH5a.

Figure 18 : Exécution de la transformation + I’extraction plasmidique
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l. Résultats

1.1 Extraction d’ADN plasmidique

Apres avoir effectué I’extraction et la purification de I’ADN plasmidique par lyse
alcaline, on a obtenu un culot blanchatre au fond de 1’eppendorf, qui signifie la présence du
plasmide extrait et précipité grace a 1’éthanol. Cela est un résultat d’accumulation de millions

de filaments d’ADN provenant de nombreuses cellules mais de la méme souche.

Figure 19 : Aspect du culot de I’ADN plasmidique

1.2 Quantification de concentration d’ADN plasmidique

Pour déterminer la quantité de plasmide extraite, une spectrophotométrie était faite pour
calculer la densité optique de I’ADN plasmidique purifi¢ aux deux longueurs d’ondes 260 nm
et 280 nm. Les résultats obtenus ainsi que les calculs du rapport de pureté (DO26onm / DO2gonm)

sont illustrés dans le tableau ci-dessous (tableau 3).

Les résultats du rapport de pureté montrent que tous nos extraits sont purs, et ne
présentent aucune contamination soit de protéines ou de I’ARN, ce qui montre 1’efficacité du
protocole suivi a éliminer les différents types de contaminants, cela nous a permis donc d’avoir
une concentration précise de I’ADN plasmidique présent a partir des valeurs d’absorbance

obtenues sur la longueur d’onde 260 nm (figure 20).
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Tableau 3 : Les valeurs d’absorbance d’ADN plasmidique

Les souches DO260 nm DO2s0 nm DO260nm / DO2sonm
Klebsiella pneumoniae (1) 1.480 0.786 1.88
(4R+1)

Klebsiella pneumoniae (2) 1.190 0.622 1.91

Klebsiella oxytoca 325 (6R) 0.794 0.430 1.84

E. coli 2322 (6R) 1.290 0.696 1.85

E. coli (8R) 1.391 0.754 1.84

E. coli 379 (6R) 1.204 0.680 1.77

E. coli 376 (6R) 1.237 0.696 1.77

E. coli 2278 (4R) 0.781 0.433 1.80

Staphylococcus sp (8R+2I) 1.046 0.590 1.77

Staphylococcus aureus 358(4R) 1.671 0.908 1.84

Staphylococcus aureus P13(4R) 1.405 0.742 1.89

Citrobacter koseri (6R) 1.660 0.915 1.81

Acinetobacter baumannii 312 1.488 0.816 1.82
(R7)

Proteus sp (R3) 1.673 0.916 1.82

Pseudomonas aeruginosa 423 0.518 0.311 1.66
(R1)
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Figure 20 : Les concentrations en ADN des souches utilisées

Selon I’histogramme, les souches Staphylococcus aureus 358 (4R), Citrobacter koseri
(6R) et Proteus sp. (3R) ont les valeurs de concentration plasmidique les plus élevées qui
dépassent 1420 pg/ml, 1411 pg/ml et 1422 pg/ml respectivement, tandis que Pseudomonas
aeruginosa 423 (R1) possede la concentration en ADN plasmidique la plus faible (440.3 pg/ml)

comparant aux autres souches.

Les Kilebsielles ont des concentrations qui oscillent entre 600 pg/ml et 1200 pg/ml.
Les différentes souches d’E.coli ont des concentrations qui varient de 600 pg/ml a 1100 pg/ml.
Les espéces du genre Staphylococcus ont les plus grandes concentrations en ADN plasmidique

dont la quantité varie de 800 pg/ml & 1400 pg/ml.
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1.3 Electrophorése

L'ADN est chargé dans des puits pré-coulés dans le gel et un courant est appliqué.
Les fragments d'’ADN migreront vers lI'anode chargée positivement, les mobilités observées
pour les molécules d'ADN dans les gels d'agarose dépendent fortement du champ électrique
appliqué au gel, tres probablement parce que le champ électrique perturbe les liaisons

hydrogenes dans les zones de jonction [8].

Le processus d’¢lectrophorése a duré une heure, le gel est trompé dans la solution de
bromure d’éthidium qui est un révélateur de bandes, en s’intercalant entre les bases d’ADN
pour donner une fluorescence par exposition aux rayons UV aux alentours de 300nm. Les
bandes révélées désignent que I’ADN plasmidique extraits des 15 souches bactériennes
multirésistantes étudiées a été bien séparé grace au gel d'agarose qui est le moyen le plus

efficace pour séparer des fragments d’ADN de tailles variables allant de 100 pb a 25 kb.

Les fragments d'ADN plasmidique sont séparés par la vitesse du courant, donc la
localisation des bandes sur le gel dépend de la mobilité électrophorétique d’ADN qui varie
selon sa taille et sa forme, car I'ADN plasmidique surenroulé, en raison de sa conformation
compacte, traverse le gel le plus rapidement, suivi d'un fragment d’ADN linéaire de celui-ci,
tandis que la forme circulaire ouverte voyageant le plus lent [9].

L’apparition d’une bande sur les pistes de migration de chaque souche, signifie une
présence d’un plasmide, ce qui peut expliquer la multirésistance de certaines bactéries, portée

par leurs plasmides.

Le résultat d’électrophorése (figure 21) montre que la majorité des souches étudiees
possedent un ou plusieurs plasmides de différentes tailles. Certaines pistes ne montraient
aucune bande visible a 1’eeil nu, mais avec un traitement par le logiciel CLIQS®, nous avons
pu détecter des traces de bandes d’ADN et les localiser avec détermination de leur poids

moléculaire.
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Kp Ec Sts E.c Sta Ck Sta Ab Pss Ko P.a E.c E.c Kp E.c
 (4R+1)(BR)(8R+21)(8R) (4R) (6R) (4R) (7R) (3R) (6R) (IR) (6R) (6R) (3R) (4R)

s ARTRERD

Figure 21 : Profil électrophorétique de I’ADN plasmidique

K.p : Klebsiella pneumoniae E.c : Escherichia coli A.b : Acinetobacter baumannii
St.a : Staphylococcus aureus St.s : Staphylococcus sp C.k : Citrobacter koseri
Ps.s: Proteus sp K.o : Klebsiella oxytoca P.a : Pseudomonas aeruginosa

> Poids moléculaire

Gréace au logiciel CLIQS®, nous étions capables de ressortir le poids moléculaire des
extraits d’ADN plasmidique de chaque souche. La figure ci-dessous (figure 22) indique toutes

les pistes de 1 jusqu’au 15, et la taille de chaque bande présente dans la piste de migration.

La taille est indiquée en pair de bases, celles qui sont affichées en rouge s’agissent des

plus grandes tailles et des plus petites tailles de plasmide calculées par le logiciel.

38



Chapitre 3 11. Résultats et discussion

button to compute the sizes of all Band No | Volume | Vol+BkGnd | Calib Vollug)| Base Pairs |  Rf
the bands 1 89892400 B898924,00 - 23130,000 0,155
Standard Edit Lane 1 -? 2 169585500 1695855,00 - 9416,000 0,535
3 71825400  718254,00 . 7288402 0,610
M 1 62542300 625423,00 . 21172,306 0,205
23130 A lane2 | © 2 29663400  296634,00 - 16736,615 0,319
g:;g o, 3 143327300 143327300 - 9416,000 0,535
4361 ©F 1 32060000  820600,00 - 20841,169 0,213
1111 v lane3 | S 5 133451400 138451400 - 14303969 0,336
Curve Type m 1 47635200 47635200 .| 24852223 0,108
e e - laned | © 2 1934962,00 1934962,00 _ 20979,39 0,210
3 1593093,00 1593093,00 . 2317793 0,788
Use Rf to propogate sizes O 1 31945400 B519464,00 . 20576,532 0,220
S 2 0132400 80132400 - 10282,083 0,507
Edits tane 3 3 52916500 529165,00 - 7191455 0,613
n? R O 4 63091900 63091900 . 4500842 0,706
lL;:E:s'g” a standard by right clicking 3 =1 T43917,00  743917,00 - 9344361 0,521
Lane & 2 1268827.00 126882700 - asp17sm 0,695
Click and drag the yellow iso-Mal, Size <2 1 EB03336.00 603336.00 . 21540458 0195
lines from the assigned bands to the _% ’ ’ ' '
correct bands. Lane 7 2 948483,00  948483,00 . 14267265 0,388
3 47503300  475033,00 - 10008,090 0,516
Compute Sizes ane s | Acn 1 155493500 155493500 - 20989134 0,209
lanes | Prt 1 1338599,00 1338599,00 - 13864,431 0,399
1 86560400 86560400 . %7020 0056
XN 2 124418200 124418200 - 20220442 0229
lane 10| =
© 3 4970900 64970900 . MeRTR 0455
4 41740300 417403,00 - 3100110 0,530
laneil| P.a 1 123821900 1238219,00 . 19116639 0,258
1 59002000 59002000 - 24429805 0,120
aneiz| T 2 125190100 1251901,00 . 20037990 0,211
3 1256773,00 125677300 - 14402 549 0334
1 58452500 59452500 - 23958219 013
M2 127330700 1273307.00 - 21126,849 0,206
lane 13| ©
3 31591600 31591600 - 15417001 0,356
4 132504500 1325045,00 - 12479550 0440
1 17704900 177049,00 - 24405721 0,119
lane 14| X
o 2 301856300 3018563,00 - 21816,528 0138
1 1020680,00 1020680,00 . 9254759 0,541
m
Lnels| & 2 76083500 76088500 . 3085357 0759
3 47552400 47552400 | 3msie 0,854

Figure 22 : Les valeurs du poids moléculaire d’ADN plasmidique obtenues par le logiciel
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> Analyse de gel

Pour faciliter I’analyse du profil électrophorétique notamment dans la détection des
bandes, nous avons utilisé un logiciel CLIQS® de traitement d’image spécialisé dans I’analyse
du gel d’électrophorese, et grace a ce dernier on a pu bien préciser la localisation des bandes et

ressortir le poids moléculaire porté par chaque bande séparée.

1. L’espéce Klebsiella pneumoniae
Le premier puit contenait 1’extrait plasmidique de Klebsiella pneumoniae (1) (4R+1),
donne lieu a une piste sur laquelle on distinguait 03 bandes a 1’aide du logiciel (figure 23), cette
souche étant portante de 04 résistances aux antibiotiques (céfazoline, ceftriaxone, céfotaxime
et ampicilline) et un état intermédiaire (amoxicilline+acide clavulanique) avec concentration

plasmidique égale a 1258 pg/ml.

Band Detection

Detect Bands using the automatic ﬂ
parameters and edit if needed.
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Minimum slope @ S i i { s i L i i l J

— E: o ol y i 3 : W

%Max Peak E - 3 - gl o .

Detect Bands

Editing

Edit bands and edges in Image or LA R W R U
50 100 150 200 250 300 330 400 450 500 550
Profile. Left click add/move,

right click delete. Pixel Position Iz

o
m Add / Delete Bands K [»

{55 Move  Delete Edges

[Jsnap to Peak Editing

Clear Bands <| ‘ ”ﬂ

Figure 23 : Profil électrophorétique de Klebsiella pneumoniae (1) (4R+I) traité par le logiciel

Ce logiciel affiche un pic correspondant a l'intensité lumineuse mesurée de chaque pixel
de I'image, de ce fait chaque pic représente une nuance de bande. La premiere piste est marquee
en vert, le graphe a droite affiche la position pixel de I’intensité lumineuse. On registre alors 03
pics chacun correspondant a une bande indiquant la présence de plasmides de tailles
décroissantes de 23130 pb, 9416 pb et 7288 pb respectivement, dont le 2™ pic semble plus
intense que les autres pics (1 et 3), cela traduit la présence d’une densité plasmidique supérieure

aux autres bandes.

Sur la 14°™ piste, Klebsiella pneumoniae (2) (3R) résistante aux 03 antibiotiques (céfotaxime,
tobramycine et cefoxitine) avec une concentration égale a 1011.5 pg/ml, montrait deux bandes

rapprochées de taille égale a 24405 pb et 21816 pb respectivement, dont la 2°™ est la plus
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intense donc le plasmide correspondant est en volume et en nombre plus important que le
premier (figure 24).
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Figure 24 : Profil électrophorétique de Klebsiella pneumoniae (2) (3R) traité par le logiciel

2. L’espece Klebsiella oxytoca

Sur la 10°™ piste, résistante aux 06 antibiotiques (amoxicilline+acide clavulanique,

ampicilline, céfotaxime, ceftriaxone, céfazoline et ertapénéme) avec une concentration égale a
674.9 pg/ml. Le logiciel indiquait la présence de 04 bandes de taille différente, 26702 pb, 20220
pb, 11922 pb et 8100 pb respectivement, dont la 3*™ est la plus intense (figure 25).
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Figure 25 : Profil électrophorétique de Klebsiella oxytoca (6R) traité par le logiciel
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3. L’espeéce Escherichia coli
Présente sur la 2°™ piste E. coli 2322 (6R), la 4°™ piste E. coli (8R), la 12° piste E. coli
379 (6R), la 13°piste E. coli 376 (6R) et la 15° piste E. coli 2278 (6R).

- On commence par la premiéere souche, E. coli 2322 qui posséde 06 resistances aux
antibiotiques (amoxicilline+acide clavulanique, céfazoline, ceftriaxone, céfotaxime ampicilline
et céfoxitine) avec une concentration égale a 1096.5 pg/ml. Le champ de migration indiquait

03 bandes bien séparées d’intensité et distance différentes (figure 26).

. . e
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Figure 26 : Profil électrophorétique d’E. coli 2322 (6R) traité par le logiciel

La piste verte est la piste actuelle, le graphe enregistre 03 pics indiquant I’existence de
03 plasmides, de taille 21172 pb, 16786 pb et 9416 pb respectivement. Le 3°™ pic appartenant
a la 3°™ bande est le plasmide le plus dense.

- La souche E. coli (8R) de la 4°™ piste résistante & 08 antibiotiques (amoxicilline+acide
clavulanique, ampicilline, céfoxitine, nitrophyrantoine, pipéracilline, erythromycine,
amoxicilline et ceftazidime) ayant une concentration égale a 1182.35 pg/ml, montrait 03 bandes
(figure 27) avec des tailles différentes : 24852 pb, 20979 pb et 2317 pb respectivement, ou la

2°M hande est la plus intense.
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Figure 27 : Profil électrophorétique d’E. coli (8R) traité par le logiciel

- La souche E. coli 379 (6R) présente sur la 12°™ piste, possédante 06 résistances
(amoxicillinetacide clavulanique, céfazoline, ceftriaxone, céfotaxime, ampicilline et
céfoxitine) avec une concentration égale a 1025,95 pg/ml montrait 03 bandes, de taille 24429
pb, 20937 pb et 14402 pb respectivement (figure 28).
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Figure 28 : Profil électrophorétique de E. coli 379 (6R) traité par le logiciel

- La souche E. coli 376 de la 13°™ piste résiste & 06 antibiotiques (amoxicilline+acide
clavulanique, céfazoline, ceftriaxone, céfotaxime, ampicilline et céfoxitine) avec une
concentration égale a 1051.45 pg/ml, indiquait la présence de 04 bandes rapprochées
possédantes une taille de 23959 pb, 21126 pb, 15417 pb et 12479 pb respectivement

(Figure 29), le 2°™ pic enregistré par le graphe est le plus intense reflétant le plasmide le plus
dense chez cette souche.
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Figure 29 : Profil électrophorétique d’E. coli 379 (6R) traité par le logiciel

- Le champ électrophorétique de la derniére souche E. coli 2278 (4R) présente sur la 15°™

piste résistante aux 04 antibiotiques (céfazoline, ceftiaxone, céfotaxime et ampicilline) avec une

concentration égale a 663,85 pug/ml, montrait 03 bandes a distance de migration plus lointe que

toutes les autres souches, dont leur taille était : 9254 pb et 3085 pb et 379 pb respectivement

(figure 30).
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Figure 30 : Profil électrophorétique d’E. coli 2278 (4R) traité par le logiciel

44



Chapitre 3 11. Résultats et discussion

4. L’espece Staphylococcus sp
Cette souche migrait sur la 3°™ piste, ayant 08 résistances aux antibiotiques (céfazoline,
ceftriaxone, céfoxitine, ceftazidime, colistine, chloramphénicol, ofloxacine, et teicoplamine)
avec deux états intermediaires (vancomycine et rifampicine) possédante une concentration
égale a 889.1 pg/ml, le logiciel a detecté 02 bandes de taille 20841 pb et 14303 pb
respectivement (figure 31), dont la premiere est la plus intense.
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Figure 31 : Profil électrophorétique de Staphylococcus sp (8R+21) traité par le logiciel

5. L’espéce Staphylococcus aureus
Présente dans la 5°™ piste Staphylococcus aureus 358 (4R) et la 7°™ piste Staphylococcus
aureus P13 (4R).

- La souche Staphylococcus aureus 358 résistante aux 04 antibiotiques (céfoxitine, oxacilline,
lincomycine et kanamycine), sa concentration égale a 1420.35 pg/ml. Le logiciel affichait
qu’elle posséde 04 bandes équivalentes a 04 plasmides portants ces tailles : 20576 pb, 10282
pb, 7191 pb, et 4600 pb respectivement, ce qui explique sa concentration plasmidique élevée,

bien que les bandes n’étaient pas bien visibles a I’ceil nu (figure 32).
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Figure 32 : Profil électrophorétique de Staphylococcus aureus 358 (4R) traité par le logiciel

La souche Staph aureus P13 (4R) présente sur la 7°™ piste, posséde 04 résistances (céfoxitine,
oxacilline, lincomycine et kanamycine) avec une concentration égale a 1194.25 ug/mi, le
graphe affichait qu’elle a 03 plasmides suite & la présence de 03 bandes, de taille 21540 pb,
14267 pb et 10008 pb respectivement, dont le 2éme est le plus dense (figure 33).
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Figure 33 : Profil électrophorétique de Staphylococcus aureus P13 (4R) traité par le logiciel

6. L’espéce Citrobacter koseri

Cette souche présente sur la 6°™ piste, dotée de 06 résistances aux antibiotiques
(amoxicilline+acide clavulanique, céfazoline, ceftriaxone, céfotaxime, ampicilline et
céfoxitine) avec une concentration plasmidique égale a 1411 pg/ml, indiquait 02 bandes sur son
champ de migration, portantes une taille de 9844 pb et 4901 pb respectivement, son graphe

montrait deux pics légérement visibles a grande distance de migration (figure 34).
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Figure 34 : Profil électrophorétique de Citrobacter koseri (6R) traité par le logiciel

7. L’espéce Acinetobacter baumannii

Sur la 8™ piste, résistante aux 07 antibiotiques (tétracycline, imopénéme, ticarcilline,

ceftazidime, tobramycine, ciprofloxacine et gentamicine) avec concentration égale a 1264.8

pg/ml, cependant son profil montrait qu’une seule bande visualisée par le logiciel d’une taille
de 20989 pb (figure 35).

Band Detection

Detect Bands using the automatic
parameters and edit if needed.
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Figure 35 : Profil électrophorétique de Acinetobacter baumannii 312 (7R) traité par le

8. L’espéce Proteus sp

logiciel

Présente sur la 9°™ piste, résiste a 03 antibiotiques (ceftazidime, tétracycline et
cefotaxime) malgré sa concentration plasmidique élevée (1422.05 pg/ml), son profil ne

montrait qu’une seule bande 1égeérement visible, visualisée par le logiciel d’une taille de 13864

pb (figure 36).
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Figure 36 : Profil électrophorétique de Proteus sp (3R) traité par le logiciel

9. L’espéce Pseudomonas aeruginosa

Présente dans la 11°™ piste, résistante & un seul antibiotique (gentamicine) avec une

concentration plasmidique égale a 440.3 pg/ml, son profil montrait une seule bande d’une taille
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Figure 37 : Profil électrophorétique de Pseudomonas aeruginosa (R1) traité par le logiciel

0,

¢ Rapport entre la quantité d’ADN et le nombre de bandes obtenu

La figure 38 présente un graphe combiné qui illustre la concentration en ADNp et son
correspondant en plasmides présents dans chacune des souches. On remarque du graphe que
pour certaines souches comme pour les Staphylococcus aureus qui possedent un nombre de
résistance élevé entre 4 et 8 et des concentrations élevées en ADNp et portent aussi a un nombre
élevé en bandes entre 2 et 4 plasmides, ceci est aussi valable pour les especes de Klebsiella qui
présentent également entre 2 et 4 bandes dont le nombre augmente avec le nombre de résistance
porté par chacune des souches. Les especes d’E. coli, qui ont des résistances allant de 6 a 8
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antibiotiques, sont celles qui hébergent le plus de plasmides parmi toutes les souches examinées
entre 3 et 4 bandes. Pseudomonas aeruginosa possédant une seule résistance ayant aussi une
faible quantité en ADNp et héberge un seul plasmide. Ces correspondances du nombre de
résistance, de la quantité d’ADNp et du nombre de bandes suggerent I’origine plasmidique de

leurs résistances (résistance acquise de 1I’environnement).
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Figure 38 : Rapport entre la quantité en ADN plasmidique et le nombre de bande obtenu par électrophorése
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1.4 Transformation

Le résultat de la transformation est vérifié par électrophorése, alors une extraction
plasmidique des souches donneuses E. coli (8R) et de la souche réceptrice E. coli DH5a avant
et apres transformation a été faite. Les extraits de plasmides obtenus sont alors soumis & une

électrophorese afin de révéler le plasmide acquis par E. coli DH5a aprés transformation.

Le profil électrophorétique ci-dessous (figure 39) montre la migration de trois
plasmides extraits des trois souches, et pour bien s’assurer du résultat, on a effectué plusieurs
extractions pour les trois souches et on les a mis toutes en examen par electrophorése. Les trois
premieres pistes correspondent a E. coli (8R) donatrice de plasmide, les trois pistes qui la
suivent correspondent a la DH5a avant la transformation et les quatre dernicres correspondent

a la DH5a aprés la transformation.

E.coli E.coli E.coli DH50¢! DH5¢! DH50! DH50? DH50? DH502 DH5a?

Figure 39 : Profil d’électrophorese de la transformation
DH5a! : Avant transformation DH50? : Aprés transformation

> Analyse de gel

- Le profil électrophorétique de la souche E. coli (8R) est identique a celui de la premiére
électrophorése (4°™ piste), on observe trois bandes sur toutes les pistes ce qui explique la

presence de trois plasmides chez E. coli (8R) (figure 40).

51



Chapitre 3 I. Résultats et discussion

A v ¥ @

..--|||-|'-||'||
0 200 400 600 800

Pixel Position

e
Figure 40 : Profil électrophorétique de E. coli (R8) traité par le logiciel

- Sur le champ de migration de la DH5a avant la transformation, on remarque une absence

totale de bande, ce qui signifie la sensibilité de cette souche.

- Dans les pistes qui correspondent a la DHS5a aprés transformation, on observe une bande qui
se localise dans la méme ligne que la derniere bande de la E. coli (8R), et cela implique que la
DH5a a acquis un plasmide venant de E. coli au cours du processus de transformation (figure
41).

Figure 41 : Profil électrophorétique de la DHS5a (aprés transformation) traité par le logiciel
» Poids moléculaire

La détermination du poids moléculaire est toujours faite par le logiciel CLIQS®, le
calcul de taille indique que la derniére bande de la souche E. coli (8R) posséde le méme poids
moléculaire que celle de 1a DH5a apreés transformation donc la bactérie transformée a acquis le
plasmide ayant la plus petite taille chez E.coli donatrice et qui est de poids moléculaire égale a
5393 pb (figure 42).
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Figure 42 : Les valeurs du poids moléculaire d’ADN plasmidique calculé par le
logiciel
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I1. Discussion

L’objectif de notre étude, était d’isoler I’ADN plasmidique des souches bactériennes
dotées d’une multirésistance, et poursuivre son analyse moléculaire par exécution de
spectrophotométrie afin de ressortir sa qualité et sa quantité, en passant par 1’électrophorese
pour séparer les extraits d’ADN et déterminer le nombre éventuel des plasmides et leur poids
moléculaire, et finir par faire un transfert génétique entre deux souches d’une méme espéce
pour pouvoir étudier 1’action des agents moléculaires dans I’acquisition de la résistance aux

antibiotiques.

Chacune des souches étudiées posséde un nombre de résistance différent, qui est reflété
par le nombre, la taille et le volume de chacun des plasmides qui s’exprime en concentration en
ADNp différente d’une souche a I’autre. De maniére générale, les génes de résistance bactériens
ne sont pas codés par le génome de la bactérie, ¢a veut dire que la résistance a certains
antibiotiques n’est pas un mécanisme standard dans chaque espéce bactérienne, mais un facteur
variable adapté par chaque cellule bactérienne afin de surmonter et s’adapter aux changements

incessants de milieu [10] ce qui en concordance avec nos résultats.

Au cours du traitement de nos résultats, on estime la présence de plusieurs niveaux et
origines de résistance basés sur les concentrations plasmidiques des souches vis-a-vis le nombre
de bandes obtenu lors de séparation par électrophorese. Staphylococcus sp (8R+2l) par
exemple, ayant une concentration plasmidique trés basse comparant a sa résistance aux
antibiotiques (08 résistances + 02 états intermédiaires) son profil électrophorétique ne montrait
que 02 bandes de plasmides de poids moléculaire élevé de 20841 pb et un autre de 14303 pb
plus abondant dans le clone bactérien ce qui suppose qu’ils s’agissent de plasmides conjugatifs
et de plasmides de résistances aux antibiotiques. Cela signifie que les genes de résistances ne
sont pas tous portés sur ses plasmides mais également présents sur son ADN chromosomique.

Au terme de notre travail sur I’étude moléculaire de résistance des bactéries associées a
I’infection nosocomiale, 10 des souches étudiées sont des bactéries extraites de prélévement
urinaire (Klebsiella pneumoniae (1) et (2), E. coli (6R), Actinobacter baumannii 312 (7R),
Proteus sp (3R), Klebsiella oxytoca (6R), Psedomonas aeruginosa 423 (1R). Les
entérobactéries sont la cause principale de la majorité des infections urinaires, notamment celles
qui secrétent la B-lactamase a spectre étendu (BLSE), le cas de Klebsiella pneumoniae (01)
(4R), E. coli 2322 (6R), E. coli 379 (6R), E. coli 376 (6R), E. coli 2278 (6R), d’aprés une étude

fondée par Romli et al., 2011, la production de BLSE est observée dans 77 cas parmi les 558
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souches d’entérobactéries majoritairement isolées du milieu hospitalier (95%), soit une
prévalence de 13.8%. En hospitalier, la fréquence des E-BLSE était de 15.4% contre 4.7% en
ambulatoire, la répartition des entérobactéries sécrétrices de BLSE montre une prédominance
des Klebsielles réalisant environ 59.7% des cas ; celle-ci était la plus pourvoyeuse de BLSE
dans 25% des cas de Klebsielles. Par ailleurs, la multirésistance des germes BLSE a la fois vis-
a-vis de la gentamicine et des fluoroquinolones était de 72% , ces souches BLSE gardaient une
sensibilité bonne a 1’amikacine (77 %) et totale pour I’imipenéme. Une revue des services
hospitaliers chez qui une production de BLSE était notée montre que ces derniers émanaient
davantage des services d’urologie et de la réanimation constituant respectivement 27.4% et

26%.

En addition les résultats de Sbiti et al., 2017, montrent que 95,8 % des E-BLSE
recensees étaient des souches dE. coli et Klebsiella sp. et que ces deux espéces étaient les plus
fréquemment responsables de la production des BLSE. Par ailleurs Klebsiella pneumoniae reste
I'entérobactérie la plus pourvoyeuse de BLSE au sein de son genre avec une prévalence
d'expression de 25.8%, ce qui aussi en conformité avec nos résultats, le plasmide de taille égale
a 9416 pb obtenu chez Klebsiella pneumoniae (4R+I) qui résiste a céfazoline, ceftriaxone,
cefotaxime et ampicilline avec un état intermédiaire a I’amoxicilline+acide clavulanique, a été
isolé également chez E. coli 2322 (6R) résistante a amoxicilline+acide clavulanique, céfazoline,
ceftriaxone, céfotaxime ampicilline et céfoxitine et d’abondance proche chez les deux genres

bactériens mais de plus chez klebsiella .

Selon Moroh, 2013, PECBU des 12.175 échantillons d’urine a relevé la présence
d’infections bactériennes pour 3.058 échantillons soit 25,11% des échantillons analysés. A
partir de ces derniers, 3.064 germes bactériens ont été isolés et identifiés. lls ont noté que
59,59% des germes isolés proviennent des patients ambulatoires, Escherichia coli constituait la
bactérie dominante. Cette bactérie est responsable de 39,7% des infections issues des patients
hospitalisés et de 60,8% des infections communautaires. Depuis les résultats qu’on a obtenu
ceci est vrai, puisque le nombre de bandes le plus important parmi toutes les souches étudiées
s’est trouvé chez les souches d’E. coli dont ¥ possédaient toutes 3 plasmides et une souche qui

possedait 06 résistances contenait 4 plasmides.

Les bactéries ont développé au cours de leur évolution de multiples et fréquemment
¢légants mécanismes pour €chapper a l'action létale des antibiotiques, ¢’est pour cette raison
leur résistance est toujours en évolution. L’ étude d” Ebongue et al.,2015 sur 1’évolution de la
résistance aux antibiotiques des entérobactéries isolées a I'H6pital Général de Douala de 2005
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a 2012 par, a montré que la résistance des entérobactéries au céfotaxime et a la ceftazidime
avait progressé dans les années récentes par rapport a 1’année 2005 de maniere continue et
identique pour les deux molécules, ce qui explique I’abondance de cette résistance dans 10
entérobactéries utilisées dans notre travail chez toutes les souches d’ E. coli, d’Acinetobacter
baumannii, de Proteus sp., des espéces du genre Klebsiella et de Citrobacter koseri. La
résistance contre gentamicine, tobramycine et néltimicine, a augmenté au fil des années
notamment en 2011 et la résistance a I'amikacine, a évolué de 10,2% a 14,1% entre 2005 et

2012 ce qu’on observe également dans notre souche Acinetobacter baumannii,

Pendant longtemps, le seul support connu de résistance aux quinolones était de type
chromosomique, jusqu’a la découverte du géne qnrA porté par une souche de Klebsiella
pneumoniae (Guillard, 2012). Les entérobactéries sont principalement médiées par des
mutations ponctuelles permettant d’avoir une résistance aux quinolones (régions QRDR), selon
I’étude de Benaicha, 2017 sur la prévalence des génes PMQR chez 398 E. coli et 118 Klebsiella
sp isolats cliniques collectés était de 51% de E. coli et 61% de Klebsiella sp étaient

multirésistantes.

Pour les bacilles a Gram négatif isolés a I’hdpital, une évolution aussi rapide s’est
produite et des germes considérés comme faisant partie du microbisme hospitalier, tel que
Pseudomonas aeruginosa ou Acinetobacter (Guillot, 1989). Toutes ses souches constituent un
probleme de santé publique en milieu hospitalier en raison de leur antibiorésistance ce qui est
aussi confirmé par nos résultats qui montrent la présence d’un seul plasmide chez ces deux
genres bactériens mais de grande taille moléculaire de 19116 pb et de 20220 pb chez
Pseudomonas (1R) et Acinetobacter (7R), leur grande taille moléculaire suppose qu’il s’agit

bien de plasmides conjugatifs qui peuvent donc étre transférer aux autres genres bactériens.

L’efficacité de la transformation est inversement proportionnelle a la taille du plasmide
ce qui est obtenu dans notre travail malgré les expériences multiples conduites, les souches
réceptrices DH5a n’ont acquis que le petit plasmide dans chaque tube d’essai. La taille du
plasmide de 5393 pb peut étre portante méme de plus de 3 génes de résistance comme le cas du
plasmide pBR329 chez E. coli qui est de taille égale & 4150 pb et porte le géne AmpR, Tet R et
Cam R de résistance a I’ampicilline, a la tétracycline et au chloramphénicol respectivement. Ce
plasmide dans les cellules hétes est présent a environ 15 copies par cellule si celles-ci sont
cultivés en présence des antibiotiques, ce résultat concorde avec nos resultats vu le volume
important en plasmide regu dans la cellule réceptrice supérieur au volume présent dans la cellule
donatrice, la pression de sélection est indispensable pour le maintien du plasmide [11].
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Alors on peut dire que les mécanismes que les bactéries peuvent adopter afin d’acquérir
une telle résistance sont dus aux facteurs naturels ou acquis comme la survenue de mutations
dans des génes endogenes observé dans le cas de la résistance aux quinolones ou a la
rifampicine ou encore une résistance inductible due a la présence d'un systeme de régulation
transcription el ou traductionnel (chez les entérocoques). Recrutement de genes d 'origines
diverses pour constituer des unités d'expression génétique coordonnées (opérons van de
résistance a la vancomycine chez les entérocoques). Finalement, le moyen le plus efficace et
abondant dans la dissemination de la résistance aux antibiotiques entre les souches bactériennes
est bien le transfert génétique, notamment par les plasmides et les intégrons qui constituent un

excellent systeme de capture des genes (Courvalin, 1997).
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Conclusion

L'augmentation des infections nosocomiales est due a I’émergence de bactéries
multirésistantes au sein des établissement sanitaires, notamment les bactéries a Gram négatif
(entérobacteéries). Afin de développer leurs résistances aux antibiotiques, ces bactéries doivent
acquérir de nouveaux génes qui leur conférent un effet protecteur. Ces mécanismes
d’acquisition de résistance présentent un phénomeéne inquiétant, qui complique la lutte contre

la propagation des infections nosocomiales.

Dans cette présente étude basée sur les techniques de biologie moléculaire, dont le but
était de détecter et localiser la résistance des souches bactériennes isolées des prélevements
cliniques. La plupart des souches étudiées représentaient des concentrations en ADN
plasmidique assez importantes en fonction du nombre de résistance exprimée. Cela était
confirmé par 1’électrophorése, ou tous les profils électrophorétiques traités par le logiciel
CLIQS®, démontraient la présence des bandes. Selon ces résultats nous étions capables de
déduire ’origine de résistance, en basant également sur le poids moléculaire des plasmides

extraits.

Pour mieux comprendre et expérimenter le passage des génes de résistance entres les
souches bactériennes, nous avons effectué un processus de transformation, entre E. coli dotée
de 08 résistances aux antibiotiques donatrice de plasmide et E. coli DH5a compétente. Le
résultat était positif, la DH5 a acquis un plasmide de taille 5393 pb, qui peut étre un plasmide
R de résistance capable de porter un a trois génes de résistance.

Le probléeme des infections nosocomiales demeure un danger global, tant que les
molécules antibiotiques sont toujours en développement, les bactéries alors développent a leur
tour leur mécanisme de résistance. Une solution définitive reste un grand défi pour la

communauté scientifique.
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Résumé

La résistance d’antibiotiques dans les infections nosocomiales se caractérise par son
caractére naturel ou acquis, son mécanisme et son support génétique. Dans ce contexte, notre
travail portait sur 1’étude de la résistance aux antibiotiques de 15 souches bactériennes
provenant de patients hospitalisés par des méthodes de biologie moléculaire (la
spectrophotométrie et I’électrophorése) qui ont montré la présence de nombreux plasmides de
grande taille moléculaire pour la plupart, indiquant une présence de plasmides de résistance aux
antibiotiques et des plasmides conjugatifs en concentrations différentes. L’expérience de
transformation réalisée a partir des espéces d’E.coli multirésistantes dans la souche compétante
E.coli DH5a a bien montré que ce transfert est inversement proportionnel a la taille moléculaire

de I’insert par I’acquis du plasmide de la petite taille.

Mots clé : Infection nosocomiale, bactérie résistante, antibiotique, plasmide, transformation.



Abstract

Antibiotic resistance in nosocomial infections is characterized by its natural or acquired
character, its mechanism and its genetic support. In this context, our work focused on the study
of the antibiotic resistance of 15 bacterial strains from patients hospitalized by molecular
biology methods (spectrophotometry and electrophoresis), which showed the presence of
several plasmids of large molecular size for the most of bacterial stains, indicating the presence
of antibiotic resistance plasmids and conjugative plasmids in different concentrations. The
transformation experiment using multidrug-resistant E. coli species in the competent E. coli
DH5a strain has shown that this transfer is inversely proportional to the molecular size of the
insert by the plasmid of the small plasmid.

Key words: Nosocomial infection, resistant bacterium, antibiotic, plasmid, transformation.
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Annexe
Réactifs utilisés

1. Solutions utilisées pour ’extraction plasmidique
e Milieu LB (200 ml)
- Tryptone 2g.

- Nacl 2g.
- Extrait de levure 1g.
- Agar 3g.

e Solution |
- Glucose 50 mM (pH 8.0).

- Tris HCI 25 mM.
- EDTA 10 mM (pH 8.0).

e Solution 11
- NaOH 0.2 N (fraichement diluée a partir d'une solution stock 10 N).

- SDS 1%.

e Solution 111
- Acetate d'ammonium 7.5 M

e Solution de conservation d’ADN
- Tris HCI 10 mM (pH 8.0).

-EDTA 1 mM (pH 8.0).
2. Solutions utilisées dans I’électrophorese
e Tampon de charge
- 25% glycerol.
- 0.06g bromo phenol bleu
- 0.6 ml xylene

Et compléter jusqu’a 50 ml avec I’eau distillée stérile.

e Tampon de migration TAE (500 ml), pH =8
- Tris 2.42 g.

- Acide acetique glacial 0.57 ml.
-EDTA0.185 g.



Tableau : Liste des antibiotiques utilisés

Sigle Antibiotique Sigle Antibiotique
AMC Amoxicilline+Acide clavulanique GMN Gentamicine
AMP Ampicilline IPM Imipénéme
AX Amoxicilline KMN Kanamycine
C Chloramphénicol L Lincomycine
CAZ Ceftazidime NIT Nitrofurantoine
CIP Ciprofloxacine OF Ofloxacine
COL Colistine OX Oxacilline
CRO Ceftriaxone PC Pipéracilline
CTX Ceéfotaxime RA Rifampicine
CX Cefoxitine TE Tetracycline
Cz Céfazoline TEC Teicoplanine
E Erytromycine TIC Ticarcilline
ETP Ertapénéme TMN Tobramycine
FOX Céfoxitine VA Vancomycine

FS Fosfomycine



