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Résumeé

Etude et compréhension de I’antibiorésistance : Cas d’infections gynécologiques

par approche bioinformatique.

Au cours de ce mémoire, nous allons présenter les résultats de nos enquétes menées au niveau de
deux établissements hospitaliers (Sidi Ghiles et Cherchell) dans la wilaya de Tipaza. En premier lieu, il
en ressort que les infections gynécologiques des années 2017, 2018 et le premiers trimestre de I’année
2019, sont fréquentes chez les femmes selon la tranche d’age située entre 30 & 60 ans, et causées
principalement par les mycoses (Candida albicans) qui sont les plus dominantes, et des germes
bacteriens (Chlamydia trachomatis, Escherichia coli, Klebsiella pneimoniae, Proteus mirabilis,

Enterococcus faecalis).

En second lieu, les enquétes menées aux niveaux des deux officines pharmaceutiques, dans la méme
wilaya, ou nous avons essayeé de collecter des informations sur la consommation et la commercialisation
des antibiotiques (avec ou sans ordonnances), des années 2017, 2018 et le premier trimestre de I’année
2019, afin d'établir des données qui nous permettent d’analyser cette situation sur des données pratiques

de diagnostic et de traitement.

En raison de la multitude et la diversité des sources génétiques des causes de 1’antibiorésistance, NOus
avons essayé d’analyser ce phénomeéne par approche bioinformatique (analyse in silico), afin d’identifier
un maximum de genes résistants aux antibiotiques et contribuant a cette menace, chez les différentes

especes.

Nos résultats nous ont facilité un tracage plus performant des genes de résistance aux antibiotiques
chez les différents germes responsables de ces infections, ainsi les différents mécanismes de

transmission et de propagation de ces éléments génétiques entre différentes souches.

Mots clés

Aantibiorésistance — Antibiotiques — Infections gynécologiques — Genes — Résistance —

Bioinformatique — in silico.



Abstract

Study and understanding of antimicrobial resistance : Case of gynecological

infections by bioinformatic approach

During this thesis, we will present the results of our investigations conducted at two hospitals (Sidi
Ghiles and Cherchell) in the wilaya of Tipaza. First, it shows that the gynecological infections of the
years 2017, 2018 and the first quarter of the year 2019, it appears that gynecological infections are
frequent among women according to the age group situated between 30 to 60 years, and caused mainly
by the mycoses (Candida albicans) which are the most dominant, and bacterial germs (Chlamydia

trachomatis, Escherichia coli, Klebsiella pneimoniae, Proteus mirabilis, Enterococcus faecalis).

Secondly, the surveys carried out at the two pharmacies in the same wilaya, where we tried to collect
information on the consumption and marketing of antibiotics (with or without prescriptions), in the years
2017, 2018 and the first quarter of 2019, in order to establish data that we allow to analyze this situation
on practical data of diagnosis and treatment.

Due to the multitude and diversity of genetic sources of the causes of antimicrobial resistance, we
have tried to analyze this phenomenon by bioinformatic approach (in silico analysis), in order to identify

a maximum of genes resistant to antibiotics and contributing to this threat, among different species.

Our results have facilitated a more efficient tracing of antibiotic resistance genes in the different
germs responsible for these infections, as well as the different mechanisms of transmission and

propagation of these genetic elements between different strains.

Keywords

Antibioresistance — Antibiotics — Gynecological infections — Genes — Resistance — Bioinformatic —

in silico.
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Introduction

Considérés comme une des révolutions médicales du XX®™ siécle, les antibiotiques ont apporté un
immense bénéfice a I’humanité, en permettant de soigner de nombreuses infections bactériennes, et en
faisant diminuer considérablement la mortalité qui y était associée (Ziai, 2016). Cela a fait naitre I'espoir
qu'il serait un jour possible de juguler lI'ensemble des maladies infectieuses. Malheureusement
I’utilisation intense de ces molécules a générer 1’émergence de souches bactériennes résistantes aux
médicaments existants, entrainant le phénomene de I’antibiorésistance. Cette derniere est devenue une
préoccupation sanitaire internationale. En effet le développement et la selection de germes
multirésistants ont donné naissance a une ére post-antibiotique du XXI®™ siécle prévue par
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), mais malgré ca le nombre de victimes (mortalité et
morbidité) ne cesse d’augmenter. Il serait question de 10 millions de morts par an dans le monde conte
700 000 actuellement, c’est-a-dire plus que le nombre de mortalité causé par le cancer (Mangin, 2016).
En Algérie, la prévalence de I’infection nosocomiale est de 7.9% et les infections gynécologiques
arrivent en téte. Chaque année 15% des patients contractent des infections nosocomiales, et la probabilité
d’infections dans certains services peut atteindre les 99%, sont des taux extrémement élevés (Soukhal,
2018). Cependant, I’émergence et I’extension de 1’antibiorésistance compromet leur efficacité et
représente une grave menace. Nous craignons alors que la moindre infection bactérienne est susceptible
d’entrainer la mort. Elle peut étre d’origine naturelle, des organismes résistants ont été isolés avant méme
I’utilisation des antibiotiques. Leur utilisation massive en thérapeutique, pas toujours justifiée, mais
également dans d’autres domaines, a permis le développement des résistances acquises, et une
dissémination rapide (Ziai, 2016). De plus en plus de bactéries deviennent multi-résistantes, et de plus
en plus cette menace s’impose, conduisant fréqguemment a placer les soignants dans une situation
d’impasse thérapeutique. Des organisations internationales s’intéressent aux études de suivis et de

prévenions des signalements de cas d’antibiorésistance, notamment la multirésistance.

Les premiéres données de surveillance de I’antibiorésistance publiées par 1’OMS mettent en évidence
des niveaux élevés de résistance a plusieurs infections bactériennes graves. 52 pays participent au
nouveau systeme mondial de surveillance de la résistance aux antimicrobiens GLASS (Global
Antimicrobial Resistance Surveillance System), qui révele que la résistance aux antibiotiques est un
probléme trés répandu, présentant des infections bactériennes présumées dans plus de 22 pays
(Lindmeier, 2017). Ce phénomene nécessite une action coordonnée associant santé humaine, animale et
environnement. L’OMS a adopté en mai 2015 un plan d’action global, recommandant aux Etats membres
d’¢élaborer un plan national sous le concept d’une seule santé, « One Health ». L’Union Européenne a
adopté en juin 2016 une résolution visant a renforcer I’action des Etats membres. Au niveau

international, une résolution a été adoptée par I’ Assemblée générale des Nations Unies (Royal, 2016).
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Introduction

Le Centre National de Pharmacovigilance et de Matériovigilance (CNPM) s’attelle a la surveillance des
effets indesirables des medicaments et des dispositifs médicaux pour améliorer la qualité des actes

thérapeutiques et diagnostiques, du bon usage des médicaments en Algérie (CNPM, 2017).

Les infections gynécologiques constituent une préoccupation majeure chez les femmes. Le
microbiote vaginal est composé principalement de bactéries de la famille des lactobacilles, dans le cas
d’un deséquilibre du microbiote, ces dernieres seront touchées puisqu’elles peuvent totalement
disparaitre (Quentin, 2006). Cela conduit a une vaginose, c’est une infection trés fréquente et se
caractérise par une prolifération anormale de bactéries pathogenes (Bohbot, 2007), ou a une mycose,
c¢’est ’infection gynécologique la plus fréquente (chez prés de 75% des femmes) due a une prolifération
anormale du champignon Candida albicans qui est présent naturellement au niveau vaginal (Sobel et al,
1998). En plus de la complexité des opérations de diagnostics des infections sont souvent traitées a base
d’antibiotiques, et la persistance des germes multirésistants qui sont omniprésents, parmi eux les germes
responsables de ce type d’infections. Entre 8% et 65% des Escherichia coli associés aux infections
urinaires présentent une résistance a la ciprofloxacine, un antibiotique couramment utilisé contre ces
infections, et des taux de 0% a 51% de résistance a la pénicilline, médicament utilisé depuis des
décennies pour traiter la pneumonie partout dans le monde (Lindmeier, 2017). Il apparait évident que
cela est consecutive a un phénoméne complexe ou interviennent de nombreux cofacteurs qui ne sont pas
encore totalement identifiés, variations hormonales, corps étrangers, notamment ’antibiothérapie non-
maitrisée (ElImoghazli, 2018). Causée principalement par I’exposition intensive aux antibiotiques, leurs
administration non-contrdlée, antibiothérapie non-ciblée, diagnostic pas totalement précis, mauvaise
caractérisation des germes gynéco-infectieux, surtout que les infections mycologiques sont tres répétées

dans ces situations, en plus des aspects génotypiques chez les bactéries résistantes.

L’objectif de notre travail est d’apporter une contribution dans la compréhension et 1’analyse de ce
phénomeéne de I’antibiorésistance. Notre étude s’intéresse d’une part au coté pratique (infections et
traitements), d’autre part aux origines génétiques. Le coté pratique vise a réaliser des enquétes au niveau
des services de gynéecologie (hopital de Sidi Ghiles et hopital de Cherchell), et au niveau des officines
pharmaceutiques, pour collecter des informations sur les fréquences d’infections gynécologiques chez
les femmes, selon les tranche d’age, et les taux de ventes des médicaments, dans les années 2017, 2018
et le premier trimestre de I’année 2019. Pour ce qui est des origines genétiques, nous avons procéder par
approche bioinformatique (étude in silico), pour analyser 1’association des génes impliqués dans le

phénomeéne de I’antibiorésistance.

La bioinformatique est I’étude de I’information biologique. Elle inclut la création et le développement

de technologies informatiques avancees pour les probléemes de la biologie moléculaire.
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I-Principaux germes associés aux infections gynecologiques

L’¢écologie vaginale de la femme comporte un systeme bactérien dynamique et mouvant en fonction
des différents stades de la vie, elle joue un réle majeur dans la protection de la muqueuse vis-a-vis de
I’infection et 1’équilibre physiologique de I’appareil génital féminin. Les bactéries dominantes au sein
de cette flore vaginale normale sont les lactobacilles qui assurent 1’équilibre écologique (Delalande,
2017).

Lorsque cet équilibre écologique vaginal est perturbé, plusieurs infections peuvent survenir, dont la
vaginose bactérienne qui est l'infection vaginale la plus courante chez les femmes en age de procréer.
Elle est caractérisée par le remplacement d'un microbiote vaginal Lactobacillus-dominant par un
mélange variable de bactéries anaérobies strictes et facultatives (Gardnerella vaginalis, mycoplasmes),
tres freqguemment les mycoses (Candida albicans), ou un protozoaire flagellé (Trichomonas vaginalis).
Les facteurs de risques causés par ces germes sont trés importants pour comprendre comment traiter
efficacement les femmes atteintes, et ainsi éviter les récidives et leurs conséquences. lls peuvent étre
endogenes comme les changements hormonaux, les menstruations, 1I’origine ethnique ou encore le stress
et peuvent étre aussi exogénes comme par exemple liés a I’hygiéne intime, les rapports sexuels, ou

encore I’administration de certains médicaments (Delalande, 2017).

Notre étude s’intéresse aux souches les plus répandues responsables d’infections uro-génitales, et qui

présentent une résistance aux antibiotiques :

1-Chlamydia trachomatis

Les Chlamydia sont des parasites eubactériens intracellulaires sphériques ou ovoides obligatoires et
omniprésentes. Le parasitisme intracellulaire de Chlamydia le différencie des autres
bactéries. Contrairement aux virus, les Chlamydia possédent a la fois de I'ADN et de I'ARN, se
multiplient par fission binaire plutot que par auto-assemblage, contiennent leur propre ribosome, ont une
paroi cellulaire exempte de peptidoglycane et sont sensibles a divers agents antimicrobiens (Ward et al,

1999). Toutes les chlamydias partagent une biologie commune (Figure 1).

Figure 1 : Chlamydia trachomatis
(http://monsystemeimmunitaire.fr/wpcontent/uploads/2017/03/Fotolia_137684397_Subscription_
Monthly _M.jpg, 2017)
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1-1-Classification

Le phylum Chlamydia est composé d'agents pathogénes intracellulaires obligatoires regroupés dans
la classe unique Chlamydia et dans I'ordre Chlamydiales. Les membres des Chlamydiales sont classés

dans ’une des huit familles suivantes :

Parachlamydiaceae, Criblamydiaceae, Waddliaceae, Simkaniaceae, Rhabdochlamydiaceae, Clavic
hlamydiaceae, Piscichlamydiaceae et Chlamydiaceae (Corn, 2008).

Les membres de Chlamydiaceae, qui contient le seul genre Chlamydia, sont considérés comme
pathogenes et contribuent & la charge de morbidité chez les humains et les especes animales
d’importance commerciale. Le genre Chlamydia comprend neuf especes : Chlamydia
trachomatis, C.muridarum, C.pneumoniae, C.pecorum, C.suis, C.abortus, C.felis, C.caviae et C.psittaci
(Greub, 2010).

L'espéce la mieux caractérisee de ce genre est C. trachomatis, qui infecte I'homme et est une cause

majeure de maladies oculaires et urogénitales) (Haris et al, 2012).
1-2-Cycle de vie

Les especes de Chlamydia alternent entre deux formes morphologiquement distinctes : une forme
sporulée appelée corps élémentaire (CE) et une forme végétative appelée corps réticulé (CR). Les CE
sont de petite taille (environ 0,2 um) et se caractérisent par la présence d’une structure nucléoide dense
constituée d’ADN étroitement encombré de protéines de type histone bactériennes.) (Barry et al,
1993). Les CE sont infectieux et leurs parois cellulaires rigides facilitent leur dissémination dans
I'environnement extracellulaire. En revanche, les CR sont plus grands (1 um), leur ADN chromosomique
n’est pas condensé et ils sont fragiles sur le plan osmotique. Le cycle infectieux commence lorsque les
CE adherent aux cellules épithéliales de I'néte et induisent leur intériorisation pour former une vacuole
lice a la membrane appelée l'inclusion. Lors de linternalisation et tout au long du cycle de
vie, Chlamydia modifie la membrane d'inclusion pour échapper a la fusion lysosomale de I'h6te et établir
une niche réplicative. Dans les limites de l'inclusion, les CE se transforment en CR 6 a 8 h aprés
I'infection. Les CR nouvellement différenciés se divisent par fission binaire et peuplent l'inclusion, entre
12 et 30 h apres l'infection, en fonction de 1’espéce chlamydia, les CR se différencient en CE de maniere
asynchrone (Moulder, 1991). De 46 a 72 h apres l'infection, les CE sont libérés de l'inclusion en
favorisant la cellule hote et la lyse de I'inclusion ou par extrusion de l'inclusion a partir de sa cellule hote
(Hybiske et Stephens, 2007).

Le génome de C. trachomatis contient 1 042 519 nt et environ 894 génes codant pour une protéine

(Stephens et al, 1998). Chlamydia trachomatis contient également un génome plasmidique
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extrachromosomique de 7493 nt (Brunham et al, 2000). L’étude du génome de cette espece a montré
que la bactérie encode des composants principaux des systéemes de sécrétion de type 11 (SST2), de type
V (SST5) et de type 111 (SST3) (Mathilde, 2017).

1-3-Résistance aux médicaments

Les C.trachomatis sont trés répandues et sont souvent présents avec d'autres organismes bactériens,
viraux et parasitaires provoquant des infections de 1’appareil génital (Lin et al, 1998 ; Donati et al, 2009).
Ces co-infections ont toujours conduit a des complications thérapeutiques. Par exemple, les antibiotiques
B-lactames ont toujours été les medicaments recommandés pour T.pallidum et N.gonorrheae
(microorganismes associés a Chlamydia) (Stamm et al, 1984 ; Newmen et al, 2007) mais le traitement
des infections a Chlamydia par ces antibiotiques induit la persistance de la chlamydia. Cette persistance
peut exacerber la maladie dans le tractus génital et conduire a un échec du traitement et a des

complications a long terme (Stamm, 2010).

Des preuves in vitro ou in vivo de la persistance de Chlamydia peuvent étre démontrées chez toutes
les espéces de Chlamydia et peuvent étre systématiquement induites en laboratoire, lorsque les cellules
infectées sont exposées a des antibiotiques p-lactames, a I'lFN-y ou sont privées de suppléments de fer
ou d'acides aminés (Hogan et al, 2004). Les CR persistants continuent a synthétiser des protéines et a
répliquer I'ADN, mais ils bloquent la division cellulaire. Les inclusions résultantes contiennent un petit
nombre de tres gros CR persistants et produisent une infection prolongée causée par une Chlamydia
viable mais non cultivable. L'absence de réponse au traitement antibiotique peut suivre I'établissement
de la persistance de Chlamydia in vitro, et il peut étre difficile in vivo de différencier la persistance des

cas potentiels de résistance aux antibiotiques (Hammerschlag, 2003 ; Hogan et al, 2004).

2-Candida albicans

Candida albicans est un champignon pathogene opportuniste de type levure qui existe comme un
commensal inoffensif dans les voies gastro-intestinales et génito-urinaires dans environ 70% des
hommes et environ 75% des femmes souffrent d’une infection a Candida au moins une fois dans leur
vie (Figure 2). Cependant, il devient un agent pathogéne opportuniste pour les patients immunodéprimés,
pour certains individus immunologiquement faibles, voire pour les personnes en bonne santé. L'infection
causée par C.albicans est communément appelée candidose. La candidose peut étre classée en deux

catégories en fonction de la gravité de la maladie (Ruhnke et al, 2002 ; Sobel et Sonnenborn, 2009).

La candidose vaginale (CVV) est assez courante chez les femmes, et certaines d’entre elles ont des

occurrences répétées de cette infection, connue sous le nom de candidose vaginale récurrente
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(CVVR). Cependant, il provoque des infections systémiques, potentiellement mortelles pour les patients

gravement malades chez lesquels le taux de mortalité est d'environ 30% (Soll et al, 1988).

Historiquement, C.albicans est connu depuis 400 av. J.-C., quand le célebre médecin grec Hippocrate
a identifié une infection microbienne qu’il a qualifiée de « muguet », qui est causé par cet agent
pathogene. Cependant, il n'a pas été étudié comme aucun autre organisme modele jusqu'a la fin du XXe
siecle et les premiéres  études portaient  principalement  sur  l'identification

des souches de C.albicans (Anderson et al, 1985).

Figure 2 : Candida albicans en 3D sur fond coloré (Kon, 2017)

2-1- Classification
Cette espece de levure appartient selon Berkhout (1923), aux :
Régne : Fungi,
Division : Ascomycota,
Classe : Saccharomycetes,
Ordre : Saccharomycetales,
Famille : Saccharomycetaceae,
Genre : Candida,
Espece : Candida albicans
2-2-Cycle de vie

Candida albicans est une levure non capsulée, non pigmentée et aérobie. Cette levure diploide, dont
le matériel génétique se répartit en huit chromosomes (Chu et al, 1993), se reproduit de fagon asexuée
par bourgeonnements multilatéraux d’une cellule mére (le blastospore), formant ainsi des colonies

blanches crémeuses (Graser et al, 1996).
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Sous certaines conditions environnementales extrémes en termes de milieu et de température,
Candida albicans peut aussi former des chlamydospores, qui sont des structures terminales ou latérales
arrondies. Elles sont formées par épaississement du thalle, mesurent deux fois la taille du blastospore et
possédent une paroi plus épaisse. Les chlamydospores sont la forme de résistance de Candida albicans
et participent a I’identification du champignon en laboratoire. Elles sont rarement mises en évidence in
vivo (Cole et al, 1991).

Les cellules de levure en herbe sont attachees aux surfaces et se développent horizontalement pour
former la couche basale. Ensuite, des cellules hyphales sont produites et forment la couche
supérieure. Ensuite, avec la sécrétion ultérieure, les biofilms seront recouverts par une matrice

extracellulaire composée principalement de glucides et de protéines (Anaul et al, 2012).
2-3-Génome

La souche SC5314 de Candida albicans a été utilisee pour le séquencage complet du génome en
raison de son utilisation répandue dans le monde entier pour l'analyse moléculaire et génétique
(Guillaum et al, 1984 ; Fonzi et Irwin, 1993).

Genéralement, le génome de C.albicans est assez dynamique et de nombreuses troncatures,
translocations et autres éveénements mutationnels se produisent plus fréquemment que d’autres
microbes. Cependant, le génome de la souche de séquencage SC5314 s'est révélé assez stable, avec huit
chromosomes distincts dupliqués, allant de 1030 a 3200 kb (Bulter et al, 2009).

La taille du génome de C.albicans est estimée a 14,3 Mo. Il contient environ 6107 génes codant pour
les protéines (Bulter et al, 2009).

Les données d'annotation de génes disponibles dans la CGD montrent que les fonctions de seulement
22,97% (1403 génes) des géenes ont été vérifiées expérimentalement, tandis que 77,03% (4705 génes)
des genes restent non caractérises chez C.albicans et leurs fonctions ont éte attribuées sur la base d’une
analyse de séquence. En outre, 152 génes / ORF sont encore dans la catégorie douteuse pour laquelle
aucune preuve expérimentale n'est disponible et semble impossible a distinguer des séquences non
codantes (Inglis et al, 2012).

2-4-Pathogénicité

La pathogénicité de C.albicans dépend de deux facteurs principaux. L'un est le statut immunitaire de

I'nbte et l'autre est lié aux facteurs de virulence de cet agent pathogeéne.

En gros, les facteurs microbiens contribuant a la pathogénicité sont I'adhésion a la cellule héte, la

sécrétion d'enzymes hydrolytiques, le phénotype dimorphique (levure en forme filamenteuse ou en
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hyphes), la commutation phénotypique, la modulation du systeme immunitaire de I'hote et la formation

de biofilm sur des surfaces biotiques et abiotiques (Naglik et al, 2003).
2-5-Résistance aux médicaments

La résistance aux médicaments de C.albicans pose un défi de taille a la communauté de Candida et
sa compréhension réside dans la détermination de différents parameétres responsables de ce
phénomeéne. Des efforts rigoureux sont déployés a cet égard et plusieurs mécanismes ont été proposes
pour travailler a la résistance aux médicaments chez cet agent pathogéne. Par
exemple, C.albicans devient résistant a de nombreux médicaments antifongiques tels que la flucytosine,
le fluconazole, I’amphotéricine B et la caspofongine, couramment utilisés pour traiter les infections
fongiques (Cannon et al, 2007). Plusieurs études ont montré que les mutations qui affectent I'absorption
de flucytosine ou sa conversion intracellulaire s'averent étre des causes majeures de résistance a ces

médicaments (Dodgson et al, 2004).

Des mutations dans le géne ERG11, qui code pour la lanostérol 14 a-déméthylase, peuvent affecter
la liaison des médicaments azolés a cette enzyme, ce qui entraine une resistance accrue des cellules aux
médicaments. De méme, la surexpression du géne ERG11 et d’autres génes ERG impliqués dans la voie
de biosynthese de I’ergostérol augmente la résistance aux médicaments. La surexpression de ces genes

est principalement causée par une mutation activatrice de leur régulateur, Upc2 (Dunkel et al, 2008).

De plus, chez C.albicans, la multirésistance aux médicaments dépend de deux types de pompes
d’efflux, les transporteurs de cassettes de liaison a I’ATP et les principaux facilitateurs. Ce sujet a fait

I'objet d'un examen approfondi (Morschhduser et al, 2010).

3-Escherichia coli

E.coli est une bactérie bacille a coloration Gram négative, aérobie-anaérobie facultative, non-
sporulée, sous-dominante du microbiote intestinal de 'Homme et des animaux (Figure 3). C’est une
bactérie versatile qui comprend, a la fois, des bactéries commensales du tube digestif, des bactéries

pathogeénes et des bactéries adaptées a I’environnement (Tenaillon et al, 2010).

Les E. coli uropathogenes (ECUP) sont responsables d’environ 80% des infections du tractus urinaire.
La diversité des souches d’ECUP ainsi que leurs facteurs de virulences peuvent varier selon la région
géographique. Ces facteurs de virulence permettent a E.coli de coloniser le systeme urinaire (Maris,
2016).
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Figure 3 : Escherichia coli en 3D sur fond coloré (Kon, 2017)

3-1-Classification
L’espéce Escherichia.coli fait partie du (1SO, 2001 in Baliere, 2016) :
Genre : Escherichia,
Famille : Enterobacteriaceae,
Classe : Gamma-proteobacteria,
Ambranchement : proteobacteria,
Regne : Bacteria.

En plus de I’espéce E. coli, il existe au sein du genre Escherichia cing autres espéces : E. albertii, E.
blattae, E. fergusonii, E. hermannii et E. vulneris. Chaque espéce présente des caractéristiques

biochimiques spécifiques qui permettent de les différencie (1SO, 2001 in Baliere, 2016).
3-2-Cycle de vie

La pathogenese de ces bactéries se fait par étapes. Tout d’abord elles colonisent une muqueuse, puis
elles se multiplient et causent des dommages a 1’héte tout en essayant d’évader ses défenses (Kaper et
al, 2004 in Maris, 2016). La multiplication se fait par division binaire initiée par un grossissement
cellulaire et un doublement de tous les constituants suivis d’une division cellulaire qui donne naissance

a deux cellules filles identiques a la cellule mere dans un temps de génération de 20 minutes.
3-3-Génome

E.coli est I’espéce bactérienne la plus étudiée a ce jour. C’est au sein de cette espéce qu’il existe le
plus de génomes disponibles, entierement séquencés et annotés : environ 3 690 génomes de E.coli étaient
disponibles dans GenBank, en Novembre 2015. E.coli K12 MG1655, dont le génome a été totalement
séquencé en 1997 (Blattner et al, 1997) est la souche la plus étudiée. L’ensemble des génes de 1’espéce

E.coli constitue le pan-géenome de cette espece bactérienne ou actuellement plus de 18 000 genes ont été
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répertoriés (Van Elsas et al, 2011). Le nombre de genes présent chez E.coli varie d’une souche a I’autre

en fonction de I’acquisition ou de la délétion de certains genes.
3-4-Résistance aux médicaments

La résistance aux aminoglycosides, céphalosporines, fluoroquinolones et sulfamides est disséminée
chez les E.coli isolées des animaux et des humains et peut compromettre 1’efficacité thérapeutique
(Hammerum, 2009). Elle est codée par des génes sur des chromosomes ou par des plasmides tels que
strb, aph(6)-1, aacs... ou bien elle apparait spontanément a cause des mutations ponctuelle qui entrainent

des substitutions d’acides aminés tels que gyrB, gyrA, marC etc... (Hammerum, 2009).

E.coli a une grande diversité ainsi qu’une pathogénicite, sont dues a I’insertion de matériel génétique,
que ce soit sous forme d’ilot de pathogénicité, de transposon, de bactériophage ou de plasmide. Ce

matériel génétique incorporé peut contenir des genes impliqués dans la virulence (Maris, 2016).

4-Enterococcus faecalis

Une bactérie entérocoque Gram positif, anaérobies facultatifs, non-sporlée, se présentant de maniére
isolée, en paires ou en courtes chaines (Figure 4) (Nannin et Murray, 2006 in ASPC, 2010) elle fait partie
de la flore normale du tractus gastro-intestinal, des voies génitales féminines, et (dans une moindre
mesure) de la cavité orale (Sweet et Gibbs, 2009 in ASPC, 2010). Elle représente constamment le
deuxiéme ou troisieme agent le plus fréquent dans les infections des voies urinaires (a l'origine d'environ
16 % d'origine nosocomiale) (Teixeira et al, 2007 IN ASPC, 2010).

Figure 4 : Enterococcus faecalis en 3D sur fond coloré (Kon, 2017)

4-1-Classification

L’espéce Enterococcus faecalis appartient au (Andrewes et Horder, 1906 ; Schleider et Kilpper-Balz,
1984) :

Genre : Enterococcus,

Famille : Enterococcaceae,
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Ordre : Lactobacillales,
Classe : Bacilli,
Embranchement : Fitmicute,
Regne : Bactéria.

Avant 1984, alors que les entérocoques étaient membres du genre Streptococcus, E.faecalis était
classé sous le taxon Streptococcus faecalis (Andrewes et Horder, 1906 ; Schleider et Kilpper-Balz,
1984).

4-2-Cycle de vie

La particularité d’E.faecalis est sa multiplication dans les milieux hostiles. En effet, elle est capable
de croitre dans un milieu hypersalé et un pH allant de 4.5 a 9.6 et peut résister a un traitement thermique
de 63C° pendant 30 min (Horaud et Le-Bouguene, 1989 ; Francois-Ngo et Mainardi, 1998 in Douida et
Abdelhakem, 2017). Sa multiplication est réalisée par scissiparité par I’allongement de la cellule et le
doublement de tous ses constituants pour une division équilibrée suivie d’une naissance de deux cellules

filles identiques a la cellule meére.
4-3-Pathogénicite

Bactérie pathogene courante car responsable denviron 10 % des maladies nosocomiales (Ooreka
Santé, 2019). Les infections des voies urinaires a entérocoques sont plus susceptibles d'étre contractées
a I'népital ou dans des établissements de soins de longue durée, et sont donc plus susceptibles de résister
a de nombreux antibiotiques (Hidron et al, 2008). Bactérie opportuniste peut devenir pathogéne pour
des personnes immunodéprimées ou présentant déja une pathologie chronique comme le diabéte (Oorek
Santé, 2019).

4-4-Résistance aux médicaments

La pénicilline présente un bactériostatique pour les E.faecalis, ceci du fait de la faible affinité des
pénicillines pour les protéines de liaison aux pénicillines (PLP) qui interviennent dans la synthése de la
paroi des entérocoques et rend la molécule d’antibiotique peu efficace, et tolere aux B-lactamines car ces
germes ne sont tués que par des concentrations minimales bactéricides (CMB). Une résistance
exceptionnelle & I’amoxicilline et des résistances naturelles aux sulfamides, aux aminosides, aux
macrolides, aux quinolones et aux vancamycines, codées par des genes des chromosomes ou des

plasmides et aussi par acquisition de cette résistance (Stucki et al, 2014).
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La séquence compléte des génes d’E.faecalis groESL contenant les génes groES 285 pb, espaceur 57
pb et groEL 1626 pb (Teng et al, 2001), et possede cing plasmides parmi eux le plasmide conjugatif
pAM373 de 36,7 kb (De-Boever et al, 2000).

5-Proteus mirabilis

Proteus mirabilis, une bactérie en forme de batonnet a Gram négatif (Figure 5), est connue pour sa
production d'uréase et sa capacité distinctive a se différencier en cellules d'essaims allongées et a son

motif caractéristique de motilité a 1'eeil de beeuf sur des plaques de gélose (Adeolu et al ,2016).

Figure 5 : Proteus mirabilis en 3D sur fond coloré (Kon, 2017)

5-1-Classification

P. mirabilis appartient a la classe des gammaprotéobactéries et est reconnu depuis longtemps comme
membre de l'ordre des Enterobacteriales, famille des Enterobacteriaceae. Cependant, un groupe a
récemment créé un arbre phylogénétique reconstitué base sur des protéines centrales partagées, des
protéines ribosomales et quatre protéines danalyse de la séquence multilocale, et a proposé
de reclassifier I'ordre des Enterobacteriales, placant Proteus dans une nouvelle famille : Morganellaceae
(Adeolu et al ,2016).

5-2-Cycle de vie

Lorsque P.mirabilis est ajouté a la surface d'une gélose, les bactéries se développent sur place pendant
un certain temps (qui varie en fonction du milieu, de I'numidité et de la température), se différencient en
cellules plus noires et progressent en population. Hauser a noté pour la premiére fois en 1885 (Williams,
1978). La capacité de P.mirabilis a essaimer en tant que groupe organisé. La réplication de I'ADN sans
cloisonnement a lieu pendant la formation des cellules en essaim, ce qui donne de tres longues cellules
polyploides. A des intervalles définis, les bactéries cessent de se déplacer et reviennent & un morphotype
(consolidation) plus court. Aprés un certain temps, les bactéries se différencient de nouveau en cellules

de I'essaimeur. Nous annongons la sequence compléte du génome de la souche Proteus mirabilis, un
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systeme modele pour l'auto-reconnaissance. Cet agent pathogene opportuniste contient un seul
chromosome circulaire (3 846 754 pb) (Williams, 1978).

5-3-Pathogénicité

P.mirabilis est capable de provoquer des infections symptomatiques des voies urinaires, y compris la
cystite et la pyélonéphrite, et est présent dans les cas de bactériurie asymptomatique, en particulier chez
les personnes agées et les patients atteints de diabéte de type 2 (Papazafiropoulou et al 2010 ; Matthews

et al 2011). Clairement, P.mirabilis possede un arsenal impressionnant de facteurs de virulence.

L'uréase est une caractéristique essentielle de cette espece, mais la bactérie exprime également un
nombre surprenant de fimbriae et dautres adhésines. La fimbria la plus étudiée est la fimbria de
type Proteus (RM / P) résistant au mannose, dont I'expression est variable en phase. L’opéron mrp code
également une protéine non structurelle, MrpJ, qui réprime directement la synthése des flagelles,
bloquant ainsi la motilité pendant que la bactérie adhere, et les flagelles eux-mémes contribuant a la
pathogenese. De plus, une variété de toxines et de protéases puissantes composent la virulence. Similaire
a d'autres membres des Enterobacteriaceae, P,mirabilis comporte de nombreux systéemes de sécrétion,
y compris les types I, 111, 1V, V et VI (Chelsie et al, 2018).

5-4-Résistance aux médicaments

Proteus mirabilis présente une plus grande fréquence de résistance (> 50%) aux médicaments
suivants : L’ampicilline, Amoxicilline-acide clavulanique, cétograféme, 1’acide naldixique,
I’enrofloxacine, triméthoprime-sulfaméthoxazole et a la gentamicine. Donc P.mirabilis est résistante a

plusieurs antibiotiques utilisés dans les traitements des infections humaines (Matheus et al, 2019).

6-Klebsiella pneumoniae

Les bactéries appartenant a I’espéce Klebsiella pneumoniae sont des bacilles & Gram négatif (Figure 6),
immobiles, non sporulés, anaérobies facultatifs et appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae (El

Fertas-Aissani et al, 2012 ; Srinivasan et al, 2012).

: A ¢

Lz 3 Gy \
Figure 6 : Klebsiella pneumoniae en 3D sur fond coloré (Kon, 2017)

14



Chapitre | : Synthése bibliographique

6-1-Classification

Selon la classification de la 2°™ édition de Bergy’s manuel I’espéce Klebsiella pneumoniae

appartiennent au (George et al, 2004) :

Domaine : Bactéria,

Phylum : Proteobacteria,

Classe : Gammaproteobacteria,

Ordre : Entérobactériale,

Famille : Enterobacteriaceae,

Genre : Klebsiella pneumoniae.
6-2-Cycle de vie

Apres 24 heures d’incubation a 37°C sur des milieux non sélectifs et des milieux sélectifs lactosés
pour Klebsiella pneumoniae les colonies sont rondes, grandes de 3 a 4 mm de diamétre et d’aspect
muqueux a cause de la présence de capsule (Joly et Reynaud, 2002). Klebsiella pneumoniae est une
espece pathogéne opportuniste (Brisse, 2004). Elle est fréquemment rencontrée dans la nature : eaux de
surface, du sol, du bois et des végétaux (El Fertas-Aissani et al, 2012). Elle est présente dans le tube
digestif de I’homme et des animaux, et elle est commensale des voies respiratoires (Joly et Reynaud,
2002).

6-3-Génome

Dans une espece bactérienne, il existe généralement un ensemble de genes conservés parmi tous les
membres. Cet ensemble de genes est considéré comme le génome central. Chez K.pneumoniae, on
estime actuellement que le génome central, défini comme étant présent dans plus de 95% des isolats,
comprend environ 2 000 génes (Holt et al, 2015) Les génes qui varient entre les isolats sont appelés
génome accessoire. Cela inclut les génes codés chromosomiquement et les génes sur les plasmides. Etant
donné que les génomes de K.pneumoniae comprennent généralement entre 5 000 et 6 000 genes, cela
signifie que la majorité du génome est composée de génes accessoires. Les genes du génome accessoire
peuvent contribuer a des processus spécifiques, tels que la fixation de I'azote (Fouts et al, 2008). Ils
peuvent également coder des facteurs de virulence spécifiques. Le génome accessoire contient également
des génes codant pour divers mécanismes et enzymes résistants aux antibiotiques. Les genes accessoires
peuvent étre acquis en raison du transfert horizontal de génes entre especes bactériennes, comme en
témoigne la présence d’ilots génomiques et d’¢léments génétiques mobiles dans de nombreux isolats.

(Bi et al, 2015).
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6-4-Pathogenicité

Les K.pneumoniae sont 1’agent responsable de plusieurs types d’infections chez 1’homme,
notamment les infections des voies respiratoires, des voies urinaires et sanguines (Podschun et
Ullmann, 1998). Les facteurs de virulence de K. pneumoniae sont codés par des genes a la fois dans les
génomes central et secondaire. Les facteurs de virulence établis chez K. pneumoniae comprennent la
capsule, le lipopolysaccharide, les sidérophores et les pili (Podschun et Ullmann, 1998). Les espéces
de Klebsiella ont été identifiées comme la troisieme cause majeure d'IASS aux Etats-Unis (9,9%)
derriére Clostridium difficile et Staphylococcus aureus (Magill et al, 2014). K. pneumoniae provoque
des infections graves, notamment une pneumonie, des infections urinaires et des infections sanguines
(Magill et al, 2014).

6-5-Résistance aux médicaments

Les Centres de contréle des maladies et de prévention estiment que plus de deux millions de
personnes contractent chaque année des infections dues a des microorganismes resistants aux
antibiotiques aux Etats-Unis. Environ 23 000 personnes infectées meurent (CDC, 2014). On pense que
de nombreux facteurs contribuent a la propagation de la résistance aux antibiotiques, notamment
I'utilisation inappropriée d'antibiotiques dans les soins de santé et l'agriculture et I'absence de nouveaux
traitements antimicrobiens (CDC, 2014). K.pneumoniae est l'une des nombreuses bactéries qui ont
connu une augmentation spectaculaire de la résistance aux antibiotiques au cours des derniéres
décennies. K.pneumoniae présente plusieurs mécanismes de résistance aux antibiotiques, la résistance
aux f-lactames ayant le plus grand impact sur Defficacité du traitement. La colonisation
par K.pneumoniae résistant aux antibiotiques a été associée a une infection ultérieure par cette derniere
chez les patients hospitalisés, bien que la progression de la colonisation a l'infection soit mal
comprise. Le génome accessoire joue un réle central dans la résistance aux antibiotiques chez K.
pneumoniae. Ses génes de résistance basés sur les plasmides réduisent rapidement le nombre de thérapies

d'antibiotiques efficaces contre ce pathogéne (Rebekah et al, 2018).

I1-Antibiotiques et antibiorésistance

L’utilisation non raisonnée des antibiotiques (posologie insuffisante, mise en ceuvre tardive, ou un
arrét précoce du traitement) peut sembler étre a la base d’une sélection de souches résistantes a ces
molécules ce qui implique I’inefficacité et 1’absence de réponses aux traitements d’une part, et la
présence et la persistance du germe d’autre part et I’acquisition de la résistance chez plusieurs souches

qui peut se développer a la multirésistance.
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1-Antibiotiques

Les antibiotiques sont des molécules fortement utilisées en médecine humaine et animale car ils
permettent, a travers différents mécanismes, le contrdle du développement de populations bactériennes.
L’efficacité theérapeutique des antibiotiques dépend de nombreux facteurs dont la réponse immunitaire
de I’hote, la diffusion de la molécule in vivo, ainsi que la sensibilité des bactéries a I’antibiotique. Ce
dernier facteur est un point essentiel a prendre en considération car la résistance aux antibiotiques est

devenue une réelle menace remettant en cause ’efficacité du traitement antibiotique.

Le terme d'antibiote a été proposé par Vuillemin (1889) :"principe actif d'un organisme vivant qui
détruit la vie des autres pour protéger sa propre vie". On appelle « Antibiotique » toute substance
naturelle d’origine biologique élaborée par un organisme vivant, substance chimique produite par
synthése ou substance semi synthétique obtenue par modification chimique d’une molécule de base
naturelle ayant les propriétés suivantes : activité antibactérienne, activité en milieu organique, bonne
absorption et bonne diffusion dans 1’organisme, et interférence directe avec la prolifération des micro-

organismes a des concentrations tolérées par 1’hote (Vuillemin, 1889).
1-1-Historique

L'etymologie du mot : elle nous vient du mycologue Jean-Paul Vuillemin, qui en 1889, introduit le
terme "antibiose" (du grec anti :"contre” et bios : " la vie") ; une idée selon laquelle l'interaction
biologique entre deux ou plusieurs organismes porte préjudice au moins a l'un d'entre eux (Philippon,
2010).

En 1928 que Fleming permet d’¢lucider cette notion en contaminant involontairement des cultures de
staphylocoques par des souches de Penicillium notatum (Pholippon, 2010). La difficulté a isoler et
purifier la substance chimique ici, - la pénicilline - complique I’avancée des recherches de Fleming. Ce
n’est que 10 ans plus tard que ses travaux sont récupérés par Florey et Chain permettant ainsi I’isolement
d’un sel sodique de pénicilline. La réalisation de tests sur diverses especes animales afin de vérifier
I’innocuité du traitement, permet 1’investissement d’un industriel Américain, Pfizer, et la production a

grande échelle de la pénicilline dées 1943 (Chatellet, 2007 ; Philippon, 2010).

Les antibiotiques provenant de microorganismes présents naturellement dans le sol, qui leur confére
un role écologique d’inhibition de la croissance de compétiteurs. lls présentent un effet bactéricide
(élimination des bactéries) ou bactériostatique (limitation de leur croissance). La plupart des
antibiotiques sont des produits naturels, élaborés a 1’aide d’une espéce de bactéries ou champignons. De
nos jours, ils sont synthétisés et quotidiennement utilisés afin de réduire les infections bactériennes en

médecine humaine et vétérinaire (Martinez, 2008).
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1-2-Classification

Les antibiotiques sont généralement classés selon leur origine, nature ou action (Puyt, 1996) :

-L’origine : naturelle (synthétisés par des bacilles, des champignons ou encore des bactéries

filamenteuses du genre Streptomyces) ou synthétique (issus en partie ou en totalité du génie chimique).

-La nature chimique : présence de différents dérivés d’acides aminés (hétérosidiques ou
polycycliques).

-L’activité : antibactérienne, antifongique ou antimitotique.

-Le site d'action spécifique a chacun (Mangin, 2016) :

«+ Inhibition de la synthese de la paroi bactérienne (B-lactamines, glycopeptides, fosfomycine).

« Inhibition de la synthése protéique (aminosides, cyclines, phénicolés, acide fusidique,
macrolides, oxazolidinones, mupirocine, synergistines).

« Action sur la synthése des acides nucléiques (quinolones, nitroimidazolés, rifamycines,
sulfamides triméthoprime).

+«+ Action sur les membranes (polymyxines, daptomycine).

-Le spectre antibactérien : il représente I'ensemble des bactéries sur lesquelles I'antibiotique est actif

et permet de prévoir son potentiel ainsi que ses limites (Mangin, 2016) :

« Lesantibiotiques a spectre large sont efficaces sur un grand nombre de types d'agents pathogenes.
Ainsi, I'antibiotique sera actif sur une grande partie de tous les Cocci et tous les bacilles. Ils sont
utilisés lorsque la bactérie n'est pas identifiée et que la pathologie peut étre due a différents types
d'agents pathogeénes.

% Les antibiotiques a spectre étroit sont efficaces sur un nombre limité d'agents infectieux leur

permettant de cibler une pathologie en particulier.
-Les modalités d’action (Mangin, 2016) :

+«+ Un effet bactériostatique provoque une inhibition réversible de la croissance de lI'organisme cible.

«» Un effet bactéricide entraine la mort de celui-ci.

1-3-Mécanismes d’action

Les antibiotiques peuvent avoir différents mécanismes d’action, soit en inhibant la synthése de la
paroi bactérienne lors de la multiplication cellulaire, soit en modifiant la structure de la membrane
cellulaire directement, soit en blogquant la synthese protéique dans les ribosomes, soit, enfin en bloquant

la synthese protéique en empéchant la réplication de 1’ADN bactérien (Figure 7).

18



Chapitre | : Synthése bibliographique

Enzyme produisant
de I'acide folique Plasmide
N\ >

V4

{ /
~ [ |Paroi
* | bactérienne

) 8% "' P { v \ N
Membrane |- N AN Protéine

Figure 7 : Mécanismes d'action des antibiotiques (Koulikoff, 2018)

e Action au niveau de la paroi bactérienne (Prouillac et Djelouadji, 2016 in Brisson,
2018) :

L’antibiotique restreint la biosynthése de peptidoglycane. Par exemple, les B-lactamines inhibent les

transpeptidases limitant la formation des mailles de la paroi. La bactérie devient alors trés fragile.

e Action au niveau de la membrane (Prouillac et Djelouadji, 2016 in Brisson, 2018) :
L’antibiotique fait des trous dans la membrane responsable de fuites cellulaires (par exemple : les
polypeptides).

e Action au niveau des processus cytoplasmiques (Prouillac et Djelouadji, 2016 in
Brisson, 2018) :

-La synthése des protéines : I’antibiotique se fixe sur les ribosomes bactériens et inhibe la synthése

des protéines (par exemple : tétracyclines, aminosides, phénicolés, macrolides, lincosamides).

-La synthese des acides nucléiques : 1’antibiotique inhibe la synthése de 1’acide folique qui participe
a la formation du tétrahydrofolate (cofacteurs de la synthése d’acides aminés et de bases purigues). C’est

le cas des sulfamides et triméthoprimes.
1-4-Modalités d’action

L’étude de la courbe d’inhibition de la croissance bactérienne par un antibiotique permet de définir
deux zones d’activité. Lorsque I’antibiotique limite la croissance bactérienne mais que le nombre de
bacteéries issues de la multiplication est équivalent a celui des bactéries tuées par I’antibiotique, ce dernier
agit par stabilisation de la population bactérienne et il est alors qualifié de bactériostatique. A contrario,
si le nombre de bactéries issues de la multiplication est inférieur au nombre de bactéries tuées alors
I’antibiotique agit par diminution de la population bactérienne et il est alors qualifié de bactéricide. Dans
ce cas, il est possible de définir la Concentration Minimale Bactéricide ou CMB correspondant a la
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concentration pour laguelle moins de 1 bactérie sur 1000 survit aprés 18 heures de contact avec

I’antibiotique (Enriquez, 2007).

L’efficacité des antibiotiques bactéricides dépend de deux facteurs : la concentration dans le sérum
(antibiotique est alors « concentration dépendant ») et le temps pendant lequel I’antibiotique sera

présent dans le sérum (I’antibiotique est alors dit « temps dépendant ») (Enriquez, 2007).

1-5-Consommation mondiale d’antibiotique

De plus en plus les antibiotiques sont utilisés et font de moins en moins d’effets. Un rapport s’alarme

de 1’usage massif de ces médicaments a travers le monde (Figure 8).

Doses per 1,000 people
W 30,000-39,999

W 20,000-29.999 ‘
10,000-19,.999
0-9,999
No data

Figure 8 : Consommation mondiale d'antibiotiques (Herve, 2015)

Sur le front de la lutte antibactérienne, la France est un tres mauvais éléve, c'est I'un des enseignements
du dernier rapport du CDDEP (Center for Disease Dynamics, Economics and Policy), ONG
(Organisation non gouvernementale) américaine basée a Washington. Synthétisant des données
générales de la littérature scientifique ainsi que d'autres plus régionales, I'étude dessine pour la premiere
fois un tableau mondial, pays par pays, de la consommation d'antibiotiques. Elle confirme que plus on
s'en sert, moins ces médicaments sont efficaces parce qu'ils favorisent l'apparition de résistances chez
les bactéries. A I'échelle du globe, la consommation d'antibiotiques a grimpé de 30% entre 2000 et 2010,

avec de grandes disparités d'un pays a l'autre (Figure 8) (Herve, 2015).

Il parait que la surconsommation des antibiotiques sera la cause principale de la mortalité humaine
dans le monde bien avant le cancer. La prise anarchique des antibiotiques causera en 2050 plus de 10
millions de mortalité. La figure 9 représente des chiffres trés lourds de la consommation des

antibiotiques dans le monde, 1’Asie en premiére position, I’ Afrique est en deuxieme position, ensuite
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I’ Amérique latine et puis I’Europe, I’ Amérique du nord et 1’Océanie en dernier, et donne une perspective

de mortalité causée par ces chiffres qui favorisent le phénomeéne de I’antibiorsistance.

Mortalité attendue en 2050 par antibiorésistance:
10 millions par an et premiére cause de mortalité humaine

Deaths attributable to antimicrobial resistance every year by 2050

"% Europe “%=

~ 390,000 W "/ 4,730,000
North America \ -
317,000 )
g Sy "
Latin America Africa | § Oceania «dih ‘ &
392,000 4150,000 W 22,000 ¥

Source: Review on Antimicrobial Resistance 2014

Figure 9 : Perspectives 2050 (Toutain, 2014)
2-Antibiorésistance

Peu apres la découverte des antibiotiques, Flemming découvrait les risques potentiels liés a leur
utilisation : la sélection de souches bactériennes resistantes. Une définition consensuelle de Ferron
reprend les différentes priorités mises en avant par les chercheurs, scientifiques et praticiens. Cette
définition indique qu’une bactérie est résistante a un antibiotique lorsqu’elle supporte des concentrations
inhibitrices de cet antibiotique supérieures aux concentrations que 1’on peut obtenir dans 1’organisme

sans atteindre les doses toxiques (Ferron, 1994).

C’est en comparant un ensemble de genes vieux de 30 000 ans codant des résistances aux [-
lactamases, aux tétracyclines et aux antibiotiques glycopeptidiques avec des genes plus récents que des
chercheurs ont pu mettre en évidence la similarité, la complexité et ’ancienneté des origines de ces

mécanismes de résistances (D’costa et al., 2011).

Il faut donc comprendre que la résistance est une réponse physiologique des bactéries a tout usage
d’antibiotique, réponse liée a des génes de résistance qui existaient bien avant la découverte et
I’utilisation des antibiotiques (AFSSA, 2006).

2-1-Historique

Staphylococcus aureus est la bactérie résistante la plus connue en milieu clinique. La pénicilline était
initialement efficace contre ce microorganisme. Dans les années 1950 des souches résistantes produisant

de la penicillinase ont augmentées (Yoneda et al, 2004).
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Dans les années 1980, il a été constaté que certaines des especes de Haemophilus influenzae

produisaient de la B-lactamase, devenant ainsi résistantes a lI'ampicilline (Yoneda et al, 2004).

Bien que Pseudomonas aeruginosa soit intrinsequement résistant a de nombreux agents
antimicrobiens, et devient multirésistante. Cependant, étant donné que la plupart des souches sont

devenues résistantes aux antibiotiques dans les années 1999 (Yoneda et al, 2004).

2-2-Différentes mesures de la résistance aux antibiotiques

Toutes les bactéries ne réagissent pas de la méme maniere face a un antibiotique donné. 1l nous est
alors possible de mesurer la réponse d’une souche bactérienne face a un ou plusieurs antibiotiques

particuliers. Pour ce faire, il existe plusieurs techniques :

-Le Calcul de la CMI (Concentration Minimale Inhibitrice) et de la CMB (Concentration Minimale
Bactéricide) sont des tests statiques permettant de mesurer biologiquement in vitro la résistance d’une
bactérie. Des indicateurs sont calibrés et standardisés pour des conditions de culture précises afin de

pouvoir comparer les valeurs des souches étudiées en limitant les biais (AFSSA, 2006).

-La réalisation d’un antibiogramme dont I’interprétation repose sur 1’évaluation de la CMI en fonction
du diamétre d’inhibition. Il permet de classer les souches selon les trois groupes Sensibles (S),
Intermédiaires (1) et Résistantes (R) (Puyt, 1996).

-Le calcul de I’aire sous la courbe (ASC) est un test dynamique reposant sur 1’évolution de la
population bactérienne au cours du temps. Il étudie la cinétique de bactéricidie de I’antibiotique sur la
souche et I’effet post antibiotique, c’est a dire le temps pendant lequel la population continue de décroitre
apres disparition de I’antibiotique dans le milieu (AFSSA, 2006).

-L’approche pharmacocinétique/pharmacodynamique (PC/PD) permet d’étudier les indicateurs in
vivo de I’efficacité de I’antibiotique. Les indicateurs sont plus ou moins intéressants en fonction de la
famille de I’antibiotique (rapport concentration sérique maximale (Cmax) / CMI, le temps au-dessus de
la CMI, ASC24h / CMI avec 1I’ASC calculée sur 24h a 1’état d’équilibre) (AFSSA, 2006 ; Bousquet et
al, 2012).

-Le recours a 1’étude moléculaire par PCR (Polymerase Chain Reaction) permettant de mettre en
évidence I’acquisition de genes de résistance ou les mutations des génes impliqués dans la résistance
bactérienne (AFSSA, 2006).

2-3-Origines

L’antibiorésistance est donc une réponse physiologique de la bactérie. Cette réponse peut étre

naturelle ou acquise au cours du temps.
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2-3-1- Résistance naturelle

Certaines bactéries sont naturellement résistantes a des antibiotiques. On dit que cette résistance est
innée ou naturelle. Leur patrimoine génétique leur permet de se défendre grace a plusieurs techniques.
La résistance peut étre due a la structure de la bactérie (par exemple, les mycoplasmes par leur absence
de paroi sont insensibles aux B-lactamines) ou a I’impossibilité pour 1’antibiotique de pénétrer dans la
cellule (les bactéries gram négatives grace a leur membrane externe sont insensibles a la vancomycine).
Ces résistances sont retrouvées dans I’ensemble des souches d’une méme famille d’antibiotiques et
représentent donc le spectre d’activité naturel des familles et sous-familles d’antibiotiques (Scott, 2009
; Guerin, 2010).

2-3-2- Résistance acquise

Plus inquiétante, la résistance acquise entraine la résistance a un ou plusieurs antibiotiques auxquels
la bactérie était sensible auparavant. Cette résistance peut survenir via une mutation (directement sur le
chromosome bactérien) ou plus fréquemment par acquisition de matériel génétique mobile (plasmide,
transposon, intégron ...) permettant dans les deux cas de contourner 1’effet délétére de 1’antibiotique
(Scott, 2009 ; Guerin, 2010).

En général, les mutations permettent aux bactéries de se doter d’une résistance a un antibiotique ou
une famille d’antibiotique, alors que, via un plasmide, elles peuvent acquérir simultanément une
résistance pour plusieurs antibiotiques ou plusieurs familles d’antibiotiques. Dans toute population
bactérienne, il existe une faible fraction de germes (1%) ayant une tolérance phénotypique aux
antibiotiques. Cette résistance adaptative est due a un phénomene épigénétique. Ces germes particuliers
sont appelés persistants ou dormants. Il a été démontré que ces cellules jouent un réle dans le caractere
récalcitrant des biofilms aux antibiotiques et de la difficulté a traiter certaines maladies chroniques

comme la tuberculose (Lewis, 2001 ; Keren et al, 2004).

2-4-Supports de la résistance

La résistance est codée par des genes de résistance existants chez les microorganismes, ces génes se

localisent, soit sur I’ADN chromosomique, soit sur I’ADN extra-chromosomique (Fosseprez, 2013) :

Chromosomique : Par mutation génétique affectant un gene de structure ou de régulation. Ce
phénomeéne est rare (10 a 20%), il se fait de maniere spontanée et reste stable dans le temps, sa
transmission se fait de maniere verticale expliquant qu’il soit spécifique d’un antibiotique ou d’une

famille.

Extra-chromosomique : Par acquisition de génes de résistance. Ce phénomeéne est plus fréquent (80

a 90%) ; les éléments génétiques sont mobiles et portés par des plasmides, des intégrons ou des
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transposons pouvant se transmettre de maniere horizontale aux autres bactéries par simple contact ou
bactériophagie, expliquant qu’il puisse toucher plusieurs familles d’antibiotiques et entrainer une

multirésistance.

2-5-Actions et mécanismes

Différents mécanismes sont responsables de cette résistance présents dans la figure ci-dessous :
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Figure 10 : Mécanismes de résistance aux antibiotiques
(https://www.britannica.com/science/antibiotic-resistance/images-videos/media/1027479/129670,
2009)

2-5-1-Modification de la cible d’antibiotiques

Cette modification peut étre soit directement due a une modification de la structure de la cible soit
due a une modification de la voie de synthése de cette cible pour lui conférer une nouvelle structure
tridimensionnelle. Ce mécanisme va jouer sur différents composants cellulaires. Prenons I’exemple des
macrolides qui agissent en se fixant aux ribosomes des bactéries. Pour contourner cet effet, une mutation
génetique permet de synthétiser un nouveau ribosome qui ne sera pas reconnu par I’antibiotique
(Collectif, 2008 ; Scott, 2009 ; Guerin, 2010).

Ce mécanisme est globalement utilisé contre la majorité des antibiotiques notamment chez les
bactéries Gram négatives qui, en modifiant les cibles des antibiotiques, développent un haut degré de
résistance. Les antibiotiques d’une méme famille ayant généralement la méme cible, ce mécanisme
confere aux bactéries une résistance croisée pour toutes les molécules de la méme famille (Collectif,
2008 ; Scott, 2009 ; Guerin, 2010).

Cliniquement, cette résistance ne se traduit pas toujours par un échec thérapeutique. En effet, certaines
familles d’antibiotiques conservent une efficacité car leur CMI n’est pas forcément proportionnellement
augmentée (Collectif, 2008 ; Scott, 2009 ; Guerin, 2010).
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2-5-2-Inactivation enzymatique de I’antibiotique

Consiste a detruire ou modifier 1’antibiotique en I’empéchant alors de reconnaitre sa cible. Ce
mécanisme se rencontre surtout contre les béta-lactamines, les macrolides, le chloramphénicol et les
aminosides. Une résistance croisée est également possible mais moindre que pour le premier mécanisme
(Collectif, 2008 ; Scott, 2009 ; Guerin, 2010).

2-5-3-Mécanisme d’efflux

Les bactéries sont pourvues de systémes leur permettant d’expulser dans le milieu extérieur des
métabolites ou composés toxiques étrangers comme les antibiotiques. Cet efflux actif nécessite de
I’énergie sous forme d’ATP (Adénosine Tri Phosphate) ou d’un gradient électrochimique
transmembranaire, utilisé par des pompes a efflux ou transporteurs actifs qui réduisent la concentration

intracellulaire de I’antibiotique limitant I’accés a sa cible (Muylaert et Mainil, 2012).
2-5-4-Diminution de la perméabilité de la membrane

Ce mode de résistance se rencontre chez les bactéries a Gram négatif du fait de leur enveloppe externe
plus complexe. En effet, ’antibiotique ne peut pénétrer au niveau intracellulaire que par I’intermédiaire
de canaux protéiques transmembranaires, les porines. Ce phénomene passif laisse traverser plus
facilement les molécules de petites tailles, neutres et hydrophiles. Toute modification de ces porines
(mutation des genes codants, perte, diminution de leur calibre ou de leur expression) confere un bas
niveau de resistance vis-a-vis de nombreux antibiotiques. Ce mécanisme de résistance peut s’appliquer
sur plusieurs familles d’antibiotiques quand elles empruntent la méme porine ou étre spécifique lorsque

le canal est propre a une famille (Muylaert et Mainil, 2012 ; Mangin, 2016).
2-5-5-Protection de la cible

Ce mode de résistance est bien connu pour la famille des tétracyclines et a été plus récemment décrit
pour les quinolones et fluoroquinolones. Il s’opére grace & un encombrement stérique du ribosome par
production de protéines qui délogent les tétracyclines de leur cible ou par synthése de protéines gnr
(Quinolone Resistance) qui se fixent sur la topoisomérase, cible des fluoroquinolones, réduisant leur
affinité pour celle-ci (Muylaert et Mainil, 2012 ; Mangin, 2016).
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2-5-6-Piégeage de I’antibiotique

Lorsque I’inactivation de I’antibiotique ou la diminution de 1I’affinité pour la cible n’est pas possible,
la bactérie peut étre contrainte de séquestrer 1’agent antibactérien. Une surproduction de la cible ou la
synthése d’une autre cible avec une affinité pour I’antibiotique permet de diminuer sa concentration libre
sur la cible. Ce mécanisme s’observe chez des souches de S.aureus de sensibilité diminuée aux
glycopeptides qui présentent par ailleurs une modification de leur pepetidoglycane augmentant
I’épaisseur de la paroi bactérienne ou I’antibiotique se retrouve piégé (Muylaert et Mainil, 2012 ;
Mangin, 2016).

2-6-Transmission et évolution de la résistance bactérienne

2-6-1-Transmission par mutation (Transmission verticale)

De maniere rare et spontanée, des mutations chromosomiques peuvent avoir lieu au niveau du génome
bactérien. Si une de ces mutations permet 1’acquisition d’une résistance a un antibiotique, celui-ci en
créant une pression antibactérienne révele cette résistance. Si la mutation est viable, elle est alors
transmise aux cellules filles par reproduction bactérienne. La transmission est alors exclusivement
héréditaire et ne concerne généralement qu’un seul antibiotique. C’est le cas par exemple des E.coli dont
la mutation du géne codant la protéine S12 du ribosome leur confere une résistance a la streptomycine
(Perrot, 1998 ; AFSSA, 2006 ; Scott, 2009).

Néanmoins, cette mutation n’est un avantage pour la bactérie que si elle est en présence
d’antibiotique. En effet, les mutants sont souvent plus fragiles et perdent leur virulence. On parle de codt
biologique qui serait dd a une synthese supplémentaire de protéines a priori non essentielles en absence
d’antimicrobien (Perrot, 1998 ; Giguere et al, 2007 ; Collectif, 2008).

Cette transmission verticale représente moins de 20% de la résistance rencontrée en clinique. 1l a été
montré que l’apparition de ces mutations n’est pas dépendante de la présence ou de l’absence
d’antibiotique ; néanmoins, méme accompagnée de ce codt biologique, la bactérie développe trés
fréguemment des mutations compensatrices permettant de réduire ce fardeau et de retrouver sa
compétitivité (Ferron, 1994 ; Collectif, 2008 ; Maurin, 2013).

2-6-2-Transmission par transfert de matériel génétique (Transmission horizontale)

Cette transmission via des génes de résistance via du matériel génétique mobile met en jeu trois types

de transferts : la transduction, la transformation et la conjugaison.
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2-6-2-1-Transformation

Correspond au transfert passif d’/ADN d'une bactérie a une autre. Ce type de transfert est le plus limité
car il est partiel (moins de 1% du génome bactérien transféré), nécessite une bactérie receveuse dite en
état de compétence et seules les especes bactériennes proches en sont capables. La fréquence
d’apparition de ce transfert est de I’ordre de 104 10°. Toutefois, s’il y a transfert, la bactérie receveuse

acquiert alors de nouveaux caractéres géenétiques stables et transmissibles (AFSSA, 2006).
2-6-2-2-Transduction

Correspond au transfert de matériel génétique d’un virus bactériophage a une bactérie receveuse. Pour
étre recombinant, le matériel transmis par le bactériophage doit étre issu d’une autre bactérie a I’origine.
Ainsi, la bactérie receveuse peut intégrer et acquérir des génes nouveaux comme des genes de résistance
aux antibiotiques. Il existe un transfert du matériel génétique du virus directement a la bactérie que 1’on
appelle conversion et qui peut également donner de nouveaux caracteres intéressants pour la bactérie
comme par exemple la sécrétion de la toxine diphtérique ou la sécrétion de la toxine érythrogéne du
Streptocoque A (AFSSA, 2006 ; Maurin, 2013).

Le transfert par transduction est un peu plus efficace que par transformation mais moindre que la
conjugaison, en effet la fréquence d’apparition de ce phénomeéne approche les 10 et représente un
échange d’a peu prés 1 a 2% du génome bactérien (AFSSA, 2006 ; Maurin, 2013).

2-6-2-3-Conjugaison

Peut-étre chromosomique ou extra-chromosomique. Ce dernier, contrairement a la conjugaison
chromosomique qui permet le transfert d’ADN entre bactéries de méme espece, correspond au transfert
le plus efficace et le plus répandu. Il permet de transférer un plasmide sur lequel se trouve un gene appelé
facteur F. Ce dernier a la capacité de coder la biosynthese d’un pili sexuel permettant 1’accolement de la
bactérie donneuse a la bactérie receveuse et de mobiliser le fragment d’ADN entre les deux bacteéries.
Le plasmide transféré peut alors étre recombinant c’est a dire qu’il s’intégre au chromosome de la
bactérie réceptrice grace a des transposons ou rester libre dans le cytoplasme et peut & son tour étre
transmis & d’autres bactéries (AFSSA, 2006 ; Maurin, 2013).

Le transfert via des plasmides concerne souvent plusieurs familles d’antibiotiques et a un fort pouvoir
de dissemination ce qui rend ce mécanisme inquiétant en clinique (Andremont, 2000 ; Davison et al,
2000 ; Collectif, 2008).

Malgré un co(t biologique, équivalent a celui des mutations chromosomiques et desservant la
multiplication de la souche bactérienne, le plasmide peut transférer en méme temps des génes de

virulence. Ainsi, les bactéries recombinées, en plus d’étre multirésistantes, peuvent étre plus virulentes
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et donc plus efficaces. Une réversibilité est possible car ces plasmides peuvent étre spontanément perdus
par la bactérie et le nombre de copies de ceux-ci est régulé par des phenomenes dépendants (Smith et
Lewin, 1993). Ces mécanismes contrdleraient un temps la dissémination des résistances. Néanmoins,
une fois que la résistance est apparue, et de par son fort pouvoir de dissémination, il est trés difficile de
s’en débarrasser au sein d’une population (Neely et Holder, 1999 ; AFSSA, 2006).

Cette transmission horizontale représente plus de 80% des résistances rencontrées en clinique (Ferron,
1994 ; Maurin, 2013).

2-7-Phénomeéne de tolérance aux antibiotiques

Il correspond a une augmentation trés marquée de la CMB de I’antibiotique vis-a-vis du germe, alors
que son effet bactériostatique semble peu ou pas touché. Les souches tolérantes cessent de se développer
en présence d’un antibiotique : elles ne prennent pas d’expansion mais elles ne sont pas tuees.
Normalement, I’effet du médicament sur les bactéries tolérantes est suffisant pour stopper leur
développement et permettre au systeme immunitaire de I’organisme de les éliminer. Cependant, lorsque
la durée du traitement est trop courte, les cellules tolérantes sont capables de proliférer a nouveau. La

tolérance est souvent un précurseur de la résistance (Parlement du Canada, 2008 ; Calgagno, 2011).

2-8-Persistance des germes

Il'y a persistance du germe dans I’organisme, méme en présence de 1’antibiotique. En effet lors d’un
traitement antibiotique, une petite fraction des cellules bactériennes, dites persistantes, ne sera pas tuée.
La persistance étant réversible, ces cellules persistantes de Gram+ ou Gram-, utilisant les mécanismes
impliqués dans I’antibiorésistance (Tableau 1), pourront revenir dans un état normal une fois le
traitement antibiotique terminé. Elles auront alors la capacité de se multiplier et de générer une nouvelle
infection. Ce mécanisme de résistance implique la perte ou la diminution structurelle ou fonctionnelle
d’un geéne, alors le métabolisme bactérien diminue, et les antibiotiques ciblant en général une étape du

métabolisme ont peu d’effet (Calgagno et Lacroix, 2011 ; Cordonnier, 2013).

Tableau 1 : Mécanismes de résistance des bactéries Gram+ et Gram- (Aubert, 2009)

. . | Modification Inactivation
Perméabilité cible Efflux ATB
Gram + ++ + +
Gram - ++ + + 44

28



Chapitre | : Synthése bibliographique

2-9-La multirésistance

Nous avons vu qu’une bactérie pouvait développer des résistances de maniére indépendante a la
présence d’antibiotique dans le milieu. Seulement, I’utilisation de ces deniers peut étre un facteur de
I’augmentation de cette résistance par sélection des germes résistants. Ainsi, une bactérie résistante a un
antibiotique peut devenir, a terme multirésistante (Neely et Holder, 1999). Les bactéries qui développent
plusieurs résistances sont souvent classées en trois catégories (Falagas et Karageorgopoulos, 2008 in
Coustes, 2016) :

-Les bactéries multirésistantes MDR (multidrugresistant = bactéries multirésistantes).

-Les XDR (extensively drug-resistant = bactérie hautement résistantes) qui résistent a tous les

antibiotiques exceptés un ou deux.
-Les PDR (pandrugresistant = bactéries pan-résistantes) qui sont résistantes a tous les antibiotiques.

Au sens littéral du terme, une bactérie multirésistante est une bactérie résistante a plus d’un
antibiotique mais aucune definition standardisée n’a encore eté définie par la communauté medicale. Les
définitions les plus répandues définissent la bactérie multirésistante aux antibiotiques comme, une
bactérie résistante a 3 familles d’antibiotiques ou plus (Magiorakos et al, 2012), aussi comme, une
bactérie résistante a 1 ou plusieurs familles d’antibiotiques clés (Siegel et al, 2007), cette définition est
souvent utilisée pour les souches bactériennes d’une grande importance en santé publique. Leur
résistance est tres souvent accompagnée de phénoménes de résistances croisées ou de co-résistances.
Une bactérie résistante a un antibiotique particulier. Cette définition regroupe les Staphylococcus aureus
résistantes a la méticilline (SARM), les bactéries possédant une p-lactamase a spectre étendu (BLSE) et

les Entérocoques résistants a la vancomycine (ERV) (Magiorakos et al, 2012).
2-9-1-Phénomeénes contribuant a la multirésistance
2-9-1-1-Résistance croisée

Correspond a I’acquisition de résistances a d’autres membres d’une classe d’antibiotiques présentant
des mécanismes d’action similaires a I’antibiotique de cette méme classe contre lequel la bactérie était
déja résistante. La conséquence de cette résistance est la sélection croisée. Cela implique que n’importe
quel antibiotique de la classe peut sélectionner dans le milieu des bactéries résistantes a tous les autres
antibiotiques de cette classe alors méme qu’elles n’ont jamais été exposees a ces molécules. On peut
prendre I’exemple des pB-lactamases a spectre étendu (BLSE) qui conférent une résistance croisée aux p3-

lactamines et aux céphalosporines (Neely and Holder, 1999).
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2-9-1-2-Co-résistance

Correspond a I’acquisition de résistances a plusieurs antibiotiques de classes différentes. Cela est
principalement di au fait que les plasmides échanges sont généralement porteurs de plusieurs
résistances. C’est le cas de la co-résistance d’E.coli aux céphalosporines, pénicillines, au
chloramphénicol, aux tétracyclines et aux fluoroquinolones. De la méme maniere que pour la sélection
croisée, I’utilisation d’un antibiotique auquel la bactérie résiste va permettre la co-sélection de toutes les

résistances portées par le méme plasmide (AFSSA, 2006).

Il est tres important de garder en téte que la diffusion et I’acquisition de résistances sont indépendantes
de I’utilisation d’antibiotique(s) mais que 1'utilisation de ce dernier, sans connaitre le statut de sensibilité

des germes, peut rapidement entrainer la sélection de souches multirésistantes (AFSSA, 2006).

I11-Analyse bioinformatique

En expliquant les pratiques qui sont derrieres cette résistance et pour comprendre tout ¢a, il y a des
éléments de commerce et de thérapie plus les éléments génétiques et moléculaires d’ou 1’analyse in

silico.
1-Bioinformatique et banques de données

Au cours de ces trente dernieres années, la récolte de données en biologie a connu un boom quantitatif
grace notamment au développement de nouveaux moyens techniques servant a comprendre I'ADN et
d’autres composants d’organismes vivants. Pour analyser ces données, plus nombreuses et plus
complexes aussi, les scientifiques se sont tournés vers les nouvelles technologies de 1’information.
L'immense capacité de stockage et d’analyse des données qu'offre I'informatique leur a permis de gagner
en puissance pour leurs recherches. Et la rencontre entre la biologie et I'informatique, c'est ce qu'on
appelle la bioinformatique. Celle-ci couvre des disciplines des sciences de la vie telles que la génomique,

la protéomique et la biologie des systemes (Hof, 2013).

La bioinformatique sert a stocker, traiter et analyser de grandes quantités de données de biologie. Le
but est de mieux comprendre et mieux connaitre les phénomeénes et processus biologiques. Grace a ces
nouvelles connaissances ainsi acquises, les chercheurs ont la possibilit¢ de faire de nouvelles
découvertes scientifiques. Des découvertes qui peuvent par exemple améliorer la qualité de vie de
personnes malades grace a la mise en place de nouveaux traitements médicaux plus efficaces (Hunault
et Jaspard, 2010).
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La bioinformatique fournit des bases de données centrales, accessibles mondialement, qui permettent
aux scientifiques de présenter, rechercher et analyser de l'information. Elle propose des logiciels
d'analyse de données pour les études de données et les comparaisons, et fournit des outils pour la
modélisation, la visualisation, l'exploration et l'interprétation des données (Selon une définition de
I'Institut Suisse de Bioinformatique) (Hof, 2013).

Les fichiers contenant I'information biologique sous la forme de séquences est I'é1ément central autour
duquel les banques de données se sont constituées a l'origine. On peut distinguer (Jaspard et Hunault,
2016) :

-Les bases de données généralistes : elles correspondent a une collecte des données la plus exhaustive

possible et qui offrent un ensemble plutét hétérogene d'informations.

-Les bases de données spécialisées : elles correspondent a des données plus homogeénes établies

autour d'une thématique et qui offrent une valeur ajoutee.

-Les banques de données généralistes : elles sont indispensables a la communauté scientifique car
elles regroupent des données et des résultats essentiels dont certains ne sont plus reproduits dans la

littérature scientifique, dont on trouve NCBI "National Center for Biotechnology Information™.

2- National Center for Biotechnology Information (NCBI)

Le Centre national d’information sur la biotechnologie (NCBI), une division de la Bibliothéeque
nationale de médecine (NLM=National Library Medical) située aux Etats-Unis (The NCBI Handbook,
2018).

L’institut national de la santé National, est un chef de file dans le domaine de la bioinformatique, il
étudie les approches informatiques des questions fondamentales en biologie, et fournit des informations
en ligne sur les informations biomédicales et la bioinformatique. Le NCBI héberge environ 40 bases de
données en ligne sur la littérature et la biologie moléculaire (Figure 11), y compris PubMed, PubMed
Central et GenBank, qui servent des millions d'utilisateurs dans le monde entier (The NCBI Handbook,

2018). Disponible sur le site : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/.
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Figure 11 : Page d'accueil de la banque de données NCBI

Les bases de données et les ressources sont organisées ici en sept domaines de concepts : littérature,
génomes, variation, santé, génes et expression genique, nucléotide, protéines et petites molécules et
dosages biologiques (The NCBI Handbook, 2018). Trois catégories supplémentaires englobent les
outils, l'infrastructure et les métadonnées (The NCBI Handbook, 2018).

Le concept des banques de données bioinformatiques, nécessite la conjugaison du savoir des
biologistes, informaticiens, physiciens et chimistes, et des biostatiticiens qui permettent de concevoir
des programmes d’analyse statistique, que ce soit pour des analyses exploratoires, de compréhension,
de comparaison ou de classement, structurelle et/ou fonctionnel. Pour ce fait, un langage mathématique
mis en ceuvre sous forme d’opérations logiques successives qui se base sur le calcul des probabilités,

c’est ’algorithme.
2-1-BLAST

Basic Local Alignement Search Tool, ¢’est un logiciel d’analyse de données propre a NCBI, cet
algorithme est un programme qui fournit une meéthode de recherche heuristique utilisée en bio-
informatique. 1l permet de trouver les régions similaires entre deux ou plusieurs séquences de nucléotides
ou d'acides aminés juxtaposées, et de réaliser un alignement de ces régions homologues (Altschul et al,

2019). L’alignement se fait soit de facon globale, ou de facon locale.

Il peut étre modifié en fonction de la nature de la sequence d’entée (selon son format), et de la base

de données utilisée, on trouve Blastn, Blastp, BLastx, tBlastn, tBlastx...
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3-1-1-Algorithme ClustalW?2

C’est un programme de réalisation d’alignement multiple disponible en ligne mais non
téléchargeable. A partir d’un ensemble de séquences (taxons), 1’algorithme mesure les meilleures
identités ayant (score d’alignement). Il fait ressortir la meilleure paire de séquences ayant le meilleur
score d’alignement, puis passe a la troisiéme séquence qui présente le meilleur score d’alignement par
rapport a la paire déja alignée. L’algorithme ClustalW2 continue toutes les comparaisons pour finir avec
la derniere séquence a inclure dans I’alignement multiple (Tagu et Risler, 2010 in Saib et Habibatni,
2014).

3-1-2-MEGA X

Molecular Evolutionary Genetics Analysis (analyse de génétique évolutive moléculaire), est un
logiciel qui fournit des outils comprenant un vaste répertoire de programmes pour assembler des
alignements de séquences, déduire des arbres de I'évolution, estimer des distances et des diversités
génétiques, déduire des séquences ancestrales, calculer des temps et tester la sélection (Kumar et al,
2016). Au cours des 25 dernieres années, l'utilisation de MEGA dans l'analyse évolutive a été citée dans

plus de cent mille études dans divers domaines de la biologie.

MEGA X ne nécessite ni logiciel de virtualisation ni d'émulation et offre une expérience utilisateur
uniforme sur toutes les plateformes, il a également été mis a niveau afin d'utiliser plusieurs cceurs
informatiques pour de nombreuses analyses d'évolution moléculaire, il est disponible en deux interfaces
(graphiqgue et ligne de commande) et peut étre téléchargé gratuitement  sur

www.megasoftware.net (Kumar et al, 2018).
2-2-FASTA

Fast Alignement, c’est un format de fichier texte utilisé pour stocker des séquences biologiques de
nature nucléique ou protéique sur NCBI. Ces séquences sont représentées par une suite de lettres codant
pour des acides nucléiques ou des acides aminés selon la nomenclature IUPAC (International union of

pure and applied chemistry) (Lipman et Pearson, 2019).

Une fois les calculs terminés, le tracage de dispositions des unités taxonomiques opérationnelles

(UTO) est réalisé, c’est le phylogramme.
2-3-Méthodes de construction de phylogramme

Plusieurs méthodes ont été développées pour construire I’arbre phylogénique a partir d’un ensemble
de données (phénotypiques ou génotypiques) mesurées ou observées sur un ensemble d’individus. De
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maniere globale, les méthodes de construction phylogénétique peuvent étre divisees en (Tableau 2) (The
NCBI Handbook, 2018) :

Tableau 2 : Méthodes de construction de phylogramme (The NCBI Handbook, 2018)

Types de données Méthodes Algorithme de classification
Caracteres Parcimonie Pas d’algorithme
Maximum de vraisemblance
Distances Minimum d’évolution UPGMA
Carrés moyens Neighbor-Joining (NJ)
2-3-1-UPGMA

Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (méthode du groupe de paires non pondérées
avec moyenne arithmétique) est le nom d'un algorithme destiné & la construction d'un arbre
phylogénétique. Cette méthode permet la transformation d'une matrice de distances (entre différents

organismes, populations, ou séquences de nucléotides) en un arbre enraciné (Wikipédia, 2015).
2-3-2-Neighbor-Joinin (NJ)

Neighbor-Joining (voisin se joindre) est une méthode heuristique largement utilisee pour la
reconstruction phylogénétique a partir d'une matrice de distance. Il a été appliqué a de nombreux jeux
de données biologiques. NJ est reconnue par la construction rapide de phylogénies proches de I’ optimum
lorsque le nombre de taxons n’est pas trop important (Cuadros et al, 2007 IN Guilherme et al, 2019).
C’est un procédé basé sur le calcule de distances qui expriment les différences génétiques entre les
séquences comparées en mesurant le pourcentage de mutation entre toutes ces paires de séquences
(Kitouni, 2007 in Saib et Habibatni, 2014). Le principe de cette méthode consiste a rechercher des
paires d'unités taxonomiques opérationnelles (UTO = voisins) qui minimisent la longueur totale de la

branche a chaque étape du regroupement des UTO (Shaito et Nei, 1987).
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1-Enquétes

Les enquétes se sont effectuées dans deux hopitaux, 1’établissement d’hopital public de Sidi Ghilas
qui a été creé en vertu du décret exécutif n° 140/07 du 19/05/2007 relatif a la création et a 1’organisation
d’établissements de santé publics des hdpitaux en 1984. Le nom complet de I'hdpital est Lakhdar
Bouchmaa, et est le résultat de la division du secteur de la santé Cherchell selon le décret 140/07 et se
compose des services : de médecine interne, de gynécologie, de neurochirurgie, de chirurgie
orthopédique et orthopédique, de chirurgie générale, service de peédiatrie, d'urgence médicale,
d'oncologie du cancer, de chirurgie, de néphrologie et d'hématologie, de radiologie, suite post-
opérations, et des laboratoires, et une pharmacie. Le deuxiéme établissement est 1’hdpital public de
Cherchell qui a été créé en vertu du décret exécutif n° 140/07 du 19/05/2007 est sous le nom de : Malek
El Berkani. Il se compose des services suivants : service d'urgence médicale, de gynécologie, de

radiologie, et un laboratoire.

Aussi, nous avons collecté des données sur la vente et le mode d’achat des médicaments dans deux

officines pharmaceutiques localisées a proximité de ces deux hopitaux.
1-1-Hopitaux

Des données provenant des services concernés des hopitaux de Cherchell et de Sidi Ghiles, résument
les résultats des analyses microbiologiques réalisées en 2017, 2018 et le premier trimestre de I’année
2019 en ce qui concerne les germes responsables des infections gynécologiques qui touchent les femmes
selon les tranches d’age de moins de 30ans, entre 30 et 40ans, entre 40 et 50ans, entre 50 et 60ans et plus
de 60ans.

1-2-Pharmacies

Notre enquéte s’est prolongée au niveau de deux pharmacies représentatives localisées a proximité
des hopitaux, qui concernent les chiffres exacts du nombre de boites d’antibiotiques vendues sous
ordonnances et prescrits de la part d’un médecin (gynécologue) et aussi le nombre de boites vendues
sans ordonnances et sans prescriptions. Ces informations concernent le volume commercialisable des
familles et des catégories d’antibiotiques bien déterminées et la maniéere de leurs commercialisations

dans les années 2017, 2018 et le premier trimestre de 1’année 2019.
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2-Test de sensibilité des germes aux antibiotiques

L’étude a été réalisée dans le laboratoire d’analyses de I’hopital de Sidi Ghiles.
2-1-Protocole
2-1-1-Préléevements
Les prélévements (urogenitaux) ont été effectués dans le laboratoire de 1’hopital.
2-1-2-Isolement et identification
Pour reéaliser I’identification des souches, I’analyse se fait en trois 3 jours :
-1% jour : La collecte des échantillons : les urines.

-Réalisation des cultures : les cultures ont été réalisées par un ensemencement des urines sur le milieu
gélose nutritive (GN) a 37°C pendant 24 heures.

-2°™ jour : Aprés incubation, les boites positives (contenant des colonies bactériennes, & ne pas les
confondre avec celle qui sont contaminées) passent pour le test de 1’antibiogramme pour déterminer la

sensibilité aux antibiotiques.

- La sensibilité aux antibiotiques a été déterminée par la méthode de diffusion des disques en milieu

solide (Antibiogramme) et par la méthode de dilution en milieu gélose, Mueller-Hinton (Figure 12).

180mI lot n°13
FAB:04/2018 EXP:04/2019

\

Figure 12 : Milieu de culture gélosé Mueller-Hinton

2-1-3-Etude des caracteres biochimiques des souches (Galerie api 20E)

-Allocation parent isolé 20 éléments : c’est une version miniaturisée et standardisée des techniques
biochimiques conventionnelles pour [I’identification des bactéries a Gram négatif, dont les

entérobactéries (Figure 13).
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Figure 13 : Galerie API20E (n°7 avant incubation et n°430 aprés incubation)

-Elle comporte 20 microtubes contenant des substrats sous forme déshydratée.
-Au-dessous de chaque tube, un sigle indique la nature du test.

-Ces microtubes ont été inoculés avec une suspension bactérienne effectuée en eau physiologique

(milieu ‘Suspension medium’).

-Les réactions produites pendant la période d’incubation (18h-24h a 37C°) se traduisaient par des

virages colorés spontanés ou révélés par I’addition de réactifs.

-Noter finalement les résultats obtenus sur la fiche de lecture, et identifier selon le catalogue de
I’API20E.

2-1-4-Antibiogramme

L’antibiogramme permet de déterminer le phénotype de résistance d’un germe aux antibiotiques et
les CMI d'un groupe d'antibiotiques vis-a-vis d'un germe isolé chez un patient. C’est un test qui a pour
but de prédire la sensibilité d’un germe a un ou plusieurs antibiotiques connus dans une optique
essentiellement thérapeutique. Il sert également a la surveillance épidémiologique de la résistance

bactérienne et a I’identification bactérienne par la mise en évidence de résistances naturelles ou acquises.
Protocole :
-Prélever une colonie parfaitement isolée a I’aide d’une pipette Pasteur boutonnée.

-Dissocier la colonie dans un tube contenant 10 mL d’eau physiologique stérile et homogénéiser

soigneusement la suspension.

-Prélever 1 mL de la suspension obtenue et le transférer dans un deuxieme tube contenant 10 mL

d’eau physiologique en homogénéisant soigneusement la suspension.

-A I’aide d’une pipette Pasteur, inonder la surface d’une boite de Pétri contenant la gélose de Muller-

Hinton avec 2 a 4 mL de la suspension. Enlever soigneusement I’excés de liquide.
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-Sécher les boites de Pétri a température ambiante.

-Appliquer les disques de papier buvard imprégnés des antibiotiques a tester a I’aide d’un distributeur
de disque ou d’une pince (Figure 14).

-Dés l'application des disques, les antibiotiques diffusent de maniéere uniforme si bien que leurs
concentrations sont inversement proportionnelles a la distance du disque.

-Incuber 18 a 24h a 37°C.

Figure 14 : Disposition des disques d'antibiotiques dans les boites de Pétri ensemencées

-Les antibiotiques utilisés sont des antibiotiques destinés aux bactéries Gram- (Figure 15) :

Amoxicilline Clavulanic Acid (AMC), Gentamicine (GEN), Ciprofloxacine (CIP), Ofloxacine
(OFX), Cefazoline (CZ), Ceftazidime (CAZ) et Amikacine (AK).

Rk I"‘L‘JWB“

Figure 15 : Les différents antibiotiques testés

-3°™ jour : La lecture : les disques s'entourent de zones d'inhibition circulaires correspondant & une
absence de culture. Les différents diamétres des zones d’inhibition obtenus autour des disques

d’antibiotiques ont été mesurés (Figure 16), et I’interprétation en bactérie Sensible (S) Intermédiaire (I)
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ou Résistante (R) a été effectuée selon les critéres définis d’aprés les recommandations du comité de

I’antibiogramme.

Figure 16 : Les différents diametres de zones d'inhibition autour des disques d'antibiotiques

3-Analyse in silico
3-1-Especes bactériennes et genes impliqués dans la résistance

Les cing espéces retenues dans cette étude ont été sélectionnées sur la base de la disponibilité de leurs
séquences nucléotidiques soumises dans la banque de données nucléotidiques Genbank hébergée sur le
portail du National Center for Biotechnology Information (NCBI). Ces espéces et leurs genes qui codent

pour I’antibiorésistance sont (Tableau 3) :

Tableau 3 : Les espéces bactériennes et les génes impliqués dans la résistance

Espéces bactériennes Génes impliqueés dans la résistance
Chlamydia trachomatis rplF
CAMP
Escherichia coli strB
aph(6)-1
gyrA
marC
Enterococcus faecalis rplF
Proteus mirabilis emrB
CAMP
Klebsiella pneumoniae Ble
aacC3
blakPC-2

3-2-Etapes d’analyse in silico

La méthode de travail consiste

(https://iwww.ncbi.nIm.nih.gov/) les mots clés a rechercher selon les domaines génomiques pour avoir

des renseignements sur ces especes.

introduire  en ligne sur [Dinterface
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Les résultats obtenus par cette analyse reposent sur des bases de données obtenues d’aprés des études
in vivo ou in vitro, en utilisant des modeles mathématiques plus élaborés, et donnent des réponses plus

complétes sous forme d’arbres phylogéniques construits selon différentes méthodes (Figure 17).

—
Annotations Séquences | FASTA
des séquences non alignées
BLAST
TR Yy
Alignements: .
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claires séquences
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Joining (NT)

Figure 17 : Etapes d'analyse in silico

Annotations des séquences in silico permettent de connaitre par prédiction les fonctionnalités
biologiques, les spécificités microbiologiques, et surtout les fonctionnalités génétiques exprimant des
activités microbiologiques recherchées. Les séquences nucléotidiques sont présentées sous format
FASTA, permettant leurs alignements (alignement multiple dans notre étude) par le programme BLAST,
basé sur ces deux logiciels ClustalW2 et MEGA X, qui donnent un algorithme de calcul des scores de
similarités et des degrés d’homologies et d’identités, pour des identifications et des prédictions de
structures et de fonctions de propriétés des séquences de genes étudiés. Afin d’établir des arbres de
distances (les phylogrammes) mesurés par les logiciels UPGMA et NJ prenant en considération le les

scores de similarités par le maximum de ressemblance, ou le minimum de différence.
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Résultats et discussions

1-Infections gynécologiques
1-1-Origines des infections

Nos enquétes ont été effectuées au niveau de deux hépitaux différents (Cherchell et Sidi Ghiles), les
résultats des enquétes obtenus nous ont permis d’identifier que généralement les origines des infections
gynécologiques sont des mycoses, d’autres groupes bactériens sont impliqués aussi dont la dominance
est celle des Chlamydia trachomatis en premier lieu et d’autres groupes bactériens (E. coli, E. faecalis,
P. mirabilis et K. pneumoniea). Le tableau ci-dessous montre le nombre des germes impliqués dans les

infections gynécologiques :

Tableau 4 : Nombre des infections gynécologiques par année

Chlamydia E.coli, E.faecalis,| Candida
trachomatis P.mirabilis et | albicans

K.pneumoniae

2017 98 30 93
2018 149 135 437
Premier 28 41 51

trimestre du 2019

Total 275 176 581

1-1-1-Chlamydia trachomatis
-Hbpital de Sidi Ghiles

Pas de résultats pour ’année 2017 & 1’hOpital de Sidi Ghiles (Les analyses gynécologiques ne
s’effectuérent pas dans leur laboratoire), aussi pour I’année 2019 car nous avons les 3 premiers mois qui

n’étaient pas significatifs, du coup nous nous sommes basés sur les résultats de 1’année 2018 :

Nous avons enregistré les fréquences d’infections par Chlamydia trachomatis durant 1’année 2018 et

qui étaient moyennes a fortes chez les femmes agées entre 30 et 50 ans (23,60%), tres fortes pour celles
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qui sont entre 50 et 60 ans (37,08%). Les fréquences sont tres faibles chez les femmes qui ont 1’age
inferieur a 30 ans et supérieur a 60 ans (Figure 18).

-Hopital de Cherchell

Pour les trois années : 2017, 2018, et le premier trimestre du 2019, de fortes fréquences d’infections

par Chlamydia trachomatis ont été mentionnées pour les tranches d’ages situées entre 40 a 50 ans et
moyennes entre 40 a 50 ans.

Les fréquences sont beaucoup plus réduites chez les femmes moins de 30 ans et supérieurs a
60ans (Figure 18).

Sur la base des résultats obtenus, nous avons constaté une certaine concordance entre les résultats des
deux hdpitaux malgre il s’agit de deux services différents et éloignés.

Hopital de Sidi Ghiles Hopital de Cherchell
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Figure 18 : Fréquences de Chlamydia trachomatis selon 1’age

1-1-2-Bactéries
-Hopital de Sidi Ghiles

Pas de résultats pour I’année 2017 dans I’hopital de Sidi Ghiles (Les analyses gynecologiques ne
s’effectuérent pas dans leur laboratoire).

En 2018 : Les fréquences les plus importantes ont été enregistrées pour les deux tranches d’age 30 a
40 ans (37,74%) et 40 & 50 ans (16,98%) (Figure 19).

En 2019 : Fortes fréquences enregistrées également pour les tranches d’age 30 a 40 ans (40%) et entre
40 a 60 ans les fréguences sont entre (20 a 28%). Les infections disparaissent pour les ages en dessous
de 30 ans et en dessus de 60ans (Figure 19).
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-Hopital de Cherchell

Pour les trois années : 2017, 2018, et le premier trimestre du 2019, de fortes fréquences d’infections

ont été mentionnées pour les tranches d’ages situées entre 30 a 50 ans.

Les fréquences sont beaucoup plus réduites chez les femmes moins de 30 ans et supérieurs a
60ans (Figure 19).
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Figure 19 : Fréquences d’E.coli, E. faecalis, P. mirabilis et K. pneumoniae selon 1’age

1-1-3-Candida albicans
-Pas de résultats enregistrés dans les archives de I’année 2017dans 1’hopital de Sidi Ghiles.

Comparativement aux infections bactériennes, nous avons les fréquences des mycoses qui sont plus
élevées (44,86% ; 55,56%) mais toujours en suivant la méme allure, ¢’est-a-dire maximum d’infections

dans la tranche d’age 30 a 50 ans et trés faibles en dessous de 30 ans et en dessus de 60 ans (Figure 20).

Nous avons constaté que les infections gynécologiques dépendent donc des tranches d’ages, moins
de 30 ans et supérieurs a 60 ans, ou il y a une régression de I’activité. Par contre trés forte activité chez

les autres tranches d’ages, quel que soit le type de germe, bactérien ou fongique.
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Figure 20 : Fréquences de Candida anlbicans selon /’dge
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1-2-Consommation des antibiotiques

Nous remarquons dans un premier temps qu’on n’a pas les mémes allures des deux histogrammes, ce

qui signifie une différence dans le mode de vente dans les deux pharmacies (Figure 21).

Le nombre de boites d’antibiotiques vendus dans la pharmacie 2 est tres élevé (jusqu’a 6000 boites
par an) a cause d’une vente sans ordonnance, par rapport a la pharmacie 1 (2500 boites) dont la vente

est sous prescription médicale (ordonnance obligatoire).

Malgré la différence du mode de vente entre les deux pharmacies, nous avons constaté une similarité
aux niveaux des fréquences de la vente des antibiotiques dans les 3 années (2017, 2018, et les trois
premiers mois du 2019) : On note que Lexin était I’antibiotique le plus vendu dans les deux pharmacies
et durant les 3 années. Cela est due a sa disponibilité dans les pharmacies, son prix, ou son efficacite,
suivi de Clamoxyl en pharmacie 1 et Cedrox en pharmacie 2 qui sont des antibiotiques de la méme

famille (B-lactamine).
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Figure 21 : Les antibiotiques vendus

Nous avons constaté que la vente d’antifongiques n’est pas du tout significative en la comparant avec
celle des antibiotiques (maximum 30 contre 6000 boites d’antibiotiques vendus par an) malgré le nombre

d’infections fongiques signalé dans les résultats précédents (Figure 22).
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Vente des antifongiques
35
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Nombre de boites

Diflucan 50g Diflucan 150mg
Antifongiques
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Figure 22 : Les antifongiques vendus

1-3-Discussion

Dans les deux différents hopitaux, nous avons enregistré les mémes germes pathogénes qui
provoquent des infections uro-génitales affectant les femmes de différentes tranches d’age. Nous avons
obtenu diverses fréquences a partir des histogrammes établis. Ces pathogénes peuvent étre des
microorganismes présents normalement dans I’organisme des malades développant une pathogénicité,
mais aussi peuvent étre des microorganismes acquis dans le milieu hospitalier c’est-a-dire sont d’origine
nosocomiale (cas de Chlamydia trachomatis dans cette étude), vu que 1I’hdpital de Sidi Ghiles possede
plusieurs services spécialisés (gynécologie, neurochirurgie, oncologie du cancer...), il favorise donc la
transmission de germes entre les patients soit par voie directe ou indirecte , par contact directe ou bien
par I’intermédiaire des outils de I’hopital. 1l faut prendre en consideration aussi la localisation de ces
hopitaux et leur environnement (température, humidité etc...) qui jouent un rdle qui favorise la

persistante des germes.

Les infections uro-génitales ont été fortement signalées chez les femmes de la tranche d’age 30 a 60
ans, dont les fréquences étaient tres élevées, cela s’explique par le plein d’activité des germes favorisée
par différents facteurs (femmes mariées, enceintes, en plein allaitement...). Les plus faibles fréquences
ont été signalées chez les femmes inferieurs a 30 ans, qui peut étre due a I’absence de I’activité
gynécologique au sens propre du terme, et aussi chez les femmes dont 1’age est supérieur a 60 ans a

cause des problémes de ménopause.

Il est essentiel de citer que la favorisation, la transmission et la persistance de ces germes peuvent
étre causées par les problemes hygiéniques dans les établissements de santé ou aux domiciles des
patientes, la mauvaise application de mesures barrieres d’hygiéne visant la prévention de la transmission
des agents infectieux, qui concerne I’ensemble des précautions d’hygi¢ne des mains, le port de gants,

de masques, aussi éviter les contacts entre les patients, de I’environnement & un patient etc...
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En outre, I’existence des pathogenes et leur persistance chez une malade malgré sa prise
d’antibiotiques: Ce phénomeéne se traduit par 1’absence de réponse de ce germe a cet/ces antibiotique(s)
et sa tolérance, cela s’explique, d’une part par la résistance de ce germe a cet/ces antibiotique(s) c’est-a-
dire que ce dernier ne peut pas agir sur le microorganisme de fagon a 1’éliminer (bactéricide) ou bloquer
son développement (bactériostatique), a cause de la capacité du germe a réagir contre cet antibiotiques,
et faire face a ses propriétés par les mécanismes de la résistances aux antibiotiques. On cite la
modification de la cible de I’antibiotique, 1’inactivation enzymatique de I’antibiotique, mécanisme
d’efflux, diminution de la perméabilité de la membrane, protection de la cible de I’antibiotique et son
piégeage (Collectif, 2008 ; Scott, 2009 ; Guerin, 2010 ; Muylaert et Mainil, 2012). D’autre part cela est
due a la mauvaise consommation des antibiotiques dans le cas d’une prise de ce dernier contre un germe
qui n’a aucune réponse a cette famille du médicament, ou si le microorganisme est un champignon
(Candida albicas dans notre étude). Au lieu de prendre des antifongiques qui agissent directement et
spécifiqguement conte les mycoses. La prise des antibiotiques a long terme et avec une forte posologie,
sert donc au developpement de la résistance bactérienne aux antibiotiques et ne deviennent plus efficaces

méme pour un autre traitement contres des bactéries.

L’administration des antibiotiques, leurs prescriptions par les medecins, leurs ventes aux niveaux des
pharmacies, et leurs consommations par la population en général et pas seulement par les malades font
1’objet de I’inconscience qui expose un immense probléme de multirésistance aux antibiotiques. La prise
de ces derniers pour un simple mal de téte, pour des grippes d’origines virales, et sans la consultation ni
la prescription du médecin (automedication), et en situation plus grave la vente des antibiotiques sans
ordonnances médicales par les pharmacies (la 2™ pharmacie dans cette étude) rend la vente des

antibiotiques une affaire purement commerciale et économique et non pas celle de la santé publique.

Des chiffres de 6000 boites d’antibiotiques et plus sont enregistrées par an et tres peu de boites
d’antifongiques, maximum 29 boites par an (la 2°™ pharmacie) alors qu’il n’y a pas de vente
d’antifongiques enregistrée dans (la 1°® pharmacie). Les résultats obtenus montrent que la dominance
des infections gynécologiques sont généralement causées par des mycoses (Candida albicans) qui ne
subissent donc pas de traitement et la présence du germe est pour toujours, nous posons donc dans ce

cas la problématique du diagnostic.

En comparant les fréquences d’infections par rapport au volume d’antibiotiques commercialisé, il
apparait clairement 1’excés et méme la surutilisation de ces médicaments. Ceci signifie qu’il n’y a pas

de relation thérapeutique entre le diagnostic et le traitement.
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2-Test de sensibilité aux antibiotiques

En analysant les résultats, nous avons remarqué qu’il y’a au moins 2 a 3 cas de resistance par rapport
aux antibiotiques existants, méme dans le cas d’un maximum de sensibilité il y’a au moins deux cas de
résistance (Ceftazidime (CAZ) est majoritairement sensible mais résistant aux 2 souches : E. Coli et
E.faecalis), donc clairement nous sommes trés loin d’un cas de sensibilité parfaite, ce qui veut dire méme
s’il y’a trés peu de résistance, il y’a une prédisposition a la développer plus particulierement chez les
agents infectieux E. coli, Klebsiella etc... (Tableau 5). Les données montrent que I’antibiotique révélant
le plus est I’AMC (Amoxyline).

Tableau 5 : Résultats de test de I'antibiogramme

AK CIP AMC OFX Cz GEN CAZ
E.coli (boites 89, 50, | I R I R R S R
19, 207 et autres)
K.pneumoniae (boites | R S R S S R-1 S
54,188, 368 et autres)
E.faecalis (boites 10, | R R R R R R R
430, 13, 22 et autres)
P.mirabilis (boites 55, | R R R R S R S
21, 24, 11 et autres)
Citrobacter ssp | R S R S R S S
(boites 4, 237, 465,
176...)
Shigella ssp (boites 7, | S S R S R S S
36, 178...)

-S : sensible : forte probabilité de succes thérapeutique

-R : résistante : faible probabilité de succes thérapeutique

-1 : intermédiaire : sensible a forte posologie, la probabilité de succés thérapeutique est uniquement
dans le cas d’un traitement par voie systémique avec une posologie forte ou lorsque 1’antibiotique se

concentre au site de I’infection.
Discussion

Le tableau 5 montre clairement qu’on est dans une situation de résistance aux antibiotiques (24 cas
de résistance aux antibiotiques), aussi il montre la famille de I’antibiotique qui présente le plus de
résistance qui appartient a la famille des B-lactamine qui inhibent la production de la paroi cellulaire, et
qui sont des inhibiteurs sélectifs de la synthése de peptidoglycanes. L'étape initiale consiste en la fixation
de celle-ci a des récepteurs cellulaires appelés « protéines liant la pénicilline ». Une fois qu'un
antibiotique B-lactamine s'est lié a ces récepteurs, la réaction de transpeptidation est inhibée et la

synthese des peptidoglycanes est bloquée. Il en résulte une lyse bactérienne (Annexe ).
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3-Etude in silico

3-1-Chlamydia trachomatis

Dans la base de données de la banque NCBI plusieurs études qui se sont intéressees a la souche de
Chlamydia trachomatis dont nous avons 15 469 articles publiés dans PubMed et 17 754 articles publiés

dans PubMed Central et autres. 11 722 génes étudiés et déscrits dont 165 de son génome a été assemblé
et 118 687 nucléotides.

Literature Genes

Bookshelf Gene
MeSH GEO DataSets
NLM Catalog GEO Profiles
PubMed HomoloGene 0
PubMed Central 17,754

PopSet 20

Parmi les génes étudiés nous avons les genes de résistances aux antibiotiques tels que rplF et CAMP :

-La figure 23 montre 1’arbres phylogénétiques obtenu par ’'UPGMA (a) puis par le Neighbor Joining
(b) & partir de 1’analyse du gene rplF qui se localise dans 5 souches appartenant uniquement a 1’espece
Chlamydia trachomatis telles que : Chlamydia trachomatis E/11023, Chlamydia trachomatis RC-F(s),
Chlamydia trachomatis RC-F(s), Chlamydia trachomatis 434/Bu, Chlamydia trachomatis tet9 et
Chlamydia trachomatis RC-J/971 dont les pourcentages de similarité sont & 100%, 99,46% et 99.28%.

*Chlamydia trachomatis E/1 1023, complete genome
J

*Chlamydia trachomatis RC-F(s)/852, complete ...

@ (a)
@ Chlamydia trachomatis 434/Bu chromosome, complete genomse
0.002 *Chlamydia trachomatis strain tet9 chromosome, complete gen..
| I J
*Chlamydia trachomatis RC-1/971, complete genome
*Chlamydia trachomatis E/11023, complete genome
J
»Chlamydia trachomatis RC-F(s)/852, complete ...
2 (b , _ | |
pChlamydia trachomatis RC-J/971, complete genome
0.002 q‘Chlamydia trachomatis strain tet9 chromosome, complete gen..
| I [

@ Chlamydia trachomatis 434/Bu chromosome, complete genoms

Figure 23 : Arbres phylogénetiques du géne rplF chez I'espéce Chlamydia trachomatis
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-Le géne CAMP analysé par UPGMA (a) et NJ (b) qui code pour I’antibiorésistance chez 1’espéce
C.trachomatis est associé a plusieurs autres especes telles que : Homo sapiens, Propithecus coquereli,
Chlorocebus sabaeus et Gorilla gorilla dont les pourcentages de similarité sont a 100%, 98,09%, 87,88%
et 71,16% (Figure 24).

@PREDICTED: Propithecus coquereli cathelicidin antimicrobial peptide (CAMP), mRNA
2 (a) @PREDICTED: Chlorocebus sabaeus cathelicidin antimicrobial peptide (CAMP), transeript...
@PREDICTED: Gorilla gorilla gorlla cathelicidin antimicrobial peptide (CAMP),...

0.03 00 Homo sapiens chromosome 3, GRCh38.p12 Primary Assembly
| | @

@Homo sapiens chromosome 3 clone CTD-3211M3, complete sequence

@PREDICTED: Propithecus coquereli cathelicidin antimicrobial peptide (CAMP), mRNA
@ (b) @PREDICTED: Chlorocebus sabaeus cathelicidin antimicrobial peptide (CAMP), transcript..
@PREDICTED: Gorilla gorilla gorilla cathelicidin antimicrobial peptide (CAMP),..

0.03 00 Homo sapiens chromosome 3 clone CTD-3211M3, complete sequence
| | Q@

@ Homo sapiens chromosome 3, GRCh38.p12 Primary Assembly

Figure 24 : Arbres phylogenétiques du gene CAMP chez C.trachomatis

3-2-Escherichia coli

E.coli est I’espece bactérienne la plus étudiée a ce jour. C’est au sein de cette espéce qu’il existe le
plus de génomes disponibles, entierement séquences et annotés. Dans la base de données de la banque
NCBI on a 393 529 articles publiés dans PubMed et 515 598 articles publiés dans PubMed Central et
autres. 114 149 genes étudiés et déscrits dont 18 323 de son génome a été assemblé et 15 301 212

nucléotides.

Literature Genes

Bookshelf Gene

MeSH GEO DataSets

NLM Catalog [ 1.006 | GEO Profiles 608,997

PubMed HomoloGene 185

PubMed Central PopSet 5.669
UniGene I

Les quatre genes (strB, aph(6)-1, gyrA et marC) analysés dans notre étude impliqués dans
I’antibiorésistance (parmi environs 110 genes de résistances) chez E.coli ont montré qu’ils sont
specifiques a cette espéece et ses différentes souches mais on les trouve aussi chez quelques autres especes

proches d’E.coli.
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-La figure 25 montre les arbres phylogénétiques du gene strB spécifiques a I’espéce E.coli et qui se
trouve chez ses différentes souches suivantes : Escherichia coli 0104 :H4, Escherichia coli C600,
Escherichia coli WCHEC96200 et aussi a I’espéce Acinetobacter baumannii dont les pourcentages de

similarité sont tous & 100%.

Acimetobacter baumannn strain ¥YB33071 chromos...
[ ]

QEschen'chia coli O104:H4 strain FWSEC0009 chro...

(a) {3Escherichia coli strain C600_pConj 125k plasmid p...
wiEscherichia coh strain WCHEC96200 chromosome,...
@ Escherichia coli plasmid p9123, complete sequence
Escherichia coli O104:H4 strain FWSECO0009 chro...
Escherichia coli strain C600_ pConjl25k plasmid p...
(b) ;‘Eschen'chia colil strain WCHEC96200 chromosome,...
‘@Escherichia coli plasmid p9123, complete sequence

Acinetobacter baumannii strain VB33071 chromos...

Figure 25 : Arbres phylogénétiques du gene strB chez E.coli

-Le gene aph(6)-I étudiés par la méthode UPGMA (a) et la méthode NJ (b) résulte les arbres
phylogénétiques de la (figure 26) qui montre que ce géne appartient aux souches de E.coli suivantes
Escherichia coli strain YSP8-1, Escherichia coli M629-2, Escherichia coli E2863 et a [’espece

Acinetobacter baumannii dont le pourcentage de similarité est de 100%.

Escherichia coli E2863 plasmid pE2863-1 DNA, c...

Escherichia coli strain ¥ SP8-1 chromosome, comp..

(@)
‘s Escherichia coli M629-2 plasmid pM629-2-NDMS5..
W Acinetobacter baumannii strain VB23193 chromos..
@ Escherichia coli E2863 plasmmid pE2863-1 DNA, c...
Escherichia coli strain YSP8-1 chromosome, comp..
(b) OEti(:herichia coli M629-2 plasmid pM629-2-NDMS5..
=

r)F'u:ineu:ban:le:r baumanni strain VB23193 chromos..
@ Escherichia coli E2863 plasmid pE2863-1 DNA, c...

Escherichia coli E2863 plasmid pE2863-1 DNA, c...

Figure 26 : Arbres phylogénétiques du gene aph(6)-1 chez E.coli
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-Le gene gyrA code pour la résistance aux antibiotiques specifiquement chez les souches de 1’espéce
E.coli suivantes Escherichia coli strain MT102, Escherichia coli strain tolC-, Escherichia coli train
FORC-031, Escherichia coli str.K-12 et Escherichia coli strain NRRLB-1109 avec un pourcentage de
similarité de 100% (Figure 27).

Escherichia coli strain NRRL B-1109 chr...

Escherichia coli strain MT 102 chromoso...
(a) Escherichia coli strain tolC-, complete gen...
wEscherichia coli strain FORC 031, comple...

@ Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655....

Escherichia coli strain MT102 chromoso...
Escherichia coli strain tolC-, complete gen...
(b) “¥Escherichia coli strain FORC 031, comple...
@ Escherichia coli str. K-12 substr. MG 1655...

Escherichia coli strain NRRL B-1109 chr...

Figure 27 : Arbres phylogénétiques du gene gyrA chez E.coli

-La méme analyse effectuée au géne marC chez I’espece E.coli a montré des arbres phylogénétiques
(Figure 28) qui donne les pourcentages de similarité de 100%, 99,40%, 98% et 97,90% entre les souches
suivantes qui appartiennent a la méme espece Escherichia coli strain MCJCHV-1, Escherichia coli
DSM30083, Escherichia coli JAI39, Escherichia coli AR-0013 et Escherichia coli strain SMS-3-5.

Escherichia coli strain MCJCHV-1 chromosome, complete genome

Escherichia coli DSM 30083 = JCM 1649 = ATCC 11775 chromos...
° (@)
Escherichia coli SMS-3-5, complete genome

0.004 @ Escherichia coli IAI39 chromosome, complete genome
| | (]

Escherichia coli strain AR_0013 chromosome, complete genome

Escherichia coli strain MCICHV-1 chromosome, complete genome

Escherichia coli DSM 30083 = JCM 1649 = ATCC 11775 chromos...

(b)
@ @ Escherichia coli [AI39 chromosome, complete genome

QP
| 0.004 | o Escherichia coli strain AR_0013 chromosome, complete genome

Escherichia coli SMS-3-5, complete genome

Figure 28 : Arbre phylogénétique du géne marC chez I'espéce Escherichia coli
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3-3-Enterococcus feacalis

Sur la banque de donnée NCBI nous ne trouvons qu’un seul géne de résistance aux antibiotiques qui
est completement séquencé et étudié, mais les travaux sur cet organisme sont pousses vu son pouvoir

pathogene dont nous avons 23 795 articles publiés sur le PubMed Central 15 608 articles sur le PubMed,
8 214 génes et plus de 319 8162 protéines.

Literature Genes

Bookshelf Gene
MeSH GEO DataSets
NLM Catalog GEO Profiles 0
PubMed HomoloGene 0
PubMed Central 23,795 PopSet [ 409 |

-C’est le méme cas des autres especes employées dans cette étude qui ont différents génes résistants
aux antibiotiques et qui appartiennent uniquement aux différentes souches de la méme espece, le gene
rplF appartient aux différentes souches Enterococcus feacalis FC, Enterocossus feacalis 110,

Enterococcus feacalis V583 et Enterococcus feacalis sorialis de 1’espéce E.feacalis avec un pourcentage
de similarité de 100% (Figure 29).

Enterococcus faecalis strain FC chromosome., com...

Enterococcus faecalis strain 110 chromosome
@ (@)

@ Enterococcus faecalis V583 chromosome, comple...
| 0-0005 1 Enterococcus faecalis strain sorialis, complete gen...
1 1

Enterococcus faecalis V583 chromosome, comple...
Enterococcus faecalis strain FC chromosome, com...
Enterococcus faecalis strain 110 chromosome
@ (b)
Enterococcus faecalis V583 chromosome, comple...
| ©-0005 | Enterococcus faecalis strain sorialis, complete gen...
1 1 QP

@ Enterococcus faecalis V583 chromosome, comple...

Figure 29 : Arbres phylogénétiques du gene rplF chez E.faecalis

3-4-Proteus mirabilis

Sur la banque de donnée NCBI nous trouvons plus de 13 421 articles publiés sur Proteus mirabilis

dont 6 356 dans PubMed et 13 440 dans PubMed Central, aussi 4 596 genes étudiés et séquencés.
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Literature Genes

Bookshelf E3 Gene
MeSH EE  GEO DataSets 113
NLM Catalog GEO Profiles 0
PubMed HomoloGene v

PubMed Central

-y
W
£
[=]

PopSet

-L’analyse in silico de 1’espéce Proteus mirabilis a donné les arbres phylogénétiques (Figure 30) qui
montrent la localisation du gene emrB résistant aux antibiotiques qui est spécifique a la méme espece P.

mirabilis et appartient a ses différentes souches telles que Pantoea agglomerans et Proteus mirabilis
dont le pourcentage de similarité est de 100%.

Pantoea agglomerans strain CFSANO047154 chromos...

® (a)
@ Proteus mirabilis strain HI4320, complete genome
0.03
i I ?
Proteus mirabilis strain HI4320, complete genome
Pantoea agglomerans strain CFSANO047154 chromos...
° (b) o
0.03 Proteus mirabilis strain HI4320, complete genome
— I ?

@ Proteus mirabilis strain HI4320, complete genome

Figure 30 : Arbre phylogénétique du gene emrB chez P.mirabilis

-Le gene CAMP étudié chez I’espece P.mirabilis avec les deux méthodes UPGMA (a) et NJ (b) qui
nous ont donné ces arbres phylogénétiques (Figure 31) appartient a différentes espéces telles que Proteus
mirabilis, Marmota flaviventris, Chlorocebus sabaeus, Pan paniscus et Homo sapiens dont les
pourcentages de similarité sont de 100%, 35%, 17% et 5%.
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PREDICTED: Marmota flaviventris cathelicidin antimicrobial peptide-like (LOC114090201), transcript.
0 (a) @PREDICTED: Chlorocebus sabaeus cathelicidin antimicrobial peptide (CAMP), transcript va.
@PREDICTED: Pan paniscus cathelicidin antimicrobial peptide (CAMP), mRNA

Q . :
0.03 @Homo sapiens chromosome 3. GRCh38.p12 Primary Assembly
| | 9

@Homo sapiens BAC clone VMRC359-515G10 from chromosome unknown. complete se...

PREDICTED: Marmota flaviventris cathelicidin antimicrobial peptide-like (LOC114090201), transcript.

@ (b) @PREDICTED: Chlorocebus sabaeus cathelicidin antimicrobial peptide (CAMP), transcript va.
o @PREDICTED: Pan paniscus cathelicidin antimicrobial peptide (CAMP), mRNA
* . A
0.03 9 Homo sapiens BAC clone VMRC59-515G10 from chromosome unknown, complete se...
| | Q

@Homo sapiens chromosome 3, GRCh38.p12 Primary Assembly

Figure 31 : Arbres phylogenétiques du gene CAMP chez P.mirabilis

3-5-Klebsiella pneumoniae

Vu son pouvoir pathogéne, Klebsiella pneumoniae est largement étudiée, on trouve dans la banque
de donnée NCBI 39 086 articles publiés dans le PubMed Central, et environ 43 988 génes séquencés et
étudiés, mais non seulement le pouvoir pathogene, Klebsiella possede une résistance intense aux
médicaments principalement les antibiotiques et nous trouvons 23 307 articles sur PubMed, et 7 génes

complétement étudiés concernant la résistance aux antibiotiques.

Literature Genes

Bookshelf 367 Gene 43,988

MeSH GEO DataSets
NLM Catalog GEO Profiles 0

PubMed 23,307 HomoloGene 0

PubMed Central PopSet

Nous choisissons les génes suivants : ble, aacC3 et blakPC-2.

-Le géne ble analysé in silico a donné les arbres phylogénétques (Figure 32) qui montrent sa
localisation chez les différentes souches suivantes Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Salmonela

enterica CFSA231 et Staphylococcus aureus avec des pourcentages de similarité de 100% et 96%.
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Klebsiella pneumoniae plasmid pK1HV, strain K1HV, complete se...
(a) Escherichia coli genome assembly FHI29. scaftold scaffold-10 con..

£}Salmonella enterica subsp. enterica strain CFSA231 chromosome, c..

@ Staphylococcus aureus subsp. aureus strain WCTUH29 chromosome, ..

@ Klebsiella pneumoniae plasmid pK1HV, complete sequence

Escherichia coli genome assembly FHI29. scaffold scaffold-10 con..
Q . . .

(b) Salmonella enterica subsp. enterica strain CFSA231 chromosome, c.

Q@

nStaphylococcus aureus subsp. aureus strain WCUH29 chromosome..

@Klebsiella pneumoniae plasmid pK1HV, complete sequence

Klebsiella pneumoniae plasmid pK1HV., strain K1HV. complete se...

Figure 32 : Arbres phylogénetiques du gene ble chez K.pneumoniae

-De méme les arbres phylogénétiques du aacC3 montre que ce dernier appartient aux différentes
especes Klebsiella pneumoniae, Klebsiella pneumoniae TA6363, Salmonela enterica CFSA1096,
Escherichia coli EC-129 et Pseudomonas aeroginosa avec un pourcentage de similarité de 100% (Figure
33).

@ Salmonella enterica subsp. enterica strain CFSA1096 plasm...

Q
SEscherichia coli stramn EC-129 plasmid pEC129 2, comple...

(@)
8 Klebsiella pneumoniae TA6363 plasmid pTMTA63633 D...

{YPseudomonas aeruginosa plasmid pP6qnrS1, complete seq...

O@Klebsiella pneumoniae plasmid pK18An, complete sequence

@ Escherichia coli strain EC-129 plasmid pEC129 2, comple...
QKIebsiella preumoniae TA6363 plasmid pTMTAG3633 D...

(b) -4 . _
Pseudomonas aeruginosa plasmid pP6oqurS1, complete seq...

FKlebsiella pneumoniae plasmid pK18An, complete sequence

O Salmonella enterica subsp. enterica strain CFSA1096 plasm..

Figure 33 : Arbres phylogénétiques du gene aacC3 chez K.pneumoniae
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-La figure 34 montre les arbres phylogénétiques du géne blakKPC-2 qui appartient aux différentes
especes telles que Klebsiella pneumoniae R1761, Klebsiella pneumoniae FCF1305, Escherichia coli,

Citrobacter freundii et Pseudomonas aeruginosa avec un pourcentage de similarité de 100%.

Klebsiella pneumoniae strain R1761 plasnud p1761 01

(a) Escherichia coli strain Ec-2Lar plasmid pC-Ec2-KPC, ¢...
a
& Citrobacter freundii strain CAV 1857 plasnud pKPC C...

@Pseudomonas aeruginosa strain ST463 plasmid p1011...

@ Klebsiella pneumoniae FCF1305 plasmid pKPC FCFI...

Escherichia coli strain Ec-2Lar plasmid pC-Ec2-KPC, c..
(b) O(‘itrobacter freundn strain CAV1857 plasmid pKPC C...
Q

©Pseudomonas aeruginosa strain ST463 plasmid pl1011...

PKlebsiella pneumoniae FCF1305 plasmid pKPC _FCF1...

Klebsiella pneumoniae strain R1761 plasmid pl761 01

Figure 34 : Arbres phylogénetiques du gene blakPC-2 chez K.pneumoniae

Discussion

L’objectif de cette étude est d’évaluer in silico les genes impliqués dans le phénomeéne de
I’antibiorésistance chez différentes especes bactériennes, en identifiant leurs séquences et leurs cartes
génétiques (Annexe I1).

Les résultats ont montré deux cas concernant la localisation des différents génes résistants aux
antibiotiques :

Le premier cas montre que les genes sont conservés uniquement chez une seule espece et dispersés
sur ses différentes souches (cas de Chlamydia trachomatis, Enterococcus faecalis et E. coli) : dans ce

cas on constate que le gene est localisé sur un des chromosomes de 1’ADN bactérien. La transmission
peut étre verticale alors.

La résistance chromosomique aux antibiotiques peut étre due soit a des mutations soit a la présence
naturelle de genes de résistance. La résistance par mutation se transmet aux cellules filles verticalement.

La fréquence d’apparition des mutations est de 1’ordre de 10° & 101° par génération (Fosseprez, 2013).
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Le second cas montre que les genes ne sont pas conservés a une seule espéce mais on le trouve présent
chez plusieurs autres espéces éloignées phylogénetiquement, voire méme entre bactérie a Gram positif
et Gram négatif. Donc ces génes ne sont pas portés sur le support génétique « le chromosome » mais sur
d’autres supports génétiques « plasmides » qui assurent un autre type de transmission, on parle de la

transmission horizontale (cas de Klebsiella pneumoniae).

Le transfert horizontal est le principal mécanisme responsable de la dissémination des génes de
résistance au sein du monde bactérien et concerne 80 % des cas de résistance observés en médecine
humaine. Ce mécanisme peut résulter de trois processus : la transformation qui implique le transport
intracellulaire et la recombinaison d’un ADN libre, la transduction par laquelle I’ADN de 1’héte est
encapsidé dans un bactériophage et la conjugaison, un mécanisme exigeant car dépendant d’un contact

étroit entre les cellules (Fosseprez, 2013).

Un autre cas a été observeé et qui était la localisation des génes de résistance sur le chromosome mais
ils se retrouvaient sur différentes espéces bactériennes (cas du géne trouve chez Proteus mirabilis), ce
phénomeéne s’explique par la localisation du géne sur autres supports génétiques hors le chromosome et

le plasmide.

Ces supports génétiques peuvent étre les éléments transposables et les intégrons. Les éléments
transposables sont capables d’étre transférés d’un site donneur vers un site cible, localisés ou non sur la
méme molécule d’ADN, plasmidique ou chromosomique. Ces fragments d’ADN ne peuvent
généralement se répliquer, mais codent pour les déterminants de leur transposition. La transposition est
un mécanisme d’évolution rapide qui consiste en I’insertion de génes de taille définie au sein d’un
génome sans aucune homologie. Les éléments transposables impliqués dans la résistance aux
antibiotiques sont les suivant : les sequences d’insertion (SI), les transposons conjugatifs, les transposons
mobilisables, les transposons composites ou les transposons non-composites dont les caractéristiques

sont résumées dans le tableau ci-dessous (Tableau 6) :
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Tableau 6 : EIéments génétiques de la transmission de I’antibiorésistance

Type d’éléments ] '
Definition Structure schématisée
transposables
Séquence d’insertion | Elément codant pour une transposase. >
IS , . . =
) encadré de 2 séquences inversées IR Transposase o
répétees (IR)
Transposon Elément codant pour une résistance & un b 5§ wwsr [ 5 4
composite antibiotique, encadré de 2 léments IS. e /_
sele O resisiance
Transposon noi- Elément codant pour une excisionase et K, R, A
) - . -t 7 G
composite porteur d’un ou plusieurs génes ? e, iy 1
accessoires. N )
ANSPOS : 50e551 3 a5, R, R I
Tlalllsllmaon E}:{ergent | nece_ssnar_ltl la presl.ernce. ) BEEEEED )
mobilisable (MTn) d’éléments conjugatifs pour ftransférer| pordecmmtrion T Excion &
d'une cellule a une autre (plasmides, Dir + MpE lsertion
CTn)
Transposon Elément portant les génes pour
conjugatif (CTn) I'excision, le ftransfert conjugatif et
R - - - - R . K I
I'intégration dans le génome de la cellule vy »EERERR
hote. Ts portent également des génes de| gresDr " e o
résistance.

4-Discussion générale

L’objectif de cette étude est double. 1l s’agit dans un premier temps d’évaluer les connaissances et les
comportements des populations bactériennes concernant les antibiotiques, mais aussi la consommation
et I’utilisation de ces derniers par la population humaine, et d’évaluer la résistance bactérienne aux
antibiotiques, d’identifier les facteurs socio-économiques qui sont associés aux recommandations
médicales (administration des antibiotiques) et aux ventes pharmaceutiques (commercialisation des
antibiotiques). Dans un second temps, il s’agit d’analyser les mécanismes de 1’antibiorésistance a une

échelle moléculaire par approche bioinformatique.

La problématique de I’antibiorésistance se pose avec insistance dans le monde et en Algérie, il s’agit
d’une problématique a multiples effets, qui cause énormément de degats en matiére de santé humaine,
d’une part, notamment 1’échec des traitements de certaines maladies infectieuses qui entrainent des

hospitalisations, des déces, et I’augmentation de la facture du remboursement par la CNAS, d’autre part.

La Caisse nationale des assurances sociales (CNAS), a déclaré qu’elle a remboursé en 2016 des
chiffres qui illustrent parfaitement le mésusage et la surutilisation des antibiotiques, dont I’indication est
souvent injustifiée (180 milliards de dinars de traitement d’antibiotiques). Ces chiffres ne représentent
que la CNAS, sans compter les dépenses de la Casnos et celles de I’automédication. Dit le dircteur de la
CNAS (El watan, 2017).
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Il a été montre que I’augmentation du nombre de résistances était directement liée au taux d’utilisation
d’antibiotiques (Van et Stobberinh, 2000 ; Vandaéle, 2012). Si I’utilisation d’antibiotiques n’est pas le
facteur déclenchant 1’apparition des résistances, c’est bien elle qui permet de sélectionner les souches
résistantes (Vandaéle, 2012).

L’arrét de 1utilisation d’un antibiotique diminue les résistances bactériennes a ce dernier, mais la
disparition totale semble utopique. De plus, le phénoméne de diminution des résistances peut prendre
plusieurs années et il suffit qu’un autre antibiotique soit utilisé entre temps pour qu’un phénomeéne de
co-sélection relance le processus rapide de dissémination (Neely et Holder, 1999 ; French, 2010 ;
Vandaéle, 2012). Nous avons vu qu’une utilisation des antibiotiques, qu’elle soit bonne ou mauvaise est
a I’origine de cette sélection mais une mauvaise utilisation accélere dangereusement ce phénomene. En
effet, un traitement trop tardif, une posologie trop faible, un spectre non adapté au germe traité ou un
arrét précoce du traitement sont autant de pratiques qui sélectionnent les souches resistantes et permettent
une diffusion plus large. De plus, la présence d’antibiotiques va diminuer le nombre de souches
bactériennes non résistantes qui régulaient alors la population résistante. Ainsi, les germes résistants se

développent et la diffusion des résistances s’accroit (Neely et Holder, 1999 ; Vandaéle, 2012).

Il faut préciser que cela est lié au fait que les mesures de prévention sont souvent négligées par les
praticiens et les malades, que ce soit en milieu hospitalier, concernant les conditions d’hygiéne et le
lavage des mains. Ils sont prescrits sans preuve d’infections bactériennes. 1l y aussi le recours excessif a

ces produits a large spectre alors que I’infection bactérienne n’est pas confirmée (El watan, 2017).

L’ Automédication (I’emploi de médicaments sans prescription médicale) est un facteur qui
complique I’antibiorésistance. L’automédication est trés dangereuse, car elle peut fausser le diagnostic
et méme compliquer la maladie, surtout dans le cas d’association d’antibiotiques antagonistes

incompatibles.

Les impacts de la résistance bactérienne sur la santé publique humaine sont multiples : les infections
nosocomiales non-contrélées qui sont principalement des septicémies, d’infections de sites opératoires
dues a SARM (Staphylococcus Aureus Résistant a la Méthicilline), d’infections cardiaques dues a des
entérocoques E.faecalis résistants a la vancomycine, ou encore d’infections de plaies dues a
Acinetobacter baumannii résistant aux carbapénemes. Les entérobactéries Escherichia coli font partis
d’une des 8 bactéries multirésistantes les plus inquiétantes suivies par le Centre Européen pour la
Prévention et le Contr6le des maladies (Buard, 2013). Des infections hors du milieu hospitalier causant
dans cette derniere décennie, de nombreux cas d’épidémies a bactéries multirésistantes qui ont été
constatés en dehors des milieux hospitaliers. En 2005, il a été estimé que les épidémies a SARM avaient
causé 190 00 déces aux Etats-Unis. (Buard, 2013).
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Dans ce contexte, la lutte contre I’antibiorésistance apparait essentielle. Cette résistance ne peut pas
étre totalement éliminée, mais il est impératif de prendre des mesures afin de limiter ce phénomeéne.
Différentes perspectives sont étudiées pour minimiser la résistance bactérienne aux antibiotiques. Le
développement des échanges entre pays et continents joue un rdle majeur par sa contribution dans
I’accroissement de la mondialisation du phénoméne de résistance bactérienne et de bactéries
multirésistantes. Une dimension européenne et internationale est donc primordiale a la lutte contre
I’antibiorésistance. La gravité de cette menace d’ampleur mondiale a amené plusieurs organisations de
santé, a placer la résistance bactérienne dans leur priorité. Dans les établissements de santé, des actions
ont été initiées dés le début des années 1990, en matiere de surveillance et de prévention de la
transmission croisée des bactéries multirésistantes, avec notamment 1’élaboration et la diffusion d’un

certain nombre de recommandations (MTES, 2011).

Les antibiotiques sont mal utilisés contre les champignons, et ils renforcent la résistance des bactéries.
Les infections a champignon sont trop souvent traitées par antibiotiques alors qu'elles ne répondent pas
a ce traitement. Cela entraine de nombreux déces et augmente la résistance des bactéries. Les
antibiotiques, ce n'est pas automatique. Ca ne marche que pour les bactéries, et donc, pas contre les virus,
ni les champignons. Selon les auteurs, les infections dues a des champignons sont sous diagnostiquées
(Ledieu, 2017). Pour limiter cela il faut utiliser des antifongiques specifiques pour les infections a

champignons qui se différent des antibiotiques.

Les antifongiques interférent avec le fonctionnement des cellules fongiques, et en fonction de leur
cible cellulaire (Vincent, 2019). lls sont plus au moins spécifiques, selon le constituant avec lequel ils
interferent qu’il existe ou non dans les cellules humaines, ils seront des fongicides ou des fongistatiques,
selon ce qu’ils provoquent : la lyse cellulaire ou inhibent la prolifération cellulaire, les cibles des
antifongiques sont les suivantes : altération de la membrane plasmique : 1- interaction directe avec
I’ergostérol membranaire, 2- inhibition synthése ergostérol membranaire par inhibition 14a-lanostérol
déméthylase mitochondriale ; altération du cycle cellulaire : 3- inhibition synthése d’ARN et d’ADN

fongique ; et/ou altération de la paroi fongique : 4- inhibition b-1,3-glucane synthétase (Vincent, 2019).

Notre enquéte montre bien I’importante existence de mycose a 1’origine de Candida albicans qui
touche les différentes tranches d’age, la comparer avec les ventes des antifongiques qui sont trés peu
consommeés contrairement aux antibactériens, ce qui indique 1’utilisation des antibiotiques a long terme
sans aucun effet lors d’une infection fongique conduisant a la persistance de 1’agent pathogene fongique

et I’acquisition de la résistance des autres bactéries a ces antibiotiques.

L’analyse in silico effectuée nous a permis des montré d’une part, ’ampleur de la situation de

I’antibiorésistanc. Des milliers de génes impliqués dans la résistance aux antibiotiques ont été signalés
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chez différentes especes (Chlamydia trachomatis, E coli, Klebsiella pneumoniae ...etc). D’autre part,
I’approche bioinformatique a identifié a travers la conception des arbres phylogénétiques, le mode de

diffusion et transmission des genes résistants aux antibiotiques.

Les génes correspondants sont souvent adjacents et exprimés d’une fagcon coordonnée comme dans
les intégrons. La co-sélection, c¢’est-a-dire la sélection d’un microorganisme résistant a un antibiotique
lors d’une exposition & un autre agent antimicrobien, résulte des phénomeénes de résistance croisée et de
co-résistance. La présence de certains antibiotiques dans 1’environnement peut parfois faciliter le

transfert de genes de résistance (Muylaert et Mainil, 2012).
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Conclusion

L’antibiorésistance fait 1’objet de nombreuses études, et de nombreux moyens ont été mis en ceuvre
afin de limiter son apparition et la propagation des bactéries résistantes, mais, jusqu’a present, les efforts

ne se révelent pas assez efficace.

Notre etude nous a permis de mieux voir et comprendre un peu plus ce fléau universel de la résistance,
malgré les difficultés que nous avons affrontées durant le recueil des informations et la collecte des
données par rapport aux statistiques des fréquences d’infections gynécologiques aux hdpitaux et aussi

le taux de vente de nombre de boites d’antibiotiques aux pharmacies.

Nos enquétes ont mis en évidence la diversité des germes responsables des infections génitales
féminines, avec une prédominance des mycoses dues principalement a Cnadida albicas, et également
une fréquence importante des chlamydioses et des vaginoses représentées essentiellement par Chlamydia
trachomatis, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae et Proteus mirabilis, qui
touchent toute tranche d’age. L’association entre les résultats des fréquences d’infections, 1’utilisation
des antibiotiques, et le test de 1’antibiogramme, montre la dominance de la résistance, en raison de la
complexite et la forte sollicitation des microorganismes de la thérapie a base d’antibiotiques, la mauvaise
prescription, la maniére de consommation et le non-respect du régime posologique de ces molécules
antibactériennes, en raison du marché des médicaments et leurs commercialisations males dirigées,

notamment de la famille des B-lactamines dont nous avons Lexin, Cedrox, Clamoxyl....

Nos analyses in silico reposant sur la biologie moléculaire et la bioinformatique, nous ont facilité un
tracage de plus en plus performant des géenes de résistance tels que rplF, CAMP, strB aacC3... et des
souches porteuses, face a la complexité des mécanismes de transmission et de mobilisation de ces
éléments génétiques entre ou au sein de la méme espéce, ce qui a renforcer la propagation de

I’antibiorésistance franchissant les frontiéres.

Une situation peu rassurante qu’un remede miracle assure un aboutissement, dans un avenir proche a
notre combat contre ce phénomeéne, malgré la veillance des systéemes de surveillance et de préventions.
Donc il est important de souligner et de faire comprendre aux, professionnels de la santé et a la
population, que la résistance aux antibiotiques est I’affaire de tous, et que chacun peut contribuer a son

niveau a des moyens afin de minimiser au maximum, et lutter contre cette grave menace.
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Annexe |

Composition des antibiotiques les plus consommés
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antibactériens
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sont
aux

synthétique
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1960 par Pfizer
Inc,et
commercialisée
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vibramycine.

microcrist
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Q),gonococcie.
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Infections
des tissus mous :
cellulite,
érysipéle et
infections  des
plaies

Infections
intra-
abdominales
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rubrique  Mises
en garde et
précautions
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Prévention des
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intestinale (y
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infection urinaire
non compliquée
exceptée les
prostatites et
pyélonéphrites.

Gentam
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antibactérienne
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ues de la

gentamicine.
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particulier celles
provoquées par
des bactéries
a Gram négatif.

Gentam
icine

Gentamicine

o
0 EH;
TAVANIL
M P
L s W
et

Il agit en se
liant a I'ARN
ribosomique
au site A
du ribosome
bactérien, qui
est le site de
décodage
des codons d
e I'ARN
messager. La
fixation de la
gentamicine
augmente
fortement le
taux d'erreur
de lecture par
le ribosome,
provoquant la
synthése

de protéines
anormales,
dont
I'accumulatio
n est létale
pour la
cellule.

Parahydro
xybenzoat
e de
méthyle
(E218),Par
ahydroxyb
enzoate de
propyle
(E216), So
dium
métabisulf
ite

(E223) Ed
étate
disodique
(E385), Ea
u pour
préparatio
ns
injectables
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infection
septicémique,
Infection
endocarditique,
infection
méningeée,
infection
respiratoire,
infection
articulaire,
infection
cutanée,
staphylococcie
maligne de la
face, prophylaxie
d'infection  en
chirurgie
urologique,
prophylaxie
d'infection  en
chirurgie
carcinologique
ORL,
prophylaxie
d'infection post-
opératoire en
chirurgie
digestive  sous-
mésocolique,
prophylaxie
d'infection  en
chirurgie
gynécologique.

Rovam
ycine

lls procédent de
l'activité
antibactérienne
et des
caracteéristiques
pharmacocinétiq
ues de la

spiramycine.
Elles  tiennent
compte a la fois
des études
cliniques
auxquelles a
donné lieu le

médicament et
de sa place dans
I'éventail des
produits
antibactériens
actuellement

disponibles.
Elles sont
limitées aux
infections  dues
aux germes
définis comme
sensibles
Infections
cutanées
bénignes

C’est

un antibiotique
et

un antibactérien,
de la classe
des macrolides,
composée d'un
cycle central a
16 atomes. Elle
est produite par
la

bactérie Strepto
myces
ambofaciens (ac
tinomyceétes).

Spiram
ycine

Spiramycine

HE

H_‘CLN/\-.‘;--&
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CHy {
A0
1S w

{
Jweo, | HOTET0 oH
o oo |
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He W oH L OH

Il inhibe la
synthése
protéique
bactérienne
par fixation
au ribosome
bactérien

Silice
(E551)
colloidale
anhydre,
Magnésiu
m stéarate
(E572), A
midon de
mais
gélifiable,
Hydroxypr
opylcellul
ose
(E463), Ca
rboxyméth
ylcellulose
(E466)
sodique
réticulé, C
ellulose
microcrist
alline
(E460), Pe
lliculage
Méthylh
ydroxypro
pylcellulos
e
(E464), Po
lyoxyéthyl
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https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Streptomyces_ambofaciens&action=edit&redlink=1
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https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Streptomyces_ambofaciens&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/wiki/Actinobacteria
https://fr.wikipedia.org/wiki/Actinobacteria

impétigo, eéneglycol
impétiginisation 6000, Tita
des dermatoses, ne dioxyde
ecthyma, (E171)
dermohypodermi
te infectieuse (en
particulier,
érysipéle),
érythrasma.
Infections
stomatologiques.
Infections
génitales non
gonococciques.
Chimioprophyla
xie des rechutes
du RAA en cas
d'allergie aux
béta-
lactamines. Toxo
plasmose de la
femme enceinte.
Prophylaxie des
méningites a
méningocoque
en cas de contre-
indication a la
rifampicine
Amoxil | Il est indiqué | Cest Amoxi Amoxicilline Principaleme | Contenu
/ dans le | un antibiotique | cilline nt, de la
Clamox | traitement  des | B- Nz l'amoxicilline | gélule
yl infections lactamine bactér N _:8 interrompt le Magnési
suivantes chez | icide de la ' 0 j;w[:x processus um
l'adulte et | famille © j\OH de transpepti | stéarate
I'enfant. des aminopénici dation qui lie | (E572), En
Pathologies pour | llines  indiqué les peptidogl | veloppe de
lesquelles ce | dans le ycanes  de | la gélule :
médicament peut | traitement la paroi | Gélatine,
étre prescrit : des infections b bactérienne. | Erythrosin
Sinusite actériennes  a Les béta- | e
bactérienne germes lactamines se | (E127), Ti
aigué, Otite sensibles. lient et | tane
moyenne aigué, | L'amoxicilline inactivent des | dioxyde
Angine & est l'antibiotique cibles enzym | (E171), In
streptocoque A le plus atiques située | digotine
béta- couramment s sur la paroi | (E132), Fe
hémolytique, utilisé, interne de la | r  oxyde
Pharyngite a notamment chez membrane (E172)
streptocoque, les enfants, car bactérienne : | jaune, Enc
Exacerbation elle présente une les protéines | re
aigué de bonne de liaison | d'impressi
bronchite absorption  par des pénicillin | on
chronique, voie orale, un es, transpepti | : Gommes
Pneumonie spectre d'action dases, carbox | laques
communautaire, | antimicrobien ypeptidases, | (E904), Ti
Cystite, large et un colt endopeptidas | tane
Bactériurie au faible. Il est es. dioxyde
cours de la produit par L'inactivatio | (E171)
grossesse, culture des n des
Pyélonéphrite champignons de protéines
aigué, Fievre l'espéce Penicill PBP, A, 1BS,
typhoide, Fievre 2 et 3
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http://dictionnaire.doctissimo.fr/definition-sinusite-bacterienne-aigue.htm
http://dictionnaire.doctissimo.fr/definition-sinusite-bacterienne-aigue.htm

paratyphoide,
Abces dentaire,
Infection
articulaire,
Eradication
d'Helicobacter
pylori en cas
d'ulcere
gastroduodénal,
Maladie de
Lyme,
Prophylaxie de
I'endocardite
bactérienne.

ium
chrysogenum

provoque
la mort
cellulaire.
Les béta-
lactamines
inactivent
également
des inhibiteu
rs endogénes
des autolysin
es
bactériennes.

Difluca
n ;
Antifo
ngique

C’est un
médicament an
tifongique utili
sé dans
le traitement
des infections
vaginales a
levures causées
par la levure
appelée Candid
a. Il agit en
freinant la
croissance

de Candida. Il
commence
généralement a
agir dans la
journée qui
suit, mais il
peut s'écouler 3
jours avant
d'observer une
amélioration
des symptémes
et jusqua 7
jours pour
qu'ils
disparaissent.

Flucon
azole

Fluconazole
N
€Y
N-N
HO ) N=Y
N

N

Le flucon
azole (DCI)
est un
médicament
antifongique
systémique,
apparenté a la
famille
des imidazol
és indiqué
dans le
traitement
des candidos
es cutanéo-
mugqueuses et
dans les
mycoses liées
au SIDA.
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Annexe |l

Les genes qui codent pour I’antibiorésistance chez les especes étudiées, avec leurs localisations, leurs

cartes génétiques et leurs séquences nucléotidiques.
I-Chlamydia trachomatis

Parmi les genes étudiés chez cette espece nous avons les génes de résistances aux antibiotiques tels
que rplF et CAMP :

rplF : 50S ribosomal protein L6 [ Chlamydia trachomatis 434/Bu ]

Il se localise dans le locus CTL0O776 dans la séquence génomique de 907871 a 908422 dont son code
d’accession de Genbank NC_010287.1.

-La carte génétique :

NC_010287.1

[ 206533 P [a09411 =

rEld rrlR rrsH

rpsE FplF ot — rplE

Sa séquence nucléotidique en format FASTA est la suivante :

>NC 010287.1:c908422-907871 Chlamydia trachomatis 434/Bu chromosome, complete
genome
ATGTCTCGTAAAGCTCGAGACCCTATTGTGCTTCCTCAAGGCGTAGAGGTCTCTATTCAAAATGATGAAA
TCTCAGTAAAAGGTCCTAAAGGGTCTTTGACGCAGGTATTGGCTAAAGAAGTTGAGATTGCCGTTAAAGG
TAATGAGGTGTTTGTTGCTCCTGCGGCTCACGTTGTAGACAGACCTGGTCGTATGCAAGGGCTTTATTGG
GCCTTAATAGCAAATATGGTCAAAGGTGTCCATACTGGATTTGAGAAGCGTTTAGAAATGATCGGAGTCG
GCTTCAGAGCTGCAGTACAAGGGTCCTTGTTAGATCTGTCAATAGGGGTTTCTCACCCTACAAAAATGCC
TATTCCTACGGGATTAGAAGTCTCTGTTGAGAAAAACACATTGATCTCCATTAAAGGTATCAATAAGCAG
TTAGTTGGAGAATTTGCGGCTTGTGTTCGTGCAAAACGCCCTCCAGAACCATACAAAGGTAAAGGAATTC
GTTACGAAAACGAATATGTTCGTCGTAAGGCTGGGAAAGCAGCGAAAACTGGTAAAAAATAG

Pour I’analyser on utilise le programme BLAST :

Color key for alignment scores
<30 B 30-50 M so-s0 B s0-200 = =z00
1 1 1 o 1 1 1
Q07871 DQOTFITFTO 208070 208170 208270 208370

Puis on fait I’alignement des sequences sélectionnées :
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Range 1: 922506 to DPALEF S=nBank Sraphics

Score Expect Tdentitie= Gap= Strand

1020 bits{SS2) 0.0 552/552({100%) O/SS2{0%) PlussPlus
Query SaFsSFL o TTTACCAGTTTTCGC TGO T TTCCCAGOCCT TAC G CAaLACATATTOCGT T TTCOCGT A SeTIIa
soice soz3sss 4 AL AL L LA L L L L ALAA LI LA L ozzess
Query SaFI9=zL =t TCCTTTACCTTTGTATGGT TCTGQAGGGCGTTT CePo b e L Polclat ol ar . oVl SoFag9a
soict s=23esc A +&i AL L A L L AL AL L L LALLALIJILLLLLLL  ozaras
Query AT ™ AT AACTGC TTATTGATACCTT TAATGGAGAT TGTTTT TCTCASAC AGA SSEas5a
soice =z371e T ALLPAAL I A LA AL A LA LA AL LLALALL aaaras
Query Sasaslil LTt TAATCCCGTAGGAATAGGCAT TT TTGTAGGGT GG SCCCCTATTGACAGATC Scas11a
soder oz2srre LALHIIALEILILLILLIAIALLLA AL PALLLILL LELLFLHALLALLLL  coamss
Query SesS11l T SOAGGACCC T TG TACTOCAGE TC T QAAGE CGOaC TG T TTCTAAACGC T TCTC Sosl7Fa
seice szssze TAALALLIALIL LI LEL LI L LIALIEL L LL LA L A L L AL IL L L oamses
Query SasSlTL AT CCAGTATGEACACC T TTGACCATAT TTGCTAT TASGGC AT ASLAGCCCTTGCAT SOSZ23a
soict szsses AMATLIALFILLALALI LTI S0 A AALE LI A AL LI 1 Ll samass
Query SasS231 ACGACCAGETCTGTCTACAACGT GAGC TG AUE G G AUt Caumum, CTCATTACCTT TAMAC SSES29a
sojer szzoses ALLALIALLAIL I LI LIIIILILLENELAA LA E AP LI 1AL onnaas
Query Sas29l GECAATCTCAAC TTCTTT AGCC AATACC TGOCGTCALALAGACCC TT TAGGACCTT T TACTGA Sos35a
soger szasie LELAAPLELAALMRLHIPALLLLAPALLLLLLRLMAALALEL L LLAL L LA LELL cnness
Query SBE3S1L QATTTCATCATT TTGAAT AGQAGQACCTCTACGCC T TOAGGALAGC ACAAT AGGOTCTCGAGT Sosala
seice szaere LATHLATLI AL LLALAL QI LI LIE R LALLAM LV IAALIII I LLALL  onna oo
Query SasSa41l T T TACGAGACAT SSESaA2D

CAMP : cathelicidin antimicrobial peptide [Homo sapiens (human) ]

Il est associé a I’organisme humain Homo sapiens et se localise dans le chromoseme 3 dans la
séguence génomique de 48223347 a 48225491 dont son code d’accession de Genbank NC_000003.12.
-La carte génétique :

Chromosome 3 - NC_000003.12

[ 45157175 p [ 45302904 b

COCESA CAHF = ZHFS5E FCFiF2
NDUFELFPL HRPE1SAPL MHEE
HIR44475

Sa séquence nucléotidique en format FATSA est la suivante :

>NC 000003.12:48223347-48225491 Homo sapiens chromosome 3, GRCh38.pl2 Primary
Assembly
GTCCTGTGAAGCAATAGCCAGGGGCTAAAGCAAACCCCAGCCCACACCCTGGCAGGCAGCCAGGGATGGG
TGGATCAGGAAGGCTCCTGGTTGGGCTTTTGCATCAGGCTCAGGCTGGGCATAAAGGAGGCTCCTGTGGG
CTAGAGGGAGGCAGACATGGGGACCATGAAGACCCAAAGGGATGGCCACTCCCTGGGGCGGTGGTCACTG
GTGCTCCTGCTGCTGGGCCTGGTGATGCCTCTGGCCATCATTGCCCAGGTCCTCAGCTACAAGGAAGCTG
TGCTTCGTGCTATAGATGGCATCAACCAGCGGTCCTCGGATGCTAACCTCTACCGCCTCCTGGACCTGGA
CCCCAGGCCCACGATGGTGAGCTTTGGGGGACATTCTGCTCTGCTCTGGCTGGGCTTGGCCACGTGTTGT
TCCTTCTGCTCCTGCTGCACTGCCTGCCAGGAGGGCATCTCCCCCTTTAAATGTGGTCCCGTGTTTTCCA
GGGAACCTTCTAGAGCTCGTGTCTCCTCCCAGCTCGAGAGCTTCCTGCCTTATAATTCCTGCTGTGGCAG
AGATACCCTCACCCCGACCCCACGCAGGTTTTGGGACTTCTGCGAGCTCCAGGCACTAGAATGGGGTCAT
TGGCTCTGGGCAGTGACCTCCTCTGCTTTAAGTCTCTTCTGTACCACGTTACCCCACATAGGGAAGAACT
CTATCCAGACTTTAGGTTCCAGTGGGCATGTCTTGTCCCCCAGGAAGCCCCCTGACTTCCCTTGCCCCCA
CCCCAGAGTGGGAGGGGCTCCTTGTTAGAGCTCATCTGAGGTCTGCTCCTACTCACTGTTCACCTAGGAG
GGTAGGAATGGCTCAGTCCTCCTCCCCTCAATGCCCCAGTGCCAAGCCCAGCACCCAGTGCCCGTCGCAC
ATCAGGTACTGTGGAAAGCCTGCCCTCTTGGTGGGGAGGTCATGGACACAAATCAGAAAATACAAGAATG
GGCCTCCCCATTTCCTCCTCTGACTAGGATGGGGACCCAGACACGCCAAAGCCTGTGAGCTTCACAGTGA
AGGAGACAGTGTGCCCCAGGACGACACAGCAGTCACCAGAGGATTGTGACTTCAAGAAGGACGGGGTGAG
GCTGGGGGCTGGGGGTGTTGGTGGGTGCCTCCCAAGGAGCTGAACAGGGGGCACCTGGGGAATATTTCCC
ACTGGGATGTGGCTGGGAGGTCATGGCAAATGGTTTCAAGTTTGACCTTGAGCTTCTCCTTTCCAGCTGG
TGAAGCGGTGTATGGGGACAGTGACCCTCAACCAGGCCAGGGGCTCCTTTGACATCAGTTGTGATAAGGT
GAGTGGGCTGTTCTGGGATGCAGGGGCTGATGGGGGCATAGAGTGTGGACCATCCAATGGGTCAATTAAC
TACTCCCCCAACCCAGGACAGAGAAAGCCCCTCCTACCCAGGGCTCTTCCCCAAACCTGAGTTCCATCTC
CAGGGCCGGCTCTGGAATCCCTTAGAGCGGTAGATCTCCAAGTGTAGCCCTTCCTGGGGACTCGTTAGAT
ATGCAAATTCTCAGGCCCTACTCAGACCTACTCAGACAGACTCTGGGTAGGGCCCAGAAATTCGTATTTT
GATAAGCTTTCCAGGAGATTCCGGCTTCTGTAAAGTTTGAGAGCCACTGTCTAAGAGTACTCAGCTCTCA
GCCCTGTGTTCCCATCTCAGTGTTGCTGGGCTGGGCTGTGTGACCCTGCAGAGCCCCTCACTATCTCCGG
GACTCTGTTTTCTCATCTTTTTATTGGGTGTAGGGATTCAATCACATGCTTCAAAGGTCACAGCCAGAGG
TTGAACTGGGGCCCCAAAGCTCCTGCGGGGGCCCACGAAGAGGGGCGTCTAGGTGGGGAGGGGTCTTGGA
TTGACCCTGGGTACATCCCCGACAAGGAACCTGTTTCTTCCTGTACACAACCCCAGGATAACAAGAGATT
TGCCCTGCTGGGTGATTTCTTCCGGAAATCTAAAGAGAAGATTGGCAAAGAGTTTAAAAGAATTGTCCAG
AGAATCAAGGATTTTTTGCGGAATCTTGTACCCAGGACAGAGTCCTAGTGTGTGCCCTACCCTGGCTCAG
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GCTTCTGGGCTCTGAGAAATAAACTATGAGAGCAATTTCCTCAGG
Nous utilisons le programme BLAST pour son analyse puis nous faisons 1’alignement des sequences

sélectionnées :

Range 1: 122486 to L246320 S=nSanlk Graochics
Score Erxpect e P Strand
2oc= bits{=21%5D) o0 2145/ 2145 100D Plus/Plus
Query Aas3zzazaF T o T o A (A 3 T S B LB CAGEC G aszzsacs
seice aAzzass FLAALEL AL AL LA L LI LLLLLL LLLLLLLL  aoocas
Query Aas3zzzacw ‘ TGS G T GG A T A LA A G G T e T SECTTT G G TG GG aszzsas6
seict azasas L ALLLLLLAL LALLM LA L Y LiLi14 LLLPLLLL  aocces
Quersy =DS223I26F A S AGGCTCCTS L=g AP L2 WSS AT S CoC A A asza=s26
sedct  azzees A LAEELTLEE L1LLLLEL LALELTE LLLIALELE  azzces
Query @ASZ23ISZF A T TGS S TGS T e CTCC TG ToATGCCT aszzsss6
sodct  azzees &4 BN S el stddtLid Lrdiitd EtdAtdddt  1z=zv=s
Query =SZ2ISSFT O AT AT TGO CCTCAGCT, G S G T AT A AT G aszzssas
sohct  azzrze < AL LLLL LIiLLlLd LLLLLL A3LLLLELL  aooass
Query aszz3IeaF & CAGCGGTCCT TGCTASCC CoccTC CCCacEo T aszzsSTec
sohct  azzros A LLLLLLLLLY +LI4LLLL LELLLL LLLILLLILL s oonas
Query aAsZZITeF A ST EAGC T T TG SCATTCTG CTCT GG ACGTSTTGT aszzSTE6
sohct  azzsas A L+ EASEHEL LLILLLL ! ALIILI1Ld  aizzses
Query Sasz2Z3IFTeF T TECTCCTGCT TeCCTGoC SoCaTC TGTGSTCCC aszzs=26
sohct  azzoes + +LLLILLLLY FLLLELLL LELLLL HLALLLLLL G oooss
Query S=E223IF2F G T o auEGE S AuEAECTT ToCTCC TToCTGoCT asz2asS=S56
sohct  azzees < FLILLLLLLL ALALLLL s HEILLLLIL  aozeas
Query Sa=sz223m8F 2 To ToCTGCTGTG 2 CoGacc TEEGACT TC asz223sas
spice azzezs + +LIPLLELL LLLLLL S LNTNLE S ———
Query Sasz22304aF T T AGE AT CTCT GG TCTGCTTTA AS22a806
soice azzess + LPLILLLLLL LHIidl +LALE L aosaas
Query SAaszzaeer A TTCTGT.acCa TN =P TTAGSTTCC aszzasse
sedet  azzaas A ++drdTALLEL ALELLL T1ALETLL 12szes

I1-Escherichia coli

Parmi les génes étudiés chez cette espéce, nous trouvons plusieurs genes de résistances aux

antibiotiques environs 110 genes tels que : strB, aph(6)-1, gyrA et marC.
strB : streptomycin phosphotransferase [ Escherichia coli_]

Il se localise dans le locus p9123p3 dans la séquence génomique de 1704 a 2540 dont son code
d’accession de Genbank NC_005324.1.

-La carte génétique :

NC_005324.1
[25pw [4142p
sulll 5 LB — 31 23ED
strA FAL23R FAL23FE

Sa séquence nucléotidique en format FASTA est la suivante :

>NC 005324.1:1704-2540 Escherichia coli plasmid p9123, complete sequence
ATGTTCATGCCGCCTGTTTTTCCTGCTCATTGGCACGTTTCGCAACCTGTTCTCATTGCGGACACCTTTT
CCAGCCTCGTTTGGAAAGTTTCATTGCCAGACGGGACTCCTGCAATCGTCAAGGGATTGAAACCTATAGA
AGACATTGCTGATGAACTGCGCGGGGCCGACTATCTGGTATGGCGCAATGGGAGGGGAGCAGTCCGGTTG
CTCGGTCGTGAGAACAATCTGATGTTGCTCGAATATGCCGGGGAGCGAATGCTCTCTCACATCGTTGCCG
AGCACGGCGACTACCAGGCGACCGAAATTGCAGCGGAACTAATGGCGAAGCTGTATGCCGCATCTGAGGA
ACCCCTGCCTTCTGCCCTTCTCCCGATCCGGGATCGCTTTGCAGCTTTGTTTCAGCGGGCGCGCGATGAT
CAAAACGCAGGTTGTCAAACTGACTACGTCCACGCGGCGATTATAGCCGATCAAATGATGAGCAATGCCT
CGGAACTGCGTGGGCTACATGGCGATCTGCATCATGAAAACATCATGTTCTCCAGTCGCGGCTGGCTGGT
GATAGATCCCGTCGGTCTGGTCGGTGAAGTGGGCTTTGGCGCCGCCAATATGTTCTACGATCCGGCTGAC
AGAGACGACCTTTGTCTCGATCCTAGACGCATTGCACAGATGGCGGACGCATTCTCTCGTGCGCTGGACG
TCGATCCGCGTCGCCTGCTCGACCAGGCGTACGCTTATGGGTGCCTTTCCGCAGCTTGGAACGCGGATGG
AGAAGAGGAGCAACGCGATCTAGCTATCGCGGCCGCGATCAAGCAGGTGCGACAGACGTCATACTAG

Un clic sur le programme BLAST pour analyser la seéquence et faire son alignement avec les autres

séquences sélectionnées :
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aph(6)-1 : APH(6)-1 family aminoglycoside O-phosphotransferase [ Escherichia coli ]

de 14544 3 15311 dont son

7 7

équence génomique

code d’accession de Genbank NZ_AP018803.1.

Il se localise dans le locus EL381 RS27385 dans las

énétique :

7

-Lacarte g

[17021

NZ_AP018803.1

[ 12865 p

sul2

—RE27390

EL3&1

aph (B! -] e——  EL 351_RE27595

14544-15311 Escherichia coli E2863 plasmid pE2863-1 DNA,

TRt § -

Sa séquence nucléotidique en format FASTA est la suivante :

>NZ AP018803.1

complete

genome

= ———]
PlussPlus

Pe——
Oy F eSS0 E)

[— e e e ——
- FEESFeEL1L OO0

1319 bits{FSESD

P p———

Nous analysons cette derniere par le programme BLAST et nous faisons I’alignement :

ATGTTCATGCCGCCTGTTTTTCCTGCTCATTGGCACGTTTCGCAACCTGTTCTCATTGCGGACACCTTTT
CCAGCCTCGTTTGGAAAGTTTCATTGCCAGACGGGACTCCTGCAATCGTCAAGGGATTGAAACCTATAGA
AGACATTGCTGATGAACTGCGCGGGGCCGACTATCTGGTATGGCGCAATGGGAGGGGAGCAGTCCGGTTG
CTCGGTCGTGAGAACAATCTGATGTTGCTCGAATATGCCGGGGAGCGAATGCTCTCTCACATCGTTGCCG
AGCACGGCGACTACCAGGCGACCGAAATTGCAGCGGAACTAATGGCGAAGCTGTATGCCGCATCTGAGGA
ACCCCTGCCTTCTGCCCTTCTCCCGATCCGGGATCGCTTTGCAGCTTTGTTTCAGCGGGCGCGCGATGAT
CAAAACGCAGGTTGTCAAACTGACTACGTCCACGCGGCGATTATAGCCGATCAAATGATGAGCAATGCCT
CGGAACTGCGTGGGCTACATGGCGATCTGCATCATGAAAACATCATGTTCTCCAGTCGCGGCTGGCTGGT
GATAGATCCCGTCGGTCTGGTCGGTGAAGTGGGCTTTGGCGCCGCCAATATGTTCTACGATCCGGCTGAC
AGAGACGACCTTTGTCTCGATCCTAGACGCATTGCACAGATGGCGGACGCATTCTCTCGTGCGCTGGACG
TCGATCCGCGTCGCCTGCTCGACCAGGCGTACGCTTATGGGGGTGATGCTGCCAACTTACTGATTTAG



gyrA : DNA gyrase subunit A [ Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655 ]

Il se localise dans le locus b2231 dans la séquence génomique de 2336793 a 2339420 dont son code
d’accession de Genbank NC_000913.3.

-La carte génétique :

NC_000913.3

[ 2329795 [ 2344169

ufad SUrA A— L
ufal ubiz
wf A

Sa séquence nucléotidique en format FASTA est la suivante :

>NC 000913.3:¢c2339420-2336793 Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655, complete
genome
ATGAGCGACCTTGCGAGAGAAATTACACCGGTCAACATTGAGGAAGAGCTGAAGAGCTCCTATCTGGATT
ATGCGATGTCGGTCATTGTTGGCCGTGCGCTGCCAGATGTCCGAGATGGCCTGAAGCCGGTACACCGTCG
CGTACTTTACGCCATGAACGTACTAGGCAATGACTGGAACAAAGCCTATAAAAAATCTGCCCGTGTCGTT
GGTGACGTAATCGGTAAATACCATCCCCATGGTGACTCGGCGGTCTATGACACGATCGTCCGCATGGCGC
AGCCATTCTCGCTGCGTTATATGCTGGTAGACGGTCAGGGTAACTTCGGTTCTATCGACGGCGACTCTGC
GGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAAATTGCCCATGAACTGATGGCCGATCTCGAAAAA
GAGACGGTCGATTTCGTTGATAACTATGACGGCACGGAAAAAATTCCGGACGTCATGCCAACCAAAATTC
CTAACCTGCTGGTGAACGGTTCTTCCGGTATCGCCGTAGGTATGGCAACCAACATCCCGCCGCACAACCT
GACGGAAGTCATCAACGGTTGTCTGGCGTATATTGATGATGAAGACATCAGCATTGAAGGGCTGATGGAA
CACATCCCGGGGCCGGACTTCCCGACGGCGGCAATCATTAACGGTCGTCGCGGTATTGAAGAAGCTTACC
GTACCGGTCGCGGCAAGGTGTATATCCGCGCTCGCGCAGAAGTGGAAGTTGACGCCAAAACCGGTCGTGA
AACCATTATCGTCCACGAAATTCCGTATCAGGTAAACAAAGCGCGCCTGATCGAGAAGATTGCGGAACTG
GTAAAAGAAAAACGCGTGGAAGGCATCAGCGCGCTGCGTGACGAGTCTGACAAAGACGGTATGCGCATCG
TGATTGAAGTGAAACGCGATGCGGTCGGTGAAGTTGTGCTCAACAACCTCTACTCCCAGACCCAGTTGCA
GGTTTCTTTCGGTATCAACATGGTGGCATTGCACCATGGTCAGCCGAAGATCATGAACCTGAAAGACATC
ATCGCGGCGTTTGTTCGTCACCGCCGTGAAGTGGTGACCCGTCGTACTATTTTCGAACTGCGTAAAGCTC
GCGATCGTGCTCATATCCTTGAAGCATTAGCCGTGGCGCTGGCGAACATCGACCCGATCATCGAACTGAT
CCGTCATGCGCCGACGCCTGCAGAAGCGAAAACTGCGCTGGTTGCTAATCCGTGGCAGCTGGGCAACGTT
GCCGCGATGCTCGAACGTGCTGGCGACGATGCTGCGCGTCCGGAATGGCTGGAGCCAGAGTTCGGCGTGC
GTGATGGTCTGTACTACCTGACCGAACAGCAAGCTCAGGCGATTCTGGATCTGCGTTTGCAGAAACTGAC
CGGTCTTGAGCACGAAAAACTGCTCGACGAATACAAAGAGCTGCTGGATCAGATCGCGGAACTGTTGCGT
ATTCTTGGTAGCGCCGATCGTCTGATGGAAGTGATCCGTGAAGAGCTGGAGCTGGTTCGTGAACAGTTCG
GTGACAAACGTCGTACTGAAATCACCGCCAACAGCGCAGACATCAACCTGGAAGATCTGATCACCCAGGA
AGATGTGGTCGTGACGCTCTCTCACCAGGGCTACGTTAAGTATCAGCCGCTTTCTGAATACGAAGCGCAG
CGTCGTGGCGGGAAAGGTAAATCTGCCGCACGTATTAAAGAAGAAGACTTTATCGACCGACTGCTGGTGG
CGAACACTCACGACCATATTCTGTGCTTCTCCAGCCGTGGTCGCGTCTATTCGATGAAAGTTTATCAGTT
GCCGGAAGCCACTCGTGGCGCGCGCGGTCGTCCGATCGTCAACCTGCTGCCGCTGGAGCAGGACGAACGT
ATCACTGCGATCCTGCCAGTGACCGAGTTTGAAGAAGGCGTGAAAGTCTTCATGGCGACCGCTAACGGTA
CCGTGAAGAAAACTGTCCTCACCGAGTTCAACCGTCTGCGTACCGCCGGTAAAGTGGCGATCAAACTGGT
TGACGGCGATGAGCTGATCGGCGTTGACCTGACCAGCGGCGAAGACGAAGTAATGCTGTTCTCCGCTGAA
GGTAAAGTGGTGCGCTTTAAAGAGTCTTCTGTCCGTGCGATGGGCTGCAACACCACCGGTGTTCGCGGTA
TTCGCTTAGGTGAAGGCGATAAAGTCGTCTCTCTGATCGTGCCTCGTGGCGATGGCGCAATCCTCACCGC
AACGCAAAACGGTTACGGTAAACGTACCGCAGTGGCGGAATACCCAACCAAGTCGCGTGCGACGAAAGGG
GTTATCTCCATCAAGGTTACCGAACGTAACGGTTTAGTTGTTGGCGCGGTACAGGTAGATGACTGCGACC
AGATCATGATGATCACCGATGCCGGTACGCTGGTACGTACTCGCGTTTCGGAAATCAGCATCGTGGGCCG
TAACACCCAGGGCGTGATCCTCATCCGTACTGCGGAAGATGAAAACGTAGTGGGTCTGCAACGTGTTGCT
GAACCGGTTGACGAGGAAGATCTGGATACCATCGACGGCAGTGCCGCGGAAGGGGACGATGAAATCGCTC
CGGAAGTGGACGTTGACGACGAGCCAGAAGAAGAATAA

Le programme BLAST permet d’analyse cette séquence. Puis nous faisons son alignement avec

d’autres séquences sélectionnées :
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Sraokh

FOO626 to BOZT2SZT SenBank

Strand
Plus/Minus

O/ 2S28((0%00

Saps

2s28/2628(100%0

Expect Identities

4854 bits{25282

Range 1
Score

3s3s852

2337223

Query
sohct

marC : multiple drug resistance protein MarC [ Escherichia coli 1AI139 ]

de 1908348 & 1909013 dont

7

équence génomique

7

Il se localise dans le locus ECIAI39 1825 dans la s
son code d’accession de Genbank NC 011750.1.

NC_011750.1

énétique :

7

-Lacarte g

[1a10063

[ 1805565 P

A

areh

vt - —

marR

=R

Sa séquence nucléotidique en format FASTA est la suivante :

complete

>NC 011750.1:¢c1909013-1908348 Escherichia coli IAI39 chromosome,

genome

ATGTTAGATTTGTTTAAAGCAATAGGCCTGGGGCTGGTGGTGTTACTACCGTTAGCTAACCCATTAACAA
CTGTCGCGTTATTTCTTGGCCTGGCAGGCAACATGAACAGTGCTGAACGTAATCGTCAGTCGTTGATGGC
CTCGGTGTACGTATTTGCCATCATGATGGTGGCGTATTACGCCGGGCAACTGGTGATGGATACATTTGGC
ATTTCGATTCCCGGTCTGCGAATTGCAGGCGGCTTAATCGTCGCGTTTATCGGTTTTCGGATGCTCTTTC

CGCAACAGAAAGCGATTGATTCACCGGAAGCGAAAAGCAAGTCGGAAGAGCTGGAAGATGAACCCAGCGC

TAATATTGCTTTTGTACCACTGGCAATGCCAAGTACCGCCGGTCCGGGAACCATAGCGATGATTATTAGC
TCGGCGTCCACAGTGCGTCAGAGTTCAACCTTTGCTGATTGGGTACTGATGGTTGCGCCGCCGCTGATCT

TTTTCCTGGTGGCGGTTATTTTGTGGGGAAGTCTACGCAGCTCTGGCGCAATTATGCGGCTGGTGGGTAA
GGGGGGCATTGAAGCGATCTCCCGTCTGATGGGATTCCTGCTGGTATGTATGGGGGTGCAGTTTATTATT

AACGGCATCCTGGAAATCATTAAAACGTACCACTAA

Nous cliquons sur le programme BLAST puis nous faisons 1’alignement :
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FOAZTFIL2 to F0IAZTFF SenBanlc

Stz
PlusysPlus

O 5 66L0%6)

F=—pe——

ehics

Tdentities

E56/ 6661 00%)

Excpaect
0.0

1230 bits{s66)

Range 1Lz
Scora

nosbho
=ran

=ohate kinas=

Eorter Marc

Footaras:

Farmily:

BT

I11-Enterococcus faecalis

Le seul gene de résistance aux antibiotiques trouve sur la banque de données NCBI est nommé : rplF.

rplF : 50S ribosomal protein L6

NC_004668.1 de 205592 a 206128.

3

équence génomique

s

Le géne se localise dans la s

énétique :

7

-Lacarte g

NC_004668.1

[ 207166 p

[ 204941

rFsH

PRl F e— 1 R

rEsE

rEsH

La succession des séquences nucléotidiques par le format FASTA donne :

Enterococcus faecalis V583 chromosome, complete

205592-206128

>NC 004668.1

genome
GTGAGCCGTATTGGTAATAAAGTTGTTGTTCTTCCTGCTGGTGTTGAAATCAAGCAAGACGGAAACAACA

TTACAGTTAAAGGACCTAAAGGTGAATTAACACGCGAATTTTCTTCTGATATCAAAATGAACATCGAAGG

AAACGAAGTGACATTCATTCGTCCAAACGATTCAAAAGAAATGAAAACAATCCACGGAACAACTCGTGCA
AACTTCAACAACATGGTTGTTGGTGTTTCTGAAGGTTTCCAAAAAGCACTTGAACTTATCGGGGTCGGAT

ACCGTGCCCAAGTACAAGGCAACAAATTAACTTTAAACGTTGGTTATTCTCATCCTGTCGAAATGACAGC
ACCAGAAGGCGTAACATTTGAAGTACCTGCGAACACACAAGTTATCGTTAAAGGCATCAACAAAGAAGTT
GTTGGTGAATTAGCTGCTAACATCCGTGGCGTTCGTCCTCCAGAACCTTATAAAGGCAAAGGGATTCGCT

ATGTTGGTGAATTTGTACGCCGTAAAGAAGGTAAAACTGGTAAATAA

Nous langons le programme BLAST et nous obtenons les alignements suivants :
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Score Identities Stramnd

E
202 bits(537) o.

X
9
f
f
"

[s] 527532 7(100%5) Plus,/Plus

Query 2a5592 TATTGOTAATALAASGTIGTTGTTCTTCO TGO TG o0 o - o Ze5s51
seict szissa A AL L L L L AL LS Y WL
Query 285852 AT TACAGT T ALAAGGACC TAALAGGTGAANT T A e TC TGAT Z2as5711
seqct  zz1411 LAAAHLELE A LLLL LA L AL L L L L, LA LHHLLE soa0e
Query 2as712 GANACAT CEAAGGALANACGAAGTGACATTCATTCOCGTCCS SACGATTCA OGO 25771
soict Sziara LAALIH LA LD AL LA L LR LA AP L LA AL LA LA L LAY sonase
Query 2as5772 AT OO A Sa Ao A [ oA TTCAACAACATGETTGTTIGGTGTTTCT Z25s531
seict szassa AL LA LI LA LA LA AL LA L L H L L 520000
Query 2as5s832 CALNnMCCACTT = AT COOEOTCEEAT ACCOTOU CCAoG T A S G 225591
- LELAAAELE L, N
Query 2assaz AACTTTALALMCGTT o CTCATCCTGTOCGAAATGAC AGCACCAGANGTC 25951
soqct  sziasa JALEH LA DL L LR LR DL LL AL LV UL L —nmas
Query 2as59s52 TEALAGT ACCT OO GAMN = ALCGTTATCOTTAAAGOC AT CALC Ao amaGTT Zesa211
seict szazia FEAALH AL L LA L L LA L DA L AL LA AL LA seaase
Query Z2aseal12 AT TAGCTOCTAACATCCOTGOUCOTTCOTOCT OO AGAACCT TATASLGEC As0 Zesa7 1L
seict szazra AHALLL L A L L L L L LA LA A L L LA AL LE LAY sonase
Query 2aeav2 CTATGTTGGTGAATTTGTACGC CGTAAAGAAGE T AAAAC TGO T ALAT AL 2as128

soqct  szimsa SELELH AL LA S L L L L L LE LA L L UL LA ELL snaaan

IV-Proteus mirabilis
Parmi les génes résistants aux antibiotiques on trouve : emrB et CAMP.

emrB : multidrug efflux MFS transporter subunit EmrB (Proteus mirabilis)
Le géne se localise dans la séquence génomique NC_010554.1 de 466701 a 468218.

-La carte génétique :

NC_010554.1
[ 464257 [ 470257 e
PHI_RE01970 R e e ——) FHI_R=Z01 990
FHI_RZ0197S FHI_RZ01955

La séquence nucléotidique complete en format FASTA est la suivante :

>NC 010554.1 : c468218-466701 Proteus mirabilis strain HI4320, complete
genome
GTGATTAAAGAACCCTTACAAGGAGGAAAACTTGCTATAATGACCATCGCACTTGCGCTGGCCACTTTTA
TGCAAGTTCTCGATTCAACAATCGCTAACGTAGCCATCCCGACAATAGCGGGTAACTTAGGTGCATCAAA
TTCTCAAGGCACTTGGGTTATTACCTCATTTGGTGTTGCAAATGCTATCTCAATTCCTATTACTGGCTGG
CTGGCAAAACGTATTGGTGAAGTACGCCTCTTTATGTGGTCAACAGCACTATTTGCCTTAACATCATGGC
TGTGTGGTATTTCTCAAAGTTTAGAAATGCTGATCTTTTTCCGTGTACTTCAAGGTTTAGTCGCAGGCCC
CTTAATTCCGTTATCACAAAGTTTGCTATTGAATAACTATCCACCAGCAAAACGCAATATGGCATTAGCG
TTATGGTCGGTTACCATTGTCGTTGCACCTATTTTAGGCCCTATTTTAGGTGGCTATATCAGTGATAATT
ACCATTGGGGATGGATCTTCTTTATTAACGTACCTTTTGGTGTGTTAATTATTATGTGCATCTCAAATAC
ATTAGCGGGTCGCGAAACCAAAACGGAAATTAAACCAATAGATACCATTGGTCTCGTACTATTGGTGGTT
GGTGTTGGTGCACTACAGATCATGCTTGATCAAGGTAAAGAGCTGGATTGGTTTAATTCAACTGAAATTA
TTGTACTTACTATTATTGCTGTAGTGGCGTTAAGTTTCTTAATTGTGTGGGAGTTAACTGACGAACACCC
TGTTATTGATCTTTCTCTGTTTAAAAGTCGCAATTTCACTATTGGCTGTTTAACCCTTAGTCTCGCTTAT
ATGATCTATTTCGGTACTATTGTGTTGCTCCCTCTCCTGTTGCAAGAAGTCTTTGGTTATACCGCAACAT
GGGCGGGTTTAGCTGCAGCCTCTGTTGGTTTATTACCGCTGATCATTACACCAATCATCGGAAAATTTGG
TGGAAAAGTCGACTTACGCTATATCATTAGCTTTAGCTTTATTATGTTTGCGGTATGTTTTTATTGGCGA
GCTTATACTTTTGAACCCGGAATGGATTTTGCCACAGTTGCTTGGCCACAATTCTGGCAAGGTTTAGGTG
TAGCATGTTTCTTTATGCCATTAACCACGATGACTTTATCGGGATTACCTCCGGAGAAAATGGCCTCGGC
ATCCAGTTTATCTAATTTTTTAAGAACCTTAGCGGGTGCAATTGGCGCGTCATTAACGACAACAATTTGG
ACACAAAGGGAGTCATTACATCATGAAACCTTTGTTGAAAAAATTAATCCACTCGATCCCGATGCACAAT
TGGCTTTTCAACAGATGAGAGAATTGGGGCTTTCTGATGAACAAACCTCGGCTTATTTAGCTAAAACAAT
CACTGAACAAGGTCTGATTATTTCAGCGAATGAAATTTTCTGGCTAGCGGCAGGAATATTCATTTTAATG
CTGGTGGTTGTTTGGTTTGCTAAACCGCCATTCTCACCGGGTAAATAA

Pour faire 1’alignement avec d’autres séquences sélectionnées nous utilisons le programme BLAST :
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Score Expect Identities Gaps Strand

2804 bits{1518} 0.0 1518/1518(100%) 0/1518(0%) Plus/Flus
Query 466781 TTATTTACCCGGTGAGAATGGOGGTTTAGC AAACCAAACAACCACCAGCATTAAAATGAL ASE6T768
soict assver TrarttAcdbeStEALAATLELELHASLAMAL AL AL LLL VLIV LLELL  ser 60
Query 466761 TATTCCTGCOGC TAGCCAGAAAATTTCATTCGC TGAAATAATCAGACCTTGTTCAGTGAT 456528
soger  asever  tATEEHELEELPALLLAEAR MM EAH A B LT LA ELL LA A LAY acesze
Query 4266821 TaTTTTAGCTAAATAAGCCGAGETTTGTTCATCAGAAAGCCCCAATTCTCTCATCTGTTG 456888
soget  aceszr Tt HTACCEAAATAALE LA AT AP AL AL LU AT A, aceaze
Query 466881 AMMAGCCAATTGTGCATCGGEATCGAGTGGATTAATTTTTTCAACAAAGGTTTCATGATG 4569548
soict asessr  AAdAGCEAAHERLA LA LA SEAH A H LALLM LA, 6040

CAMP : cathelicidin antimicrobial peptide

Le gene se localise sur le chromosome 3 sur I’emplacement 3p21.31 dans la séquence géenomique

NC_000003.12 de 48223347 a 48225491.

-La carte génétique :

Chromosome 3 - NC_000003.12

[ 45157178

COC25A
HDOUFEL1P1

CANFP o ZNF559
HRPE1SAPL

FCF1P2
HHEE

[ &30 2904 e

HIR4443

La séquence nucléotidique complete en format FASTA est la suivante :

>NC 000003.12:48223347-48225491 Homo sapiens chromosome 3,
Assembly
GTCCTGTGAAGCAATAGCCAGGGGCTAAAGCAAACCCCAGCCCACACCCTGGCAGGCAGCCAGGGATGGG
TGGATCAGGAAGGCTCCTGGTTGGGCTTTTGCATCAGGCTCAGGCTGGGCATAAAGGAGGCTCCTGTGGG
CTAGAGGGAGGCAGACATGGGGACCATGAAGACCCAAAGGGATGGCCACTCCCTGGGGCGGTGGTCACTG
GTGCTCCTGCTGCTGGGCCTGGTGATGCCTCTGGCCATCATTGCCCAGGTCCTCAGCTACAAGGAAGCTG
TGCTTCGTGCTATAGATGGCATCAACCAGCGGTCCTCGGATGCTAACCTCTACCGCCTCCTGGACCTGGA
CCCCAGGCCCACGATGGTGAGCTTTGGGGGACATTCTGCTCTGCTCTGGCTGGGCTTGGCCACGTGTTGT
TCCTTCTGCTCCTGCTGCACTGCCTGCCAGGAGGGCATCTCCCCCTTTAAATGTGGTCCCGTGTTTTCCA
GGGAACCTTCTAGAGCTCGTGTCTCCTCCCAGCTCGAGAGCTTCCTGCCTTATAATTCCTGCTGTGGCAG
AGATACCCTCACCCCGACCCCACGCAGGTTTTGGGACTTCTGCGAGCTCCAGGCACTAGAATGGGGTCAT
TGGCTCTGGGCAGTGACCTCCTCTGCTTTAAGTCTCTTCTGTACCACGTTACCCCACATAGGGAAGAACT
CTATCCAGACTTTAGGTTCCAGTGGGCATGTCTTGTCCCCCAGGAAGCCCCCTGACTTCCCTTGCCCCCA
CCCCAGAGTGGGAGGGGCTCCTTGTTAGAGCTCATCTGAGGTCTGCTCCTACTCACTGTTCACCTAGGAG
GGTAGGAATGGCTCAGTCCTCCTCCCCTCAATGCCCCAGTGCCAAGCCCAGCACCCAGTGCCCGTCGCAC
ATCAGGTACTGTGGAAAGCCTGCCCTCTTGGTGGGGAGGTCATGGACACAAATCAGAAAATACAAGAATG
GGCCTCCCCATTTCCTCCTCTGACTAGGATGGGGACCCAGACACGCCAAAGCCTGTGAGCTTCACAGTGA
AGGAGACAGTGTGCCCCAGGACGACACAGCAGTCACCAGAGGATTGTGACTTCAAGAAGGACGGGGTGAG
GCTGGGGGCTGGGGGTGTTGGTGGGTGCCTCCCAAGGAGCTGAACAGGGGGCACCTGGGGAATATTTCCC
ACTGGGATGTGGCTGGGAGGTCATGGCAAATGGTTTCAAGTTTGACCTTGAGCTTCTCCTTTCCAGCTGG
TGAAGCGGTGTATGGGGACAGTGACCCTCAACCAGGCCAGGGGCTCCTTTGACATCAGTTGTGATAAGGT
GAGTGGGCTGTTCTGGGATGCAGGGGCTGATGGGGGCATAGAGTGTGGACCATCCAATGGGTCAATTAAC
TACTCCCCCAACCCAGGACAGAGAAAGCCCCTCCTACCCAGGGCTCTTCCCCAAACCTGAGTTCCATCTC
CAGGGCCGGCTCTGGAATCCCTTAGAGCGGTAGATCTCCAAGTGTAGCCCTTCCTGGGGACTCGTTAGAT
ATGCAAATTCTCAGGCCCTACTCAGACCTACTCAGACAGACTCTGGGTAGGGCCCAGAAATTCGTATTTT
GATAAGCTTTCCAGGAGATTCCGGCTTCTGTAAAGTTTGAGAGCCACTGTCTAAGAGTACTCAGCTCTCA
GCCCTGTGTTCCCATCTCAGTGTTGCTGGGCTGGGCTGTGTGACCCTGCAGAGCCCCTCACTATCTCCGG
GACTCTGTTTTCTCATCTTTTTATTGGGTGTAGGGATTCAATCACATGCTTCAAAGGTCACAGCCAGAGG
TTGAACTGGGGCCCCAAAGCTCCTGCGGGGGCCCACGAAGAGGGGCGTCTAGGTGGGGAGGGGTCTTGGA
TTGACCCTGGGTACATCCCCGACAAGGAACCTGTTTCTTCCTGTACACAACCCCAGGATAACAAGAGATT
TGCCCTGCTGGGTGATTTCTTCCGGAAATCTAAAGAGAAGATTGGCAAAGAGTTTAAAAGAATTGTCCAG
AGAATCAAGGATTTTTTGCGGAATCTTGTACCCAGGACAGAGTCCTAGTGTGTGCCCTACCCTGGCTCAG
GCTTCTGGGCTCTGAGAAATAAACTATGAGAGCAATTTCCTCAGG

Nous faisons 1’alignement avec le programme BLAST :
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Strand

Gaps

Identities

Score

. Flus/Plus

o)

0/2145(0

2145/2145(100%a)

2145)
AS223347

2952 bitsy

48223406

Query

AB223466

AB223IS526

AB22TAET

Query

ABPIISSE

AS223ISIT

Query

48223646

S87

A4S223

Query

AB223647

Query
Sbict

7

AB223I7

Query

Jet

so

V-Klebsiella pneumoniae

Parmi ses génes de résistances, nous analysons les génes suivants : ble, aacC3 et blakPC-2.

ble : bleomycin resistance

NC_020087.1 de 28029 a 28403.

3

équence génomique

3

Il se localise sur le plasmide pK1HV dans la s

énétique :

3

-Lacarte g

NC_020087.1

[30113

[ 25951

wrhAl

bl ¢ A

DE47_p21053

tnEA

nimCAnimA

La succession des séquences nucléotidiques par le format FASTA donne :

PK1HV, complete

pneumoniae plasmid

Klebsiella

c28403-28029

>NC 020087.1

sequence

TTGCAACAGTGCCTTAAAAAGAGTATAGGTTTTTATTGCGATAAACTAGGTTTCACTTTGGTTCACCATG
AAGATGGATTCGCAGTTCTAATGTGTAATGAGGTTCGGATTCATCTATGGGAGGCAAGTGATGAAGGCTG

GCGCTCTCGTAGTAATGATTCACCGGTTTGTACAGGTGCGGAGTCGTTTATTGCTGGTACTGCTAGTTGC

CGCATTGAAGTAGAGGGAATTGATGAATTATATCAACATATTAAGCCTTTGGGCATTTTGCACCCCAATA
CATCATTAAAAGATCAGTGGTGGGATGAACGAGACTTTGCAGTAATTGATCCCGACAACAATTTGATTAG

CTTTTTTCAACAAATAAAAAGCTAA

e —"
Pluss/Plus

1o0=d

Tdemtitie=
BT SSIIT S

Nous langons le programme BLAST afin d’obtenir les alignements :

[al
0
h
fn
o
[
=
o
f
]
0

Score

aminoglycoside N(3")-acetyltransferase Ill,belongs appartient a la famille

aacC3
antibiotic N-acetyltransferase

NC_020088.1 de 15618 a 16478.

7

équence génomique

7

Il se localise sur le plasmide pK18An dans la s

7

7

tique :

ene

-La carte g
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[12975

+nEA

NC_020088.1

trEA

el tu—Enu

DE47_p22037
DEd7_p22039

[17347 b

o T —
La succession des séquences nucléotidiques par le format FASTA donne :

>NC_020088.1
sequence
ATGCATACGCGGAAGGCAATAACGGAGGCGCTTCAAAAACTCGGAGTCCAAACCGGTGACCTCTTGATGG
TGCATGCCTCACTTARAGCGATTGGTCCGGTCGAAGGAGGAGCGGAGACGGTCGTTGCCGCGTTACGCTC
CGCGGTTGGGCCGACTGGCACTGTGATGGGATACGCGTCGTGGGACCGATCACCCTACGAGGAGACTCTG
AATGGCGCTCGGCTGGATGACGAAGCCCGCCGTACCTGGCTGCCGTTCGATCCCGCAACAGCCGGGACTT
ACCGTGGGTTCGGCCTGCTGAATCAATTTCTGGTTCAAGCCCCCGGCGCGCGGCGCAGCGCGCACCCCGA
TGCATCGATGGTCGCGGTTGGTCCGCTGGCTGAAACGCTGACGGAGCCTCACGAACTCGGTCACGCCTTG
GGGGAAGGATCGCCCGTCGAGCGGTTCGTTCGCCTTGGCGGGAAGGCCCTGCTGTTGGGTGCGCCGCTAA
ACTCCGTTACCGCATTGCACTACGCCGAGGCGGTTGCCGATATCCCCAACAAACGGTGGGTGACGTATGA
GATGCCGATGCTTGGAAGAGACGGTGAAGTCGCCTGGAAAACGGCATCGGATTACGATTCAAACGGCATT
CTCGATTGCTTTGCTATCGAAGGAAAGCCGGATGCGGTTGAAACTATAGCAAATGCTTACGTGAAGCTCG
GTCGCCATCGAGAAGGTGTCGTGGGCTTTGCTCAGTGCTACCTGTTCGACGCGCAGGACATCGTGACGTT
CGGCGTCACCTATCTTGAGAAGCATTTCGGAACCACTCCGATCGTGCCTCCGCACGAGGCCGTCGAGCGC
TCTTGCGAGCCTTCAGGTTAG

15618-16478 Klebsiella pneumoniae plasmid pPK18An, complete

Nous langons le programme BLAST afin d’obtenir les alignements :

SCoire

Identities

Strand

1501 bits(861) 0.0 2851/851{100%%) 0/861(0%%a) Plus/Minus

Query 15618 ATECATACGCGEAATECAATAACGOA0GCGC TT CAAAAACTCOOAOT CCASACCOaTEAC 15677
soict zossse  ATeCATALLLEEMASSLAMAALEEALLLELH EALAA G LEEA LA LE LN 2ose5,
Query 15678 CTCTTOATGGTGCATGCC TCAC T TASAAGCGATTOOTCCOOGT LGl OAGOanToGATALCG 15737
soict zessse critteAEAHELAMSLEHLALHAMALELA L LLL EL AL LA LA LLELLLALL  2osann
Query 15738 GTCGTTGCCGCGTTACGC TCCGCGGT TGGECCGACTGECACTGTGATGGEEATACGCGTCG 15797
spict zessve  otlettdilaldttALEAH LA AL LA AL AL LALLM ALEE S L 2os5aa
Query 15798 TEGEGACCGATCACCC TACGAGGAGACTCTGAATGGCGC TCGGCTGOATEACGAAGCCCGC 15857
spict zossie  TeceACEEATLALLLEALLALLALALE LA ELL AL LEL L EEATEALLAALELELL  2os7sa

blaKPC-2 : Beta-lactamase

Le gene se localise sur le plasmide pKPC_FCF13/05 dans la séquence génomique NC_021664.2 de

33218 a 34099.
-La carte génétique :

[2o021 p

NC_021664.2

[37113

FCF1305_p00 34

iztA

istE

+nFA
BLaKP G- e—

FCF1305_p0032

el
La succession des séquences nucléotidiques par le format FASTA donne :

>NC 021664.2:33218-34099 Klebsiella pneumoniae FCF1305 plasmid pKPC FCF13/05,
complete sequence
ATGTCACTGTATCGCCGTCTAGTTCTGCTGTCTTGTCTCTCATGGCCGCTGGCTGGCTTTTCTGCCACCG
CGCTGACCAACCTCGTCGCGGAACCATTCGCTAAACTCGAACAGGACTTTGGCGGCTCCATCGGTGTGTA
CGCGATGGATACCGGCTCAGGCGCAACTGTAAGTTACCGCGCTGAGGAGCGCTTCCCACTGTGCAGCTCA
TTCAAGGGCTTTCTTGCTGCCGCTGTGCTGGCTCGCAGCCAGCAGCAGGCCGGCTTGCTGGACACACCCA
TCCGTTACGGCAAAAATGCGCTGGTTCCGTGGTCACCCATCTCGGAAAAATATCTGACAACAGGCATGAC
GGTGGCGGAGCTGTCCGCGGCCGCCGTGCAATACAGTGATAACGCCGCCGCCAATTTGTTGCTGAAGGAG
TTGGGCGGCCCGGCCGGGCTGACGGCCTTCATGCGCTCTATCGGCGATACCACGTTCCGTCTGGACCGCT
GGGAGCTGGAGCTGAACTCCGCCATCCCAGGCGATGCGCGCGATACCTCATCGCCGCGCGCCGTGACGGA
AAGCTTACAAAAACTGACACTGGGCTCTGCACTGGCTGCGCCGCAGCGGCAGCAGTTTGTTGATTGGCTA
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AAGGGAAACACGACCGGCAACCACCGCATCCGCGCGGCGGETGCCGGCAGACTGGGCAGTCGGAGACAAAA

CCGGAACCTGCGGAGTGTATGGCACGGCAAATGACTATGCCGTCGTCTGGCCCACTGGGCGCGCACCTAT
TGTGTTGGCCGTCTACACCCGGGCGCCTAACAAGGATGACAAGCACAGCGAGGCCGTCATCGCCGCTGCG

GCTAGACTCGCGCTCGAGGGATTGGGCGTCAACGGGCAGTAA

équences sélectionnées :

7

Nous langons le programme BLAST pour I’alignement des S

Strand
Pluss/Plus

0/ 882 0%])

Gap=

gss2/882{100%:)

Identities

Expect

15229 bits{8382)

Score

33218

Query

Sojct

AE451Z

33278

Query

Sojct

AEA4STZ

333238

Query

Sojct

A4S Z

333298

Query

Sojct

Asa4sDz

33458

Query

Sojct

ASA4TSZ
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