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Résumé 

Analyse de la résistance aux antibiotiques chez les entérobactéries et étude 

d’une potentielle voie alternative aux traitements antibiotiques 

L’augmentation des bactéries multirésistantes (BMR) aux antibiotiques est un problème 

majeur de santé publique. Le premier objectif de la thèse a été de rechercher la présence, peu 

documentée, de BMR dans la communauté en Tunisie. Pour la première fois, nous isolons une 

Klebsiella pneumoniae de séquence type ST147 productrice de la carbapénèmase NDM-1 

dans ce milieu, à Sfax. Nos données indiquent aussi une proportion inhabituellement élevée 

(47%) d’Escherichia coli  produisant deux ß-lactamases à spectre élargi. Quatre d’entre eux, 

avec CTX-M-15 et CTX-M-27, se divisent en 2 souches clonales de type A-ST617 (2 isolats) 

et B2-ST131 subclade C2 (2 isolats). Toutes contiennent un plasmide avec la même 

combinaison allélique, F31:A4:B1 ; suggérant une possible dissémination de ce réplicon. Lors 

d’une autre étude (milieu communautaire, Djerba), une souche clonale Eh22 d’Enterobacter 

hormaechei  multirésistante, contenant un plasmide conjugatif IncHI2 de 300 kpb, a été isolée 

chez 2 patients sans lien épidémiologique apparent. Le plasmide a été séquencé et montre la 

présence de différents gènes de résistance incluant 4 gènes codant pour des ß-lactamases 

(blaTEM-1, blaDHA-1, blaCTX-M-3 et blaSHV-12). Dans une seconde partie, nous avons étudié chez 

Eh22 la résistance à la colistine (CS), antibiotique de dernier recours. Après avoir sélectionné 

un mutant in vitro, nous avons montré pour la première fois, chez Enterobacter spp, que cette 

résistance pouvait être due à une mutation dans le gène codant pour MgrB, un régulateur 

négatif du système à 2 composants PhoQP qui permet la synthèse de groupements cationiques 

sur le lipopolysaccharide, cible de la CS. Dans une dernière partie, des molécules de type 

bactériocines actives sur les BMR ont été recherchées à partir d’une collection de Bacillus 

thuringiensis. L’une d’elle, BUPM103, inhibe la croissance de BMR. Une analyse in silico a 

permis d’identifier le gène d’une potentielle bacthuricine Bt103 (15 kDa) qui a été produite 

dans E. coli . Le surnageant de sécrétion filtré a montré une activité d’inhibition de la 

croissance de K. pneumoniae multirésistante, contrairement au contrôle (sans sécrétion). Cette 

bacthuricine recombinante pourrait constituer une alternative thérapeutique pour le traitement 

des BMR. 

Mots clés : Entérobactéries, épidémiologie, communauté, NDM-1, ß-lactamases à spectre 

élargi, colistine, MgrB, bacthuricine recombinante. 
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Abstract  

Analysis of antibiotic resistance in enterobacteria and study of a potential 

alternative way to antibiotic treatments 

The increase of multidrug-resistant bacteria (BMR) to antibiotics is a major public health 

problem. The first objective of the thesis was to search for the presence of BMR, poorly 

documented in the community in Tunisia. For the first time, we isolate a Klebsiella 

pneumoniae belonging to the sequence type ST147 producing carbapenemase NDM-1 in this 

setting, at Sfax. Our data also indicate an unusually high proportion (47%) of Escherichia coli  

producing committally two extended-spectrum ß-lactamases. Four of them, with CTX-M-15 

and CTX-M-27, are divided into 2 clonal strains of type A-ST617 (2 isolates) and B2-ST131 

subclade C2 (2 isolates). All contain a plasmid with the same allelic combination, F31: A4: 

B1; suggesting a possible dissemination of this replicon. In another study (community-based, 

Djerba), a multiresistant clonal strain Eh22 of Enterobacter hormaechei , containing a 300 

kbp conjugative plasmid of IncHI2, was isolated from 2 patients without apparent 

epidemiological relationship. The plasmid was sequenced and shows the presence of different 

resistance genes including 4 genes encoding β-lactamases (blaTEM-1, blaDHA-1, blaCTX-M-3 and 

blaSHV-12). In a second part, we studied in Eh22, the resistance to colistin (CS), antibiotic of 

last resort. After selection of an in vitro mutant, we showed for the first time, in Enterobacter 

spp, that this resistance can be due to a mutation in the gene encoding MgrB, a negative 

regulator of the 2-component PhoQP system that allows the synthesis of cationic residues on 

lipopolysaccharide, target of CS. In the last part, bacteriocin-like molecules active on BMR 

were searched in a collection of Bacillus thuringiensis. One of them, BUPM103, inhibits the 

growth of BMR. The gene for a potential bacthuricin Bt103 (15 kDa) was identified by an in 

silico analysis and it was produced in E. coli . The filtered supernatant secretion showed a 

growth inhibitory activity against a multiresistant K. pneumoniae, in contrast to control 

(without secretion). This recombinant bacthuricine could constitute a therapeutic alternative 

for the BMR treatment. 

Key words: Enterobacteriaceae, epidemiology, community, NDM-1, extended-spectrum 

ß-lactamases, colistin, MgrB, recombinant bacthuricin. 
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Introduction générale 

La résistance aux antibiotiques est un problème majeur de santé publique
1,2

. L'utilisation 

massive et répétée d’antibiotiques en santé humaine et animale, en augmentant la pression de 

sélection, a conduit à l’émergence de bactéries multirésistantes (BMR), et même pan-

résistantes rendant les traitements par les antibiotiques inefficaces. Cette situation est 

particulièrement critique chez les entérobactéries, bactéries les plus souvent retrouvées en 

pathologie humaine. Les mécanismes génétiques de la résistance acquise peuvent être la 

conséquence de mutations, mais aussi dus à l’acquisition de gènes de résistance via des 

mécanismes de transferts horizontaux qui permettent le passage des gènes de résistance entre 

bactéries.  

Chez les entérobactéries, la résistance acquise par acquisition de gènes s’est principalement 

effectuée par l’intermédiaire d’éléments génétiques mobiles, tels que les plasmides 

conjugatifs ou les éléments conjugatifs et intégratifs (appelés aussi transposons conjugatifs). 

D’autres éléments génétiques mobiles que sont les élements transposables (séquences 

d’insertion et transposons) et les intégrons, contribuent à la mobilité des gènes de résistance 

entre réplicons. Chez une même bactérie, plusieurs plasmides peuvent co-exister, soit parce 

qu’un plasmide existe en plusieurs copies, soit parce que différents plasmides cohabitent s’ils 

appartiennent des groupes d’incompatibilité distincts. Quand un plasmide conjugatif 

accumule plusieurs gènes de résistance aux antibiotiques et transfère dans une autre bactérie, 

il confére en bloc une multirésistance. Ce phénomène est d’autant plus inquiétant que des 

nouveaux mécanismes de résistance apparaissent.  

L'émergence et la propagation des bactéries telles que les souches d’Escherichia coli  

appartenant au phylogroupe B2 et à la séquence type ST131 sont inquiétantes. C’est un clone 

qui s’est propagé au niveau mondial de façon pandémique. Il possède des plasmides 

conjugatifs, hautement transmissibles portant de nombreux gènes de résistance. En 

particuliers, ce clone peut contenir des plasmides portant des gènes de ß-lactamases qui 

codent pour des enzymes qui hydrolysent les β-lactamines, rendant inefficaces la plupart des 

molécules de cette classe d’antibiotiques, très utilisée pour le traitement des infections. Parmi 

les ß-lactamases, on retrouve les ß-lactamases à spectre élargi (BLSE) qui confèrent une 

résistance à la plupart des ß-lactamines, excepté aux céphamycines et carbapénèmes. Les 

BLSE de type CTX-M (CéfoTaXimase-Munich) sont considérées depuis le début des années 

2000, comme des enzymes pandémiques en milieu hospitalier, mais aussi en milieu 
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communautaire. Une prévalence élevée des enzymes CTX-M-15, appartenant au CTX-M du 

groupe 1 et CTX-M-27 (groupe 9) a été trouvée au niveau mondial.  

L’augmentation des BLSE a conduit à une utilisation accrue des carbapénèmes et a favorisé 

l’émergence de ß-lactamases de type carbapénémases. Parmi ces dernières, on retouve des 

enzymes de type NDM-1, pour New-Delhi Métalloenzyme-1, qui a été signalée pour la 

première fois chez un patient suédois précédemment hospitalisé à New Delhi, en Inde en 

2008. Depuis, les souches d’entérobactéries portant des plasmides avec le gène codant pour 

NDM-1 sont retouvées dans de nombreux pays.  

Depuis une décennie, l’augmentation des BMR a conduit à la réutilisation d’antibiotiques 

anciens, comme la colistine (polymyxine E). La colistine est devenue l'un des antibiotiques de 

dernier recours pour le traitement des infections graves causées par des bacilles à Gram 

négatif pan-résistants aux antibiotiques. La réintroduction de la colistine a conduit à une 

description de plus en plus fréquente dans la littérature, de souches résistantes à cet 

antibiotique. Le mécanisme de cette résistante était principalement dû à des mutations 

chromosomiques, mais à la fin de l’année 2015, un gène appelé mcr-1 localisé sur un 

plasmide conjugatif conférant la résistance à la colistine a aussi été décrit.  

Comprendre les mécanismes de résistance aux antibiotiques et surveiller l’émergence des 

résistances et des BMR est indispensable pour enrayer leur dissémination. Un autre prérequis 

indispensable est de développer de nouvelles stratégies de lutte contre les BMR. Une des 

voies est le développement de nouvelles molécules actives contre ces bactéries 

multirésistantes. Dans ce cadre, la recherche de substances antibactériennes, telles que les 

bactériocines, qui sont produites par certaines bactéries pour inactiver la croissance d’autres 

bactéries, est d’intérêt.  

Cette thèse s’articule autour de 3 objectifs principaux : (i) Réaliser une étude épidémiologique 

en Tunisie pour surveiller cette résistance chez l'homme, à la fois dans les milieux hospitalier 

et communautaire. Les souches d’entérobactéries possédant des gènes de résistance aux 

antibiotiques et en particuliers aux ß-lactamines seront identifiées et les plasmides porteurs 

des gènes de résistance seront analysés. (ii) Analyser la résistance à la colistine et 

l’hétérorésistance, par acquisition de mutations chromosomiques, chez Enterobacter cloacae 

Complexe VIII, espèce bactérienne pour laquelle peu de données sont disponibles dans la 

littérature. (iii) Identifier et évaluer le potentiel antibactérien de souches de Bacillus 

thuringiensis produisant des molécules de type bactériocines, et développer un protocole 

d’extraction et de purification de ces bactériocines recombinantes. 
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Chapitre I : La résistance aux antibiotiques chez les 

entérobactéries 

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

Introduction  

Depuis la découverte de la pénicilline par Sir Alexander Fleming en 1928, les antibiotiques 

ont permis de traiter des nombreuses infections bactériennes, en particulier lors de la Seconde 

Guerre mondiale
3
. Rapidement après la découverte de la pénicilline, d’autres molécules 

naturellement synthétisées par des micro-organismes, comme des champignons, ont été 

découvertes. Puis d’autres antibiotiques d’origine semi-synthétiques ou de synthèse ont été 

fabriqués afin de lutter contre les agents infectieux que sont les bactéries. L’utilisation 

massive d’antibiotiques a conduit à la sélection des bactéries résistantes et aussi à l’émergence 

rapide de ces dernières
4
. Des études récentes, utilisant la métagénomique fonctionnelle pour 

étudier les résistomes des souches bactériennes, ont montré que la résistance aux antibiotiques 

était un mécanisme biologique ancien
5
. En effet, des échantillons de pergélisol ont révélé 

l'existence de gènes de résistance datant de plus de 30.000 ans
6,7

. Les gènes de résistance aux 

antibiotiques avaient diverses fonctions avant leur utilisation anthropique, et ont contribué à 

l’évolution des réservoirs naturels de résistance
8
. Les analyses des génomes entiers des 

bactéries isolées de pergélisol et de sols anciens ont permis de mieux comprendre le rôle du 

transfert horizontal de gènes (HGT, pour Horizontal Gene Tranfer) dans l’évolution de la 

résistance aux antibiotiques et des maladies émergentes. Ce processus est considéré comme 

l’un des facteurs principaux de l'augmentation de la résistance des bactéries aux antibiotiques 

ainsi que la propagation des gènes de virulence
5
. Ce processus de HGT se produit selon 3 

principaux mécanismes génétiques 
9
:  

  La transformation implique l’incorporation de l'ADN par des bactéries naturellement 

compétentes, puis ces bactéries intègrent cet ADN à leur génome par des mécanismes 

de recombinaison.  

  La transduction consiste en un transfert d’ADN entre bactéries par l’intermédiaire de 

bactériophages (virus de bactéries).  

  La conjugaison est un mécanisme qui requiert le contact entre les bactéries, puis le 

transfert unilatéral de matériel génétique d’une bactérie donatrice vers une bactérie 
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réceptrice. Ce mécanisme met en jeu des plasmides conjugatifs ou des éléments 

conjugatifs et intégratifs (ICE, pour Integrative and Conjugative Elements) qui codent 

pour des systèmes de sécrétion de type IV (encore appelés pili sexuels).  

I. Les entérobactéries  

Les entérobactéries sont des bacilles à Gram négatif, aérobie-anaérobie facultatif, qui 

constituent une vaste famille d’un point de vue génétique. Elles sont largement retrouvées sur 

les plantes, dans le sol et l’eau et dans le tube digestif de l’homme et des animaux à sang 

chaud, d’où leur nom. Certaines entérobactéries constituent une part importante de la flore 

intestinale de l’homme. Les entérobactéries sont souvent impliquées en pathologie humaine. 

Certaines d’entre elles ont acquis différents mécanismes de résistance aux antibiotiques qui 

les placent comme bactéries de priorité critique par l’Organisation Mondiale de la Santé pour 

la recherche et le développement de nouveaux traitements antibiotiques.  

 

Escherichia coli  est la bactérie la plus couramment isolée en pathologie humaine. C’est une 

bactérie commensale du tube digestif de l’homme et de nombreux animaux à sang chaud. 

Certaines souches possèdant des facteurs de pathogénicité, peuvent être responsables d’une 

large gamme d’infections digestives et extra-digestives. Parmi ces dernières, E. coli  est très 

souvent impliquée dans les infections urinaires, et d’autres infections comme des 

bactériémies, abcès hépatiques, … voire des infections transmises aux descendants 

(méningites chez le nouveau-né). Ces infections peuvent être endogènes ou exogènes. Pour 

ces dernières, les souches peuvent être transmises aux patients via des pratiques de soins. On 

les retrouve aussi bien en milieu hospitalier qu’en milieu communautaire. Quatre 

phylogroupes majeurs ont été caractérisés chez E. coli  : A, B1, D et B2, selon leurs facteurs 

de virulence (les souches des 2 premiers groupes n’hébergeant aucun ou très peu de facteurs 

comparativement aux deux derniers, notamment au groupe B2)
10

.  

 

Klebsiella pneumoniae est une bactérie immobile et capsulée. K. pneumoniae a été décrite 

pour la première fois par Carl Friedlander en 1882, en tant que bactérie isolée des poumons
11

. 

Elle est ubiquitaire dans la nature, et se retrouve aussi sur les surfaces muqueuses des 

mammifères. Chez l’homme, elle est présente dans le tractus intestinal, nasopharynx et sur la 

peau. Elle est responsable d’épidémies dues à la propagation de différents clones associés à 
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des infections opportunistes chez des patients dont le système immunitaire est affaibli. Une 

étude récente, publiée en 2019, réalisée sur des patients hospitalisés dans 244 hôpitaux 

répartis sur 31 pays, a montré que des souches clonales se propageaient au sein d'un même 

hôpital et parfois même entre des hôpitaux proches
12

. 

 

Le complexe Enterobacter cloacae (ECC, pour E. cloacae complex) a été subdivisé en 13 

clusters génétiques sur la base du séquençage du gène hsp60 (codant pour une protéine de 

réponse au choc thermique, heat-hock protein)
13,14

( tableau 1). Certains clusters ont été définis 

avec un nom d’espèce incluant Enterobacter asburiae (cluster I), Enterobacer kobei (cluster 

II), Enterobacter cloacae (E. cloacae sous-espèce cloacae, cluster XI et E. cloacae sous 

espèce dissolvens, cluster XII), Enterobacter ludwigii (cluster V), et Enterobacter hormaechei 

. Ce dernier a été subvisée en 3 sous espèces : E. hormaechei oharae (cluster VI), E. 

hormaechei hormaechei (cluster VII) et E. hormaechei steigerwaltii (cluster VIII). Les 

Clusters III, IV, IX et les séquences regroupées dans le cluster XIII n’ont pas de nom 

d’espèces attribué 
15

. 

Les ECC sont des bactéries commensales du tractus digestif de l’homme et des animaux. Elles 

sont retrouvées dans les selles, mais aussi de façon ubiquitaire dans les eaux d'égouts, le sol, 

et les produits laitiers. Ce sont des bactéries pathogènes opportunistes et 3 clusters (III, VI et 

VIII) sont plus fréquemment retrouvés responsables d’infections et d’épidémies 

hospitalières
16

. 

Tableau 1 : Répartition des clusters et des espèces du complexe Enterobacter cloacae en 

utilisant la technique de séquençage de gène hsp 60
14
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II. La résistance naturelle ou intrinsèque 

La résistance naturelle ou intrinsèque affecte d’emblée toutes les souches d’une même espèce. 

Elle est stable, transmise à la descendance mais pas ou peu transmissible par transfert 

horizontal. La résistance intrinsèque à un antibiotique ou à une famille d’antibiotiques de 

différentes souches et espèces bactériennes n'est associée à aucune exposition 

d’antibiotique
17

. La connaissance de la résistance naturelle est importante pour l’identification 

des bactéries, l’antibioprophylaxie et l’antibiothérapie.  

Par exemple, l’ordre des Enterobacterales est classiquement regroupé en 7 groupes selon la 

production de ß-lactamases (Tableau 2).  

 

Groupe 0 : (Salmonella spp., Proteus mirabilis) avec une absence de gène codant pour une β-

lactamase.  

Groupe 1 : (E. coli , Shigella spp.) avec une céphalosporinase non inductible.  

Groupe 2 : (K. pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Citrobacter koseri) avec une production de 

pénicillinase de bas niveau, chromosomique et constitutive.  

Groupe 3 : (Enterobacter spp., Citrobacter spp., Serratia marcescens, Morganella morganii, 

Hafnia alvei …) avec une production de céphalosporinase à bas niveau, inductible par les β-

lactamines. 

Groupe 4 : (Yersinia enterocolitica, Serratia fonticola) produisant une pénicillinase de bas 

niveau plus une céphalosporinase de bas niveau. 

Groupe 5 : (Proteus vulgaris, Proteus penneri) produisant une céphalosporinase 

(céfuroximase) inductible 

Groupe 6 : (Kluyvera spp., Rahnella spp. Citrobacter sedlakii) produisant une BLSE 

chromosomique de bas niveau 
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Tableau 2. Résistances naturelles aux ß-lactamines chez l’ordre des Enterobacterales 

         

Antibiotique 

 

0 

 

1 

Groupe 

2 

 

3 

 

4 

 

5 

 

6 

Amoxicilline S S/I R R R R I/R 

Amoxicilline + AC  S S/I S R R S S/I 

Ticarcilline S S R S R S I/R 

Ticarcilline + AC S S S S S S S 

Pipéracilline S S I S I S I 

Pipéracilline + TZ  S S S S S S S 

C1G S S/I S R R R I/R 

C2G S S S S/I/R S/I R I/R 

Céfoxitine*  S S S S/I/R S S S 

C3G S S S S S S S/I 

C4G S S S S S S S/I 

Carbapénèmes S S S S S S S 

 

AC : acide clavulanique ; TZ, tazobactam, C1G, C2G, C3G, C4G : céphalosporines de 1
ère

, 

2
ième

, 3
ième

, et 4
ième

 génération, respectivement. *, céphamycine 

S/I/R, sensible/intermédiaire/résistant 

 

Les entérobactéries peuvent aussi être naturellement résistantes à certains antibiotiques dû à 

l’imperméabilité de leur membrane externe 
18

 (figure 1). Les pompes à efflux bactériennes qui 

transportent activement de nombreux antibiotiques hors de la cellule peuvent contribuer de 

manière importante à la résistance intrinsèque des bactéries à Gram négatif à de nombreux 

antibiotiques
17

. Lorsqu'elles sont surexprimées, les pompes à efflux peuvent également 

conférer une plus grande résistance aux antibiotiques
19

. 

 

 

Figure 1. Mécanismes intrinsèques de résistance de la résistance aux ß-lactamines par 

défaut d’accumulation. 

L’exemple présenté sur la figure 1 est celui des β-lactamines dont les cibles sont les protéines 

liant la pénicilline (PLP ou PBP, pour Penicillin Binding Protein). L’antibiotique A peut 
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pénétrer dans la cellule par une porine de la membrane externe, atteindre sa cible et inhiber la 

synthèse du peptidoglycane. L'antibiotique B peut aussi entrer dans la cellule via une porine, 

mais contrairement à l'antibiotique A, il est efficacement éliminé par un mécanisme d’efflux 

actif. L'antibiotique C ne peut pas traverser la membrane externe et ne peut donc pas accéder 

aux cibles, les PBP
17

. 

III.  La résistance acquise 

1. Supports génétiques de la résistance acquise 

Chez les bactéries, les gènes de résistance aux antibiotiques sont portés par des réplicons 

(chromosome et plasmide). Chez les entérobactéries, les supports génétiques de la résistance 

sont souvent associés à des éléments génétiques mobiles (EGM) capables de mobiliser les 

gènes de résistance soit au niveau
20

 : 

 Intracellulaire : séquences d'insertion, transposons ou cassettes des intégrons (EGM 

non autonomes). La résistance acquise concerne une fraction des souches d’espèces 

naturellement sensibles, à la suite d’évènements génétiques. Elle est variable et limite 

le spectre d’activité initiale aux antibiotiques d’une espèce bactérienne donnée. Le 

mécanisme génétique de la résistance acquise est du à la survenue de mutations ou à 

l’acquisition de gènes, qui rendent la bactérie résistante à un antibiotique ou une 

famille d’antibiotiques particulier
18

. 

De nombreux mécanismes de résistance acquis ont été observés chez les entérobactéries. Ils 

peuvent être chromosomiques ou plasmidiques. L’émergence des résistances est en relation 

avec la pression de sélection par les antibiotiques.  

 Intercellulaire : plasmides conjugatifs ou mobilisables, ou bien les éléments intégratifs 

conjugatifs (ICE)
21

 qui incluent les transposons conjugatifs. Ces derniers peuvent être 

aussi non conjugatifs, mais mobilisables (IME, integrative mobilizable elements) 

(figure 2). 
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Figure 2. Résumé des principaux mécanismes de mobilisation des gènes de résistance 

chez les entérobactéries
20

. 

a) La résistance chromosomique  

Elle résulte d’une mutation rare, plus ou moins spontanée et stable. L’antibiotique révèle 

souvent la mutation de résistance en sélectionnant les bactéries mutantes résistantes. La 

transmission de la résistance chromosomique est dite verticale (‘’bactérie-mère à bactéries-

filles’’).  

b) La résistance plasmidique  

Les plasmides sont des molécules d’ADN bicaténaires, le plus souvent circulaires et extra-

chromosomiques, capables d'auto-réplication. Certains plasmides sont conjugatifs et sont 

capables de transférer d’une bactérie donatrice vers une bactérie réceptrice. Les plasmides se 

divisent en groupes d’incompatibilité (groupe Inc) selon leurs modes de réplication et de 

régulation de la réplication. Les plasmides conjugatifs se caractérisent par des structures 

modulaires, comprenant un module de conjugaison codant pour des gènes tra, dont certains 

vont permettre la synthèse d’un système de sécrétion de type IV (ou pilus sexuel), une origine 

de transfert reconnue par une relaxase qui, après coupure simple brin, reste fixée de manière 

covalente sur l’extémité 5’ d’un brin formant l’ADN qui sera transféré au travers du pilus 

sexuel de conjugaison. Les plasmides se distinguent donc par leur mobilisation, leur nombre 

de copies, leur spécificité d'hôte. Ils ne sont pas essentiels à la survie de la bactérie, mais la 

présence de certains gènes localisés sur leur plasmides peuvent leur conférer un avantage 
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sélectif et des fonctions permettant une meilleure adaptation de la bactérie hôte à son 

environnement
22

 , comme la résistance aux antibiotiques, toxines, adhésines, chaînes 

métaboliques supplémentaires… Les plasmides conjugatifs ont un rôle prépondérant dans 

l’évolution des bactéries de par leur capacité à échanger de gènes.  

Un nombre considérable de plasmides conjugatifs ont été séquencés. Un exemple de 

structures de plasmides est présenté sur la figure 3 
23

. 

 

Figure 3. Principales caractéristiques structurelles des plasmides IncN, IncF et IncA/C. 

Le locus tra est indiqué par des flèches vertes. Les gènes de résistance sont indiqués par des 

flèches rouges, à l'exception du gène codant pour la carbapénémase blaNDM-1 qui est indiqué 

en bleu. Les gènes associés à des élements génétiques mobiles (transposons et séquences 

d'insertion) sont montrés en jaune. Les autres gènes sont indiqués par les cases colorées 

comme suit: violet, gène de la réplicase repA; orange, gène pour des enzymes de restriction et 

méthylation ;  blanc, autres gènes plasmidiques
23

. 
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IV. La résistance adaptative  

La résistance adaptative de la bactérie est dictée par l'expression différentielle de certains de 

ses gènes, lui permettant de répondre à des contraintes du milieu exterieur. Cela peut entraîner 

des modifications du mode de vie, telles que la formation de cellules persistantes ou des 

biofilms, ou encore induire des résistances transistoires à des composés toxiques
18

.  

La connaissance des mécanismes moléculaires de la résistance et de la résistance adaptative 

est importante, car elle permet le développement de nouvelles thérapies pour lutter contre les 

bactéries multirésistantes aux antibiotiques. 

V. Les mécanismes biochimiques de la résistance naturelle ou acquise 

aux ß-lactamines chez les entérobactéries 

Plusieurs mécanismes de résistance acquises aux ß-lactamines ont été observés chez les 

entérobactéries et peuvent être regroupés en 3 grands types :  

A. Défaut d’accumulation de l’antibiotique par diminution de la 

perméabilité et efflux actif   

Les propriétés physico-chimiques des antibiotiques et la structure de la paroi bactérienne 

jouent un rôle important dans la résistance. La membrane externe, formée en partie de 

phospholipides, constitue une barrière contre les antibiotiques hydrophobes de haut poids 

moléculaire. Les molécules hydrophiles, de faible poids moléculaire, doivent traverser la voie 

de protéines membranaires que sont les porines, qui forment des canaux qui permettent le 

passage de molécules, incluant les β-lactamines (de taille inférieure à environ 600 Da) (figure 

4). Des mutations qui affectent la structure des porines ou diminuent leur synthèse, peut 

entrainer la résistance à certains antibiotiques (résistance dite croisée). 

Chez E. coli , il existe 2 principales porines, OmpC et OmpF
24

. OmpF est une porine plus 

large que OmpC qui laisse pénètrer plus rapidement des molécules plus volumineuses. Elle 

est induite par l’insuffisance de nutriments. OmpC exclut les grosses molécules, notamment 

les antibiotiques et les détergents, ce qui réduit la sensibilité. OmpC est exprimé à la place de 

OmpF dans des conditions de stress
25

. Ainsi, la perte de la porine OmpC réduit les 

concentrations minimales inhibitrices (CMI) des différentes β-lactamines 
26

. Les mutants d’E. 

coli  déficients en OmpF , présentent aussi une sensibilité diminuée aux quinolones 
23

.  
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Figure 4. Les principales porines non sélectives de la membrane externe d’E. coli . 

 

Les systèmes d’efflux chez les bactéries sont des mécanismes de transports actifs qui sont 

regroupés en 5 super familles : ABC transporteurs (ABC pour ATP Binding Cassette), MFS 

(pour Major Facilitator superfamily), SMR (pour Small Multidrug Resistance), MATE (pour 

Multidrug and Toxic Compound Extrusion) et RND (Resistance Nodulation cell Division). 

Chez les entérobactéries, la résistance aux ß-lactamines par mécanisme d’efflux actif ne 

concerne que la super-famille, RND. Les gènes de ces systèmes d’efflux de type RND 

forment une structure tripartite
27

 . Ces gènes sont naturellement présents sur le chromosome 

de la bactérie et jouent un rôle majeur dans la résistance intrinsèque aux antibiotiques. Ils 

confèrent une résistance multidrogue à des antibiotiques et des toxines de structure  chimiques 

différentes. Par exemple chez E. coli , on trouve le système AcrAB/TolC qui est composé du 

transporteur membranaire AcrB, d’une protéine de fusion AcrA et de la protéine de la 

membrane externe, TolC (figure 5). L’hyperexpression de ce mécanisme peut conduire à un 

phénotype de multirésistance aux β-lactamines, ainsi qu’aux quinolones et à d’autres 

composés (comme l’acriflavine)
28

.  

Tout d'abord, AcrB s'associe à AcrA pour former le complexe bipartite AcrAB. Ensuite, AcrA 

change sa conformation pour recruter TolC. Lorsque AcrB rencontre un substrat, la pompe 

adopte une conformation ouverte accompagnée d'une contraction le long du grand axe et le 

substrat est expulsé par le canal en dehors de la cellule
27

. 
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Figure 5. Schéma de l’assemblage et mécanisme de fonctionnement de la pompe  

AcrAB–TolC
27

. 

B. Modification de la cible des ß-lactamines   

La cible des ß-lactamines sont des enzymes (transpeptidases, D-D carboxypeptidase) qui 

catalysent l’étape finale de la biosynthèse du peptidoglycane. On les appelle PLP (pour 

(Protéines Liant la Pénicilline) ou PBP (Penicillin Binding Proteins). La résistance aux β-

lactamines par altération des PLP a été décrite chez de nombreuses bactéries. Il est à noter que 

ce mécanisme est très fréquent dans le genre Staphylococcus, qui a acquis un gène codant 

pour une nouvelle PLP (PLP2A) ayant peu d’affinité pour les ß-lactamines. Chez les 

entérobactéries, le mécanisme est dû à :  

 Une hyper-expression de la synthèse des PLP.  

 Une diminution de l’affinité des PLP pour les bêta-lactamines. Les PLPs restent 

disponibles pour la synthèse du peptidoglycane. 

Récemment, des nouvelles mutations dans le gène mrdA qui code pour la PBP2 ont été 

décrites chez E. coli  et elles contribuent à une augmentation de la CMI des carbapénèmes
29

. 

C. Production d'enzymes inactivant les β-lactamines chez les BGN  

1. Les Bêta-lactamines 

Les β-lactamines constituent une vaste classe d'antibiotiques (il existe environ une 

quarantaine de molécules disponibles en France). Ce sont des antibiotiques dont la structure 

chimique est caractérisée par un cycle ß-lactame, qui comprend le « pont ß-lactame » : une 

fonction cétone au sein d’un hétérocyle azoté, responsable de l’activité de ces antibiotiques. 

Ces agents incluent 4 classes : pénicillines, céphalosporines, les monobactames, et 

carbapénèmes (Tableau 2). 
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Tableau 3. Les principales β-lactamines   

Classe Sous-classe Exemple 

Pénicillicines Pénicillines G et V  Benzylpénicilline, 

Phénoxyméthylpénicilline 

Pénicilline A (Aminopénicilline) amoxicilline, ampicilline 

Amidinopénicilline Mécilliname 

6 -méthoxy pénicilline Témocilline 

Uréidopénicilline Pipéracilline 

Carboxypénicilline Ticarcilline 

Pénicilline M Méticilline, oxacilline, cloxacilline 

Céphalosporines C1G  Cefalotine, cefazoline 

C2G Cefuroxime, céfixime, cefpodoxime 

céfoxitine*, céfotétan* 

C3G   Ceftriaxone, céfotaxime, ceftazidime  

C4G Céfepime, céfpirome 

Monobactame  Aztreonam 

Carbapénèmes  Imipénème, ertapénème,méropénème 

Autres  Inhibiteurs des β- lactamases** acide clavulanique, tazobactam, 

sulbactam 

C1G, C2G, C3G et C4G, céphalosporines de 1
er

, 2
ème

, 3
ème

 et 4
ème

 génération, respectivement  

*, céphamycine  

**, inhibiteurs de β- lactamases avec un noyau β-lactame dans leur structure 

 

a) Mode d’action  

Le mécanisme d'action des bêta-lactamines est d’inhiber la phase pariétale de la synthèse de la 

paroi bactérienne. Ces antibiotiques se fixent sur des enzymes (transpeptidases, DD-

carboxypeptidases) appelées Protéines Liant la Pénicilline (ou PLP) impliquées dans la 

dernière étape de synthèse du peptidoglycane. Cette action est due à l’analogie structurale 

entre la liaison D-Alanyl-D-Alanine (DAla-DAla) du pentapeptide et le pont bêta-lactame des 

bêta-lactamines 
30

(figure 6). Cette inhibition entraine la dérégulation des autolysines qui sont 

responsables de l’effet bactéricide de ces antibiotiques.  
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Figure 6. Mécanisme d’action des bêta-lactamines
31

 

2. Production de β-lactamases   

a) Mode d’action  

Les ß-lactamases sont des enzymes capables d’hydrolyser le pont ß-lactame (figure 8), des ß-

lactamines, site de fixation des PLP, générant un produit inactif (figure 7)
30

. 

 

 

Figure 7. Mécanisme de résistance aux bêta-lactamines
30

 

Le pont ß-lactame est indiqué en rouge. La flèche indique le pont ß-lactame, site d’hydrolyse 

par les ß-lactamases.  

Les gènes des β-lactamases peuvent avoir comme support génétique, le chromosome. La 

présence de ces gènes chromosomiques peut être responsable de la résistance naturelle aux β-

lactamines chez certaines espèces bactériennes (Tableau 4). Ces gènes peuvent être acquis 

(résistance acquise) et être localisés sur des éléments génétiques mobiles tels que les 

plasmides conjugatifs.   
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La production de β-lactamases est le principal mécanisme de résistance chez les 

entérobactéries. Suite à l’utilisation massive des β-lactamines, des β-lactamases à large 

spectre (BLS), des β-lactamases à spectre étendu (BLSE) et des céphalosporinases, et des 

carbapénémases ont émergé dans le monde et continuent à se diversifier.  

b. Classifications des ß–lactamases  

Depuis 1940, un grand nombre de ß-lactamases a été identifié et l’absence de nomenclature 

officielle a compliqué leur classification. Selon leur caractéristique enzymatique, les ß–

lactamases sont réparties en 2 grandes catégories : celles qui fonctionnent avec une sérine OH 

et celles qui ont besoin d’ion métallique (Zn
2+

) dans leur site actif. Actuellement, 2 

classifications sont unanimement acceptées. La classification d’Ambler
32

 est basée sur des 

critères moléculaires et les ß-lactamases sont ainsi réparties en 4 groupes (A à D), en fonction 

d’homologies plus ou moins importantes des séquences peptidiques ou nucléotidiques, 

notamment au niveau du site actif. La classification de Bush et Jacoby
33

 est basée sur des 

critères de profils de substrat et de sensibilité à certains inhibiteurs. Ainsi en fonction de leur 

profil de substrats, les ß-lactamases qui ont une hydrolyse préférentielle pour les pénicillines 

sont dites pénicillinases. Celles qui hydrolysent davantage les céphalosporines sont qualifiées 

de céphalosporinases. Certaines enzymes ont pour substrats préférentiels des ß-lactamines 

particulières : carbapénèmes (carbapénémases), carboxypénicillines (carbénicillinases), 

oxacilline (oxacillinases), céfuroxime (céfuroximases)... La classification de Bush et Jacoby
33

 

réparties aussi les ß-lactamases en fonction de leur sensibilité à certains inhibiteurs, tels que 

l’acide clavulinique, l’EDTA et, plus récemment, de l’avibactam
34

. Cette classification a un 

intérêt pratique car elle permet d’orienter en routine l’identification des ß-lactamases à partir 

du phénotype de résistance aux ß-lactamines des souches qui les produisent. 

Les 2 classifications (celle d’Ambler et celle de Bush/Jacoby) se recoupent. Par exemple, le 

groupe 1 de Bush/Jacoby inclut des céphalosporinases résistantes à l’acide clavulanique 

correspondant à la classe C de Ambler. Le groupe 2 de Bush/Jacoby rassemble des enzymes 

de type de pénicillinases et des β-lactamases à spectre élargi, plus ou moins sensibles à l’acide 

clavulanique, qui appartiennent à la classe A d’Ambler ; les sous-groupes 2d, 2be et 2df, qui 

comprend les oxacillinases de la classe D de Ambler et dont certaines (2df) ont une activité 

sur les carbapénèmes, faisant exception. Le groupe 3 de Bush est réservé aux métallo-

enzymes sensibles à l’EDTA qui constitue le groupe B de Ambler (figure 8).   
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Figure 8. Relation moleculaire et fonctionnelle entre les β-lactamases
34

 

Avec CA, acide clavulanique, Cb, carbapénèmes, Cp, céphalosporines, E, céphalosporines à 

large spectre, M, monobactame, P, pénicillines, AV, avibactam, CLO, Cloxacilline 

3. Description des ß-lactamases les plus couramment rencontrées chez 

les entérobactéries  

Seules seront décrites, par la suite, les ß-lactamases les plus souvent retrouvées chez les 

entérobactéries.  

a) ß-lactamases du groupe 1 (classe C de Ambler) 

Les céphalosporinases chromosomiques appartenant au groupe 1 de la classification de Bush 

(classe C de Ambler), sont le plus souvent des enzymes spécifiques d’espèces retrouvées chez 

des bacilles à Gram négatif
34

. Ces enzymes hydrolysent préférentiellement les 

céphalosporines de 1
ère

 génération (C1G) comme la céfalotine. Lorsqu’elles sont produites en 

grande quantité, elles entraînent une résistance à toutes les ß-lactamines excepté les 

carbapénèmes.  

Ces enzymes sont inhibées par la cloxacilline et l’avibactam, mais pas par l’acide 

clavulanique et l’EDTA (Figure 8). C’est le cas des céphalosporinases AmpC retrouvées chez 

de nombreuses entérobactéries (E. coli , Enterobacter spp.) et Pseudomonas aeruginosa. Dès 



 
 

36 
 

1989, des céphalosporinases plasmidiques ont émergé chez des souches d’entérobactéries. 

Pour un certain nombre d’entre elles, des homologies avec des céphalosporinases 

chromosomiques précédemment décrites ont été retrouvées. Ainsi, les gènes chromosomiques 

codant pour les enzymes de type AmpC, qui font partie du patrimoine génétique de certains 

bacilles à Gram négatif, ont été transloqués sur des plasmides qui ont secondairement diffusé 

chez d’autres espèces bactériennes. Depuis la découverte de la première céphalosporinase 

plasmidique, MIR-1, d’autres enzymes ont été identifiées, principalement chez K. 

pneumoniae. Ainsi, plus d’une vingtaine de céphalosporinases plasmidiques ont été 

rapportées à ce jour et sont divisées en 5 à 6 groupes en fonction de leur homologie avec les 

différentes enzymes chromosomiques dont elles dérivent. Ce sont les enzymes CMY-2, LAT-

1, BIL-1 (homologies avec l’enzyme AmpC de Citrobacter freundii), MIR-1, ACT-1 (AmpC 

d’Enterobacter cloacae), DHA-1 (AmpC de Morganella morganii), ACC-1 (AmpC d’Hafnia 

alvei), MOX-1 (AmpC d’Aeromonas)
35,36

. Elles confèrent un phénotype de résistance 

analogue à celui d’une hyperproduction. Leur diffusion est mondiale avec une fréquence 

variable entre les différents gènes , blaCMY-2 étant le plus répandue
 36

.  

b) ß-lactamases du groupe 2 (classe A de Ambler, sauf 2d, 2de et 2df) 

Ce groupe hétérogène, qui comprend des enzymes plus ou moins sensibles à l’acide 

clavulanique et résistant à l’EDTA, est subdivisé en 8 classes (2a, 2b, 2be, 2br, 2c, 2d, 2e et 

2f). Chez les entérobactéries, les enzymes qui sont le plus souvent recontrées sont des 

enzymes de type TEM, SHV, CTX-M et KPC. 

 

* Classe 2b (ß-lactamases à large spectre ou BLS) 

Les ß-lactamases de la classe 2b sont qualifiées de BLS car elles hydrolysent 

préférentiellement les pénicillines, mais affectent également les céphalosporines de 1
ère

 et, à 

un moindre degré, de 2
ème

 génération (C1G et C2G). Ce sont les ß-lactamases acquises les 

plus fréquentes des entérobactéries. Les enzymes les plus communes de cette classe sont 

TEM-1, TEM-2 et SHV-1. 

 

* Classe 2be (ß-lactamases à spectre élargi ou BLSE)  

La classe 2be est réservée aux BLSE, définies comme des enzymes inactivant les pénicillines 

et les céphalosporines, y compris les céphalosporines de 3
ème

 génération (C3G), telles que la 

céfotaxime et la ceftazidime, ainsi que les monobactames (aztréonam).  
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Certaines enzymes dérivent des BLS de type TEM-1, TEM-2 et SHV-1 par des mutations 

ponctuelles qui modifient la conformation du site actif en augmentant les capacités 

hydrolytiques de l’enzyme. Au cours des dernières années, de nombreuses BLSE non dérivées 

de TEM et SHV ont été identifiées, comme par exemple les enzymes de type GES-1, VEB-1, 

PER-1...  Ce sont surtout les BLSE de type CTX-M qui ont émergé depuis le début des années 

2000 et sont devenues pandémiques partout dans le monde. Ces enzymes et l’épidémiologie 

des entérobactéries qui les hébergent seront décrites dans le paragraphe suivant.  

 

* Classe 2bf 

Ces ß-lactamases de classe A appartenant à la sous-classe 2bf sont des enzymes à spectre 

élargi qui hydrolysent également les carbapémènes. Parmis ces carbapénémases, on retrouve 

les enzymes KPC (Klebsiella pneumoniae  productrice de carbapénemase) qui sont les plus 

fréquentes dans le monde entier 
37

. 

 

* Classe 2d (Oxacillinases, enzymes de type OXA, classe D de Ambler) 

Les enzymes de la classe 2d sont des oxacillinases (OXA) généralement peu sensibles à 

l’acide clavulanique. Leur spectre peut être étendu par des mutations ponctuelles, comme 

pour les BLSE des familles TEM et SHV. Les ß-lactamases de type OXA sont surtout 

fréquentes chez P. aeruginosa, et occasionnellement rencontrées chez les entérobactéries. Les 

oxacillinase de type 2df, telle que OXA-48, confèrent une résistance à bas niveau aux 

carbapénèmes.  

c) Les ß-lactamases du groupe 3 : métalloenzymes (classe B de Ambler)  

Ce groupe comprend des ß-lactamases dont le site catalytique, contrairement aux autres ß-

lactamases, ne comporte pas de sérine OH, mais un ion métallique, le Zinc (Zn
2+

). La 

chélation du Zn
2+

 par l’EDTA inhibe l’enzyme. Ces métallo-enzymes sont des 

carbapénémases à large spectre qui hydrolysent non seulement l’imipénème, mais aussi les 

pénicillines et les céphalosporines.  

           * Les métallo-enzymes acquises sont en pleine évolution. On les retrouve dans le 

groupe 3a. Ce sont essentiellement les enzymes de type IMP, et de type VIM que l’on 

retrouve chez de nombreuses espèces d’entérobactéries, ainsi que chez des bactéries 

opportunistes souvent responsables d’infections nosocomiales telles que P. aeruginosa et 

Acinetobacter baumannii. Une autre métallo-enzyme, dont la première (NDM-1, pour New-
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Delhi Métallo-enzyme-1) a été isolée chez un patient suédois de retour d’Inde, et décrite en 

2009. Depuis son extension est mondiale
38

. 

VI. Epidémiologie de la résistance aux β-lactamines par production de 

BLSE chez les entérobactéries  

 

Les β-lactamases à spectre étendu (BLSE) constituent le mécanisme le plus important de la 

résistance aux céphalosporines chez les Enterobacteriaceae. Les BLSE confèrent une 

résistance aux pénicillines, aux céphalosporines à large spectre (céfotaxime, ceftriaxone, 

ceftazidime) et monobactame (aztréonam), mais peuvent être inhibées par des inhibiteurs de 

β-lactamase tel que l’acide clavulanique. Les entérobactéries productrices de BLSE n’ont pas 

cessé d’augmenter ces dernières décennies partout dans le monde. Elles sont classées par 

l’organisation mondiale de la santé comme des bactéries de priorité critique contre laquelle il 

est urgent de lutter. À ce jour, plusieurs BLSE sont les plus souvent retrouvées chez des 

bactéries isolées de patients. 

A. BLSE de type TEM (TEMoneira, nom du patient) 

Ce sont de β-lactamases de type TEM (classe A, Ambler) qui appartiennent à la classe 2be de 

Bush/Jacoby. Ces enzymes dérivent des BLS, TEM-1 et TEM-2.  De très nombreux variants 

avec un phénotype de BLSE ont été décrits. Ils sont divisés en 2 groupes selon le type de 

mutations : mutations clés et mutations secondaires. Les mutations clés sont situées au niveau 

de site actif. Elles rendent l’enzyme capable d’hydrolyser les C3G et restent sensibles à 

l’action de l’acide clavulanique. Certaines mutations confèrent aux enzymes de type TEM, 

une résistance à l’acide clavulanique et sont appelées TRI (pour TEM résistantes aux 

inhibiteurs). Des mutations permettent aussi d’hydrolyser à la fois les C3G et de conférer la 

résistance à l’acide clavulaniques ont aussi été décrites 
30,39,40

 (figure 9). 

Jusqu'à la fin des années 1990, les BLSE de type TEM et SHV étaient principalement 

produites par K. pneumoniae et les Enterobacter spp, responsables d'infections 

nosocomiales
41

. Depuis 2000, la fréquence des BLSE type TEM est en nette diminution, et est 

maintenant faible par rapport aux BLSE de type CTX-M. En europe, les BLSE de type TEM 

les plus fréquentes sont les TEM-24. Dans une récente étude française de Robin et al.
42

, la 

fréquence des BLSE de type TEM est de 3.5% avec 3.4% de TEM-24, chez le complexe E. 

cloacae (figure 10). 
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Figure 9. Des positions mutées dans la séquence de β-lactamases de type TEM et le 

nombre d'enzymes substituées à ces positions. 

Les β-lactamases de type TEM sont des enzymes de 289 acides aminés. La fréquence des 

résidus mutants responsables des β-lactamases à spectre étendu (BLSE) est marquée en rouge, 

l'apparition des résidus mutants responsables des enzymes résistantes aux inhibiteurs (IR) est 

indiquée en bleu et l'apparition des mutations secondaires les plus courantes est indiquée en 

vert
40

. 

B. BLSE de type SHV (SuLfHydryL VariaBLE) 

Ces enzymes dérivent par mutations ponctuelles de la BLS, SHV-1. Depuis leur apparition en 

1983 (SHV-2), de nombreux variants ont été décrits à ce jour.
43

 Les BLSE de type SHV, 

comme celles de type TEM, appartiennent au groupe 2be de la classifiation de Bush/Jacoby et 

possèdent le même spectre d’activité. Les BLSE les plus fréquemment rencontrées au niveau 

mondial, sont SHV-5, SHV-2, SHV-2a et SHV-12
43

.  

Les gènes blaSHV-3 et blaSHV-4 n'ont été détectés que sporadiquement depuis leur première 

description. Le gène blaSHV-3 semble être limité géographiquement aux États-Unis où il a été 

détecté chez des souches d’E. coli  d'origine animale, et associé à d'autres gènes de résistance 

aux antibiotiques tels que blaCTX-M-15, blaCTX-M-24, blaCMY-2 et/ou blaTEM-1. Le gène blaSHV-4 a 

également été identifié chez E. aerogenes et C. diversus dans différents pays
43,44

. La plupart 

des autres BLSE de type SHV sont des cas sporadiques. Dix-sept variants se retrouvent 

exclusivement dans les infections dues à K. pneumoniae. Ces variants ont été décrits dans le 

monde entier (Brésil, Portugal, Algérie, Etats-Unis, Tunisie, Pays-Bas, France, Afrique du 

Sud, Colombie et Chine) et sont principalement associés à des plasmides
43

. Le gène blaSHV-12 
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est souvent trouvé chez le complexe E. cloacae avec une prévalence de 37.9 % en France 

(figure 10).  

 

Figure 10. Diversité des BLSE chez les Enterobacteriaceae isolés à partir d'échantillons 

cliniques dans 18 hôpitaux français (n = 200) 
42

 

Avec E. coli  (n = 124), K. pneumoniae (n = 37) et E. cloacae (n = 29). 

C. BLSE de type CTX-M (Céfotaximase-Munich)  

1. Classification des BLSE de type CTX-M  

Les enzymes CTX-M sont parmi les BLSE les plus fréquentes au niveau mondial et les plus 

souvent retrouvées chez les bactéries à Gram négatif. Leur impact au niveau clinique est 

important
45–47

. Elles sont appelées aussi céfotaximases car elles hydrolysent 

préférentiellement le céfotaxime plutôt que la ceftazidime. Certaines CTX-M, avec des 

mutations dans leur site actif, telles que CTX-M-15
48

, CTX-M-16
49

, CTX-M-19
50

, et CTX-M-

27 présentent une efficacité catalytique accrue pour la ceftazidime comparée aux autres CTX-

M
51

. Les BLSE sont habituellement classés en 5 groupes phylogénétiques distincts basés sur 

leur homologies de séquences en acides aminés : CTX-M du groupe 1 (ou CTX-M-G1), CTX-

M-G2, CTX-M-G8, CTX-M-G9, CTX-M-G25 
52

 (figure 11). Plus récemment, une BLSE de 

type CTX-M-45 a été caractérisée et ne peut être classée dans aucun des groupes précédement 

cités
52

. Ces groupes diffèrent les uns des autres par plus de 10% de divergence dans leur 

séquences en acides aminés et chaque groupe contient des variants qui diffèrent par moins de 

5% de divergence
52

. Les enzymes CTX-M sont ~35% identiques à la β-lactamase, TEM-1. 
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Figure 11. Les six sous-lignées (ou groupes) connues de β-lactamases de type CTX-M, 

présentées dans un diagramme en arborescence qui reflète la similarité au niveau de la 

séquence des acides aminés
52

. 

Les triangles noirs à la fin de chaque branche indiquent la présence de variants alléliques 

mineurs dans le groupe correspondant. L’arbre a été construit avec le programme 

TREEVIEW (http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html), sur la base d’un 

alignement multiple des séquences CTX-M disponibles au public 

(http://www.lahey.org/Studies/). Le degré de divergence de la séquence d'acides aminés entre 

les différents groupes varie de 9,3% à 32% ou 25%, en ne considérant pas l'enzyme CTX-M-

45 la plus divergente, soit ≤ 3,5% dans chaque groupe. CTX-M-14 est identique à CTX-M-18 

et seul le premier est répertorié. Toho-1 correspond à CTX-M-44, Toho-2 à CTX-M-45, 

UOE-1 à CTX-M-15 et UOE-2 et Toho-3 à CTX-M-14. 

Les progéniteurs des gènes codant pour les CTX-M ont été identifiés sur le chromosome de 

Kluyvera spp. Elles sont des entérobactéries environnementales rarement isolées en 

bactériologie médicale. Les sources des gènes CTX-M des groupes 1 et 2 et pour celles des 

groupes 8 et 9 sont K. ascorbata et K. georgiana, respectivement. L’origine des gènes CTX-

M des groupes 25 et 45 reste inconnue
46

.  

2. Chronologie de l’émergence des BLSE de type CTX-M 

En 1986, une souche d'E. coli  résistante au céfotaxime été isolée de la flore fécale d’un chien 

résistante au céfotaxime au Japon. Cette souche produisait une BLSE non-TEM, non-SHV, 

appelée FEC-1
53

. En 1989, une souche clinique d'E. coli  résistante au céfotaxime, qui 

produisait une BLSE non-TEM, non-SHV, a été appelée CTX-M-1, en référence à son 

activité hydrolytique contre le céfotaxime
54

. Parallèlement, une dissémination de souches de 

Salmonella spp. résistantes au céfotaxime a émergé en Amérique du Sud
55,56

. En 1992, le 

même type de BLSE a été signalé dans la souche clinique d’E. coli , isolée début 1989 en 

France, chez un patient de nationalité italienne
57

. En 1996, une enzyme apparentée au MEN-1 
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(homologue à 83%) a été  décrite, appelée Toho-1, qui a été produite par une souche d'E. coli  

résistante au céfotaxime isolée au Japon
58

.  

En 1996, le séquençage de 2 gènes non-TEM et non-SHV codant pour une BLSE a révélé que 

CTX-M-1 étaient identique à MEN-1 et le variant Toho-1, isolé d’une souche de Salmonella 

isolée en Argentine en 1990
59

, a été désigné comme CTX-M-2. En Pologne, un variant du 

CTX-M-1 a été identifié et nommé CTX-M-3 chez différents membres de la famille des 

Enterobacteriaceae isolés en 1996
60

. Quelques années plus tard, le séquençage du gène 

codant pour le FEC-1 a montré que l'enzyme FEC-1 diffère de l'enzyme CTX-M-3 par 

seulement 2 substitutions, dans le peptide signal
45

. 

3. Epidémiologie des entérobactéries productrices de CTX-M  

Les BLSE CTX-M constituent une famille hétérogène, la diffusion chez les entérobactéries a 

explosé de façon extrêmement rapide dans différentes zones géographiques
46,61

 (figure 12). 

 

Figure 12. Distribution mondiale des types CTX-M
62
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Distribution sur 3 périodes de BLSE de type CTX-M en Europe (a)(b) (c) et pour le reste du 

monde (d)(e)(f). Les données incluent les isolats hospitaliers et communautaires. Les CTX-M 

de groupe 1 apparaissent rose-rouge : CTX-M-1, CTX-M-3, CTX-M-55 et CTX-M-15, en 

bleu : CTX-M-9, CTX-M-14, et CTX-M-27, en vert : CTX-M-2 et CTX-M-97, en orange 

(CTX-M-8) et les autres, en noir. Les données indiquées par un astérisque n’ont pas été 

subdivisées selon les variants. Pour certains pays, aucune donnée n’est disponible.  

 

La répartition globale des variants CTX-M est complexe. Cependant, CTX-M-15 est le 

variant dominant dans la plupart des régions du monde (Figure 11), excepté en Chine, Asie du 

Sud-Est et Sud-Ouest, Corée du Sud, Japon et Espagne, où se sont les variants du groupe 9, 

(CTX-M-14) qui sont dominants. CTX-M-2 est prédominante en Argentine (Amérique du 

Sud).  

La fréquence des entérobactéries résistantes aux C3G (essentiellement par production de 

BLSE) est importante, principalement chez E. coli  et K. pneumoniae (figure 13). En Europe, 

les données de fréquence sont disponibles sur le site ‘’European Antimicrobial Resistance 

Surveillance’’ ; (EARS-Net http://www.ecdc.europa.eu/healthtopics/antimicrobial_resistance 

/database/). 

 

 

 

Figure 13. Carte de l’Europe montrant les données 2018 sur les fréquences d’E. coli  (A) 

et de K. pneumoniae (B) résistants aux C3G. 

 

Depuis 2008, un clone d’E. coli  virulent de phylogroupe B2 et appartenant à la séquence type 

ST131, a émergé et a été disséminé au niveau mondial, que ce soit en milieu hospitalier ou 

dans la communauté. Ce clone B2-ST131, et en particulier dans le sous-clade ST131-C2, est 

souvent associé avec la présence du gène blaCTX-M-15
63

. Le gène blaCTX-M-15 est associé avec 

d’autres gènes de résistance à des antibiotiques, permettant de qualifier la bactérie comme 

B A 

http://www.ecdc.europa.eu/healthtopics/antimicrobial_resistance
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bactérie multirésistante aux antibiotiques (BMR) et même de bactérie hautement résistante 

émergente (BHRe) (selon le guide français du Haut Conseil de Santé Publique, 2013). 

Cependant, d'autres gènes de CTX-M génétiquement divergents sont également présents dans 

le clone B2-ST131, tels que les variants de type blaCTX-M-14/14 like 
64,65

. Un sous-groupe d’E. 

coli  produisant la BLSE, CTX-M-27 (enzyme CTX-M appartenant au groupe 9, variant de 

CTX-M-14), nommé ST131-C1-M27, a émergé plus récemment
66,67

.  

Les gènes blaCTX-M ont été principalement disséminés via de multiples événements de 

transfert de gènes horizontaux
67,68

 et sont souvent localisés sur des plasmides conjugatifs, en 

particulier des plasmides de type multiréplicon IncFII hébergeant des réplicons FIA/FIB, qui 

portent également d'autres gènes de résistance
68

. En Tunisie, plusieurs études ont signalé la 

présence de BLSE chez les entérobactéries
69

.  

La dissémination importante de BLSE a favorisé l'utilisation de carbapénèmes et par 

conséquent favorisé la diffusion de bacilles à Gram négatif producteurs de carbapénémases.  

D. Epidémiologie des entérobactéries productrices des carbapénémases   

Les Enterobacteriaceae résistantes aux carbapénèmes (CRE, pour Carbapenem Resistant 

Enterobacteria) sont apparues comme une menace majeure de santé publique (BHRe), car peu 

d’antibiotiques restaient disponibles sur de telles souches.  

Les carbapénèmes ont été introduits à la fin des années 1980, contre les infections causées des 

souches d’entérobactéries et en particulier K. pneumoniae produisant des BLSE. 

Malheureusement, au début des années 1990, les Enterobacteriaceae développant une 

résistance aux carbapénèmes par production de carbapénémase sont apparues au Japon, suivi 

des pays voisins. 

Les carbapénémases les plus couramment rencontrées chez les entérobactéries appartiennent 

soit à la classe A (ou classe 2f), comme les enzymes de type KPC, soit à la classe D (ou classe 

2df) comme les enzymes de type OXA-48, soit à la classe B (classe 3a) comme les métallo-

enzymes de type VIM, IMP et NDM  Il existe de rares cas de β-lactamases de classe C 

(CMY-10) qui hydrolysent l'imipénème
70

. 

Les enzymes de type KPC, OXA-48 et NDM sont les plus représentées aux États-Unis, en 

France et en Inde, respectivement
38,71

. 
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La répartition des carbapénémases selon les espèces d’entérobactéries est détaillée sur la 

figure 14 
71

. 

 

Figure 14. Répartition des différents types de carbapénémases parmi les Entérobactéries 

productrices de carbapénémases dans le monde
71

 

 

Divers tests phénotypiques et génétiques ont été proposés et validés pour la détection rapide 

des CRE. Les tests phénotypiques détectent l’activité de la carbapénémase, soit en inhibant 

leur activité avec des inhibiteurs de carbapénémases, ou en détectant l'hydrolyse de 

carbapénèmes par des carbapénémases
72

 . 

Ces classes ont la plus grande importance clinique parmi les agents pathogènes nosocomiaux.  

1. Les carbapénémases de classe A  

Les carbapénémases de classe A hydrolysent tous les carbapénèmes et sont inhibées 

partiellement par l’acide clavulanique. Plusieurs carbapénémases ont été décrites chez les 

entérobactéries. Certaines sont codées par des gènes chromosomiques, comme NmcA (Non 

Métallo-enzyme Carbapénémase A), SME (Serratia marcescens enzyme) et SFC-1 (Serratia 

fonticola Carbapenemase-1).  

D’autres ont leurs gènes portés par des plasmides, IMI (Imipenem-hydrolysing β-lactamase) 

et GES (spectre étendu guyanais). Parmi les carbapénémases de classe A porté par des 

plasmides, on retouve les enzymes de type KPC (Klebsiella pneumoniae  productrice de 

carbapénémase), une des familles de carbapénémases parmi les plus fréquentes et menaçantes 
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dans le monde entier 
37

( figure 15). Les enzymes de type KPC ont provoqué des épidémies 

dans de nombreux pays d’Asie, d’Amérique du Nord et d’Europe, ainsi qu’en Afrique
37

 .  

 

Figure 15. Distribution mondiale de carbapénémases KPC chez K. pneumoniae 
37

. 

Les clones de K. pneumoniae produisant des enzymes KPC ont disséminé au niveau 

international dans plusieurs zones géographiques. Ils appartiennent à différentes séquences 

types, et diffèrent selon leurs contenus plasmidiques. Cependant, un élément génétique 

mobile, le transposon Tn4401 est souvent trouvé associé au gène blaKPC 
73

. 

2. Carbapénémases de classe B  

Ces enzymes sont aussi appelées Métallo-β-lactamases (MBLs) et appartiennent à la classe B 

qui regroupe des β-lactamases capables d'hydrolyser les carbapénèmes par un mécanisme 

dépendant d’ion métallique comme le Zinc. Elles sont donc sensibles aux agents chélateurs de 

cation divalent tel que l’EDTA. Les métallo-β-lactamases les plus courantes sont les 

carbapénémases de type New-Delhi métallo-β-lactamase (NDM), de type Pseudomonas 

résistant à l'imipénème (IMP) et de type VIM (Verona integron-encoded metallo-β-

lactamase). Les gènes codant pour les enzymes IMP et VIM sont souvent situés en tant que 

cassettes de gènes dans diverses structures d’intégrons
74

. 
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Le gène blaNDM-1 a été détecté pour la première fois en 2008 chez une souche de K. 

pneumoniae d’un patient suédois de retour d’Inde (New-Delhi)
75

. Cette enzyme a 

progressivement disséminé chez d’autres entérobactéries et dans divers pays. Les gènes 

blaNDM sont dominants dans les isolats de K. pneumoniae et d’E. coli , mais ont également été 

trouvés chez des A. baumannii et P. aeruginosa (figure 16). Des études ont confirmé une 

haute prévalence de gène blaNDM-1 dans des pays d’Asie, des Balkans et en Chine
76

.  

 

Figure 16. Distribution mondiale de carbapénémases de métallo-β-lactamases de New 

Delhi chez les entérobactéries et  P. aeruginosa
37

 

 

En 2018, 24 variants NDM avaient été identifiés dans plus de 60 espèces réparties dans 11 

familles bactériennes
38

 (figure 17).  
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Figure 17. Analyse phylogénétique des variants de métallo-β-lactamase-1 (NDM-1).  

Les groupes phylogénétiques sont répartis selon des couleurs différentes : par exemple, le 

groupe NDM-24 est coloré en vert. 

Les gènes blaNDM sont souvent associés avec les gènes de BLSE, tels que les gènes blaCTX-M et 

blaSHV et d’autres gènes de résistance comme aux aminosides, aux quinolones et aux 

macrolides. Les gènes blaNDM sont localisés sur différentes plasmides conjugatifs 

appartiennent à des groupes d’incompatibilité distincts tels que IncF, IncHI1, IncL/M, et 

IncA/C
77

. 

3. Carbapénémases de classe D 

Les carbapénémases du type OXA (oxacillinase) telles que OXA-48, ont une faible activité 

vis-à-vis des carbapénèmes. Ces enzymes sont faiblement inhibées par l'EDTA ou l'acide 

clavulanique. Le gène blaOXA a été décrit pour la première fois par Paton et al 
78

 et l'enzyme a 

été purifiée à partir d’une souche d’A. baumannii multirésistante, isolée en 1985 d'un patient 

Écossais. Les gènes blaOXA ont une capacité à muter rapidement et à élargir leur spectre 

d'activité. Les enzymes OXA se retrouvent surtout dans des bactéries non-fermentantes, telles 

qu’A. baumannii et P. aeruginosa. OXA-23, OXA-24/40 et OXA-58–like sont communément 

retrouvées chez A. baumannii, mais pas chez P. aeruginosa. Une étude de Mathers et al.
79

 a 

montré une détection fréquente de ces enzymes de classe D dans la famille des 

Enterobacteriaceae , ce qui en fait une menace et un problème de santé publique majeur dans 

le monde entier, en particulier des enzymes OXA-48 et ses dérivés (eg, OXA-181 and OXA-
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232). Actuellement, le gène blaOXA-48 (et ses dérivés) est le plus commun et le plus répandu 

chez K. pneumoniae et se retrouve très fréquement en Turquie, au Moyen-Orient, en Afrique 

du Nord et en Europe
80

. La dissémination de ce gène est favorisée par sa localisation sur des 

plasmides conjugatifs. L’efficacité de transfert horizontal de ce gène a conduit à des 

épidémies dans plusieurs pays 
37,81

 (figure 18).  

 

Figure 18. Distribution mondiale de carbapénémases type oxacillinase OXA-48 chez les 

entérobactéries et P. aeruginosa
37

. 
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Contexte de l’étude de la 1
ère

 partie  

Chez les entérobactéries, la résistance aux C3G par production de BLSE et la résistance aux 

carbapénèmes par production de carbapénémases a été étudiée en Tunisie dans le milieu 

hospitalier 
82–84

, mais peu de données sont disponibles dans le milieu de la communauté. Deux 

études épidémiologiques dans différentes régions géographiques en Tunisie ont été réalisées 

lors ce travail. L’une a été réalisée à Djerba et l’autre, à Sfax et Tunis (figure 19). 

 

 

Figure 19. Carte géographique de la Tunisie avec les 

différentes régions où les échantillonnages ont été réalisés 

 

 

Lors d’une première étude réalisée en Septembre 2016 durant 

une période de 1 mois, 30 entérobactéries consécutives ont été 

isolées à partir d’urines de 30 patients de la communauté et provenant d’un laboratoire privé 

d’analyses médicales de Djerba. Parmi ces 30 entérobactéries collectées, 2 souches étaient 

résistantes aux C3G (prévalence de 6,7%). Aucune n’était résistante aux carbapénèmes. Les 2 

souches, Eh22 et Eh23 multirésistantes, appartenaient au complexe Enterobacter cloacae 

(ECC, pour Enterobacter cloacae Complex). Elles ont été isolées respectivement chez un 

enfant de 5 mois et chez une femme de 32 ans. 

Lors d’une deuxième étude réalisée sur une période de 2 mois (Décembre 2017 à Janvier 

2018), un total de 200 cultures positives isolées d’urines ont été collectées. Parmi elles, 170 

entérobactéries ont été identifiées dont 52 provenaient de patients de la communauté. Elles 

avaient été collectées dans 2 laboratoires privés d’analyses médicales à Sfax (Laboratoires, 

CA et CB). Un total de 118 entérobactéries a également été inclu dans cette étude et ont été 

obtenus d’urines de patients hospitalisés dans 3 hôpitaux : 1 à Sfax (H1, polyclinique de 60 

lits) et 2 à Tunis (H2, hôpital général de 100 lits et H3, hôpital psychiatrique de 640 lits). Ces 

souches ont été incluses afin de vérifier si des liens épidémiologiques pouvaient être retrouvés 

entre les souches de la communauté et les souches hospitalières, durant la même période.   
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Matériels et méthodes 

VII. Souches bactériennes étudiées  

A. Milieux de culture 

L’isolement des souches a été effectué sur milieu Luria-Bertani (LB). Le criblage de souches 

résistantes aux C3G a été réalisé en milieu gélosé Mueller-Hinton (MH) ajusté en cations 

(CA-MHB, Biorad).  

Le milieu MH additionné d’antibiotiques a aussi été utilisé pour les expériences de 

conjugaison (voir partie Analyse des plasmides).  

La détermination des CMI (Concentrations Minimales Inhibitrices) à la colistine a été réalisée 

avec le milieu liquide MH, selon les recommandations et les critères d’interprétation du 

Comité de l’antibiogramme de la Société Française de Microbiologie (https://www.sfm-

microbiologie.org/2019/01/07/casfm-eucast-2019/). 

B. Identification bactérienne 

L'identification des entérobactéries a été réalisée par les laboratoires hospitaliers et privés par 

différentes méthodes, incluant des tests classiques (galerie API 10S, BioMérieux). Elle a été 

confirmée au Laboratoire de l’Université de Bordeaux (UMR 5234 / cellule de Transfert) par 

spectrométrie de masse, utilisant la technique MALDI-TOF/MS (ou matrix-assisted laser 

desorption-ionization – time of flight / mass spectrometry) (Brüker Daltonics). Les 

entérobactéries qui ont donné des résultats discordants entre les tests classiques et le MALDI-

TOF ont été confirmés par le séquençage partiel de l’ADN ribosomal 16S après amplification 

par PCR et séquençage à l’aide des amorces 8F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) et 

1489R (5’-TACCTTGTTACGACTTCA-3’). Le séquençage a été réalisé par la société 

Eurofins et les séquences ont été analysées comme décrit au Paragraphe F. 

C.  Antibiogrammes et détermination de la Concentration Minimale 

Inhibitrice (CMI)   

Les profils de sensibilité aux antibiotiques des entérobactéries ont été déterminés par la 

méthode standard de diffusion à l’aide de disques, sur gélose Mueller-Hinton (MH, Bio-Rad). 

En bref, une suspension bactérienne a été réalisée avec une densité correspondant à un indice 

https://www.sfm-microbiologie.org/2019/01/07/casfm-eucast-2019/
https://www.sfm-microbiologie.org/2019/01/07/casfm-eucast-2019/
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de McFarland de 0,5 (mesuré à l’aide d’une densimat, BioMérieux), puis écouvillonnée sur la 

la surface d’une gélose MH. Les disques d’antibiotiques diposés ont été les suivants (charge 

du disque en µg ) : ampicilline (10), amoxicilline-acide clavulanique (30), ticarcilline (75), 

ticarcilline- acide clavulanique (85), pipéracilline (30) , pipéracilline-tazobactam (36), 

mecilliname (10), temocilline (30), céfalexine (30), céfoxitine (30), céfixime (5), céfuroxime 

(30), ceftriaxone (30), ceftazidime (10), céfépime (30), aztréonam (30), imipénème (10), 

méropénème (10), ertapénème (10), gentamicine (10), tobramycine (10), amikacine (30), 

acide nalixidique (30), ciprofloxacine (5), ofloxacine (5), colistine (50), co-trimoxazole (25), 

triméthoprime (5), fosfomycine (200), nitrofurantoïne (100) (Bio-Rad). Les résultats ont été 

interprétés selon les critères du Comité de l’antibiogramme de la Société Française de 

Microbiologie (https://www.sfm-microbiologie.org/2019/01/07/casfm-eucast-2019/). Pour les 

2 souches du complexe d’Enterobacter cloacae, l’antibiogramme a éte effectué sur un milieu 

MH supplémenté en cloxacilline à 250 mg/l, pour inhiber la(es) céphalosporinase(s). Les 

isolats ont été criblés pour la production de BLSE par un test de synergie à double disque, qui 

permet de visualiser la présence d’une BLSE en montrant la présence d’une synergie entre le 

disque d’une C3G (comme le céfotaxime) et le disque d’amoxicilline-acide clavulanique. 

Pour les isolats présentant une résistance accrue aux carbapénèmes, un test de sensibilité avec 

l'EDTA (dépôt sur le disque d’imipénème d’un volume de 10 µL d’une solution d’EDTA à 

200 mM) a été réalisé pour la détection de la métallo-carbapénémase. 

D. Caractérisation moléculaire des gènes de ß-lactamase 

1. Extraction d’ADN total  

a) ADN extrait après ébullition 

L’extraction d’ADN total (génomique et plasmidique) des entérobactéries a été réalisée après 

une ébullition à 100°C d’une suspension de colonies bactériennes dans un volume de 100 µl 

d’eau stérile (correspondant à un trouble léger) pendant 5 min. C’est une technique 

d’extraction rapide.  

b) ADN extrait en utilisant un tampon salin (NaCl 5M) 

Cette technique d’extraction est basée sur une lyse des bactéries dans un tampon salin 

(tampon SET : Tris-HCl 1M pH7,5 ; EDTA 200 mM ; NaCl 5M) en présence de 1/10 du 

volume de SDS 10% et de 10 µg/ml final de lysozyme. Après incubation 1h à 37°C, le 

mélange a été traité par une solution (volume à volume) de chloroforme/alcool isoamylique 



 
 

53 
 

(24/1 ; v/v). La précipitation des acides nucléiques a été réalisée en ajoutant 0,7 volume 

d’isopropanol. Le culot a été resuspendu dans de l’eau ultrapure stérile et l’échantillon a été 

traité par la RNase A (10 μg/ml). L’ADN a ensuite été quantifié à une longueur d’onde de 260 

nm en utilisant un spectrophotomètre (Nanodrop 2000, ThermoFischer).  

2. Extraction plasmidique utilisant une technique de lyse alcaline  

C’est une technique qui dérive de la méthode de lyse alcaline (ou technique miniscreen), et 

elle a été utilisée pour extraire les plasmides de grande taille (> 12,5 kpb) des souches du 

complexe d’E. cloacae ou à partir des transconjugants. A partir d’une culture bactérienne de 

16h réalisée en milieu liquide (10 à 50 ml, milieu MH), le culot obtenu après centrifugation a 

été repris dans un 1/10 du volume de la culture dans un tampon TGE (Tris HCl 25mM, pH 8,3 

; Glucose 50mM ; EDTA 10mM). Les bactéries ont été lysées dans 1/5 du volume par une 

solution contenant du SDS à 1 % (p/v) en présence de NaOH (0,2 M), pendant 5 à 8 min 

maximum, à +4°C. Cette solution a été neutralisée par addition de 1/6 du volume d’acétate de 

potassium 3M pH 5,0, et placée 5 min dans la glace. Les acides nucléiques ont été extraits par 

une solution de PCIH (phénol/chloroforme/alcool isoamylique/hydroxyquinoléine : 

48/48/4/0,1 v/v/v/p). Après récupération de la phase aqueuse, les acides nucléiques ont été 

précipités par 2 volumes d’éthanol (95%) froid (au moins 2h à -80°C), puis récupérés par 

centrifugation à 14000 g à +4°C. Le culot a été lavé par un volume d’éthanol à 70% froid à 

même température, puis séché et repris dans de l’eau ultrapure (ou eau MilliQ) stérile. 

E. Amplification par Polymerase Chain Reaction (PCR) 

Après extraction, l'ADN total de toutes les entérobactéries résistantes a été criblé pour 

détecter les gènes des ß-lactamases les plus couramment rencontrés dans ces bactéries. 

Plusieurs amplifications par « PCR multiplexage » ont été réalisées. Une amplification qui 

permet de rechercher les gènes des enzymes TEM, SHV et OXA-1 like a été effectuée, ainsi 

qu’une autre PCR multiplex pour la détection des gènes de CTX-M des 5 groupes: groupe 1, 

groupe 2, groupe 8, groupe 9 et groupe 25
85

. Les gènes de principales céphalosporinases 

plasmidiques (ACC, FOX, MOX et DHA) et de carbapénémases (OXA-48, KPC, GES, VIM, 

IMP, NDM) ont également été recherchés selon des protocoles déjà décrits 
86,87

. Certains 

gènes blaCTX-M et blaNDM ont été réamplifiés en utilisant des amorces plus externes qui 

permettent d’amplifier le gène en entier.  
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Les amplifications par PCR ont été effectuées à l’aide du protocole utilisant la GoTaq® DNA 

polymérase et son tampon ou la polymérase Fusion, selon les recommandations du 

fournisseur (Promega). Les cycles d’amplification ont été réalisés dans le thermocycler, 

MyCycler Thermal Cycler (Bio-Rad), soit selon les protocoles bien établis déjà décrits 
88

, soit 

selon les conditions décrites dans le Tableau 4.  

Tableau 4. Conditions des cycles d’amplification par PCR  

  

X°
a
, température d’hybridation des amorces selon la température de fusion des amorces(Tm) 

b
, Temps d’élongation selon la taille du fragment à amplifier. 

F. Mise en évidence de l’ADN après électrophorèse en gel d’agarose 

Des migrations de l’ADN après électrophorèse en gel d’agarose (% variant de 0,8% à 1,5%) 

ont été réalisées pour contrôler la qualité et la taille de l’ADN extrait (extraction plasmidique) 

ou de l’ADN amplifié. L’électrophorèse a été réalisée dans du tampon TBE 1X (Tris-HCl 90 

mM ; acide borique 90 mM ; EDTA 2,5 mM ; pH 8,0), sous une tension d’environ 3 V/cm. 

L’ADN coloré à l’aide du SYBR® Safe DNA Gel Stain (ThermoFisher) a été visualisé en 

lumière bleue (UVI-Blue Transilluminator, UVITEC), puis photographié à l’aide du logiciel 

Gel Smart (Clara Vision) par le biais du système d’acquisition d’images Gel Smart (Clara 

Vision). Les tailles des fragments de restriction sont comparées à celles d'un marqueur de 

poids moléculaire (1kb DNA ladder, Promega).  

G. Purification de l’ADN amplifié pour le séquençage 

Deux méthodes ont été utilisées. 

La première consiste à découper une bande de gel d’agarose contenant l’ADN d’intérêt. Un 

kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) a été utilisé selon les 

recommandations du fournisseur. Il consiste, après avoir fondu l’agarose en présence d’une 

solution de Guanidine thiocyanate (à 50°C pendant 5 à 10 min), à placer la solution sur une 
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matrice de silice sur laquelle va se fixer l’ADN. Après plusieurs lavages, l’ADN est récupéré 

par élution dans de l’eau ultra pure. 

La deuxième technique utilisée pour purifier les produits PCR et les débarrasser des amorces 

en excès, a été réalisée des colonnes de gel filtration (Illustra MicrospinTM S-400 HR 

columns, GE Healthcare).  

H. Réactions de séquençage  

Le séquençage a été effectué par la Société Eurofins (Ebersberg, Allemagne) et l’analyse 

informatique des données a été effectuée sur le site informatique  Blast (BLAST, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). 

VIII. Typage moléculaire des souches d'entérobactéries 

A. Analyse des pulsotypes après digestion par une enzyme de restriction 

et électrophorèse en champs pulsé  

La technique d'électrophorèse en champs pulsé (PFGE, pour « Pulsed Field Gel 

Electrophoresis ») est une technique d’électrophorèse en gel d'agarose 1% qui permet de 

séparer les fragments d’ADN de grandes tailles (entre 50 à 500 kpb). Elle permet de 

déterminer la clonalité des souches de même espèce, en comparant leurs pulsotypes. Elle est 

réalisée après une lyse ‘’douce’’ des bactéries pour ne pas casser l’ADN, et après digestion 

par une enzyme de restriction qui génère de fragments de grandes tailles (faible nombre de 

sites de coupure). En bref, une suspension bactérienne est insérée dans un petit bloc 

(‘’plugs’’) d’agarose à 2%. Après lavage (tampon de suspension : 50 mM Tris pH 7,2 ; 10 

mM  EDTA; 20 mM NaCl) et lyse (tampon de lyse : Tris 10 mM pH 7,2, 50 mM  NaCl; 0.2 

% Na-laurylsarcosine deoxycholate, 0.5 %, Na-laurylsarcosine et 50 µg/mL lysosyme) en 

présence de protéinase K (0.2 % Na-laurylsarcosine deoxycholate, 100 mM EDTA pH 8, 1 % 

Na-laurylsarcosine, 20 µg/mL protéinase K) pendant 16h à 50°C, les blocs ont été de nouveau 

lavés (20 mM Tris pH 8, 50 mM EDTA,  ) pour éliminer la protéinase K puis mélangés pendant 

16h à 37°C à une enzyme de restriction (XbaI pour les souches d’E. coli  et de K. 

pneumoniae, et SpeI pour les souches du complexe E. cloacae). L’ADN a été séparé après 

électrophorèse en champ pulsé réalisée en tampon TBE 1X at 6 V/cm avec un temps de pulse 

entre 2 à 40 sec, et en utilisant l'appareil CHEF
TM

DRIII (Bio-Rad, CHF, pour « Contour-

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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clamped Homogeneous Electric Field »). Après une migration de 20 h (à 14°C), l’ADN 

contenu dans le gel a été coloré à l’aide d’une solution de bromure d’éthidium (2 mg/ml) 

pendant 30 min et visualisé sous UV (GelDoc, Bio-Rad). 

B. Détermination des phylogroupes génétiques d’E. coli   

Les isolats d'E. coli  ont été classés dans des groupes phylogénétiques différents : A, B1, B2 

ou D selon la procédure développée par Clermont et al. 
89

. Cette détermination consiste à 

rechercher par amplification par PCR des gènes impliqués dans la virulence : chuA (gène 

nécessaire pour le transport), yjaA (gène codant pour une fonction inconnue) et tspE4.C2 

(gène qui code pour une estérase lipase). 

C. Multi Locus Sequence Typing (MLST)  

La MLST est une technique d’épidémiologie moléculaire basée sur la détermination du 

Séquence Type (ST), qui a été utilisée dans cette étude pour typer des souches d’E. coli , K. 

pneumoniae et du complexe E. cloacae. Les gènes de ménage utilisés et l’analyse des 

combinaisons alléliques afin de déterminer le type de ST sont définis sur des bases de données 

qui sont, respectivement, pour :  

E. coli  : http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli/allele_st_search, avec les gènes 

analysés suivants : adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA, recA.  

K. pneumoniae : http://www.pasteur.fr/mlst/, pour les gènes rpoB, gapA, mdh, pgi, phoE, 

infB, tonB (méthode décrite par Diancourt et al.,
90

) 

E. cloacae complexe : http://pubmlst.org/ecloacae/, pour les gènes dnaA, fusA, gyrB, leuS, 

pyrG, rplB et rpoB (Miyoshi-Akiyama et al.,
91

).  

D. Détermination des clades et sous-clades chez E. coli  ST 131  

Les clades et sous-clades B, C, C1, C1-M27 et C2 chez E. coli  ST 131 ont été déterminées 

par PCR avec des amorces spécifiques décrites par Matsumura et al
66

. Puis les amplicons 

obtenus ont été analysés par électrophorèse sur gel d’agarose 1,5%, et classés dans les 

différentes clades et sous-clades par comparaison avec les résultats décrits dans la figure 17.  

http://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli/allele_st_search
http://www.pasteur.fr/mlst/
http://pubmlst.org/ecloacae/
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Figure 20. Electrophorèse sur gel d'agarose des amplicons PCR du clade ST131
66

 

IX. Analyse des plasmides  

A. Conjugaison 

La transférabilité des gènes codant pour les ß-lactamases (BLSE, carbépénémase) a été 

étudiée par des expériences de conjugaison sur filtre. Deux souches réceptrices ont été 

utilisées, soit E. coli  K12 résistante à la rifampicine et à l’acide nalidixique (RifR-NalR), soit 

E. coli  C600 résistante à l’azide de sodium. Après une culture en phase exponentielle 

(DO600 nm, 0,5) en milieu liquide MH de la souche donatrice (E. coli , K. pneumoniae ou E. 

cloacae complexe) et de la souche d’E. coli  réceptrice, un mélange (0,5 ml de la souche 

donatrice et 1 ml de la souche réceptrice) a été centrifugé. Le culot, repris dans un volume de 

50 µl de milieu MH, a été déposé sur un filtre de conjugaison (filtre Millipore, 0,22 µm) placé 

sur une gélose MH. Après incubation (24h à 37°C), le filtre a été déchargé de ses bactéries 

dans 1 ml de milieu MH. Après une dilution de 10 fois, un ensemencement a été réalisé sur 

milieu MH sélectif, contenant de l’ampicilline (100 mg/l), de la céfotaxime (4 mg/l) et soit de 

l’acide nalidixique (50 mg/l) pour la sélection des transconjugants d’E. coli  K12, soit de 

l’azide de sodium (300 mg/l) pour les transconjugants d’E. coli  C600. La fréquence de 

conjugaison est donnée par le nombre de transconjugants par rapport au nombre de bactéries 

donatrices.  

B. Analyse du contenu plasmidique et de la taille des plasmides après 

PFGE et digestion à la nucléase S1 

Le protocole utilisé est le même que celui décrit précédemment (Paragraphe IX-A) à la 

différence que l’endonucléase de restriction est remplacée par la nucléase S1 (enzyme qui 

digère l’ADN simple brin). La nucléase S1 (1U/plug) est incubée pendant 45 min pendant 
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37°C. La nucléase S1 permet de linéariser les plasmides et ainsi d’évaluer leur taille après 

PFGE, en comparaison à un marqueur de taille.  

C. Analyse des plasmides 

Les principaux groupes d’incompatibilité (Inc) plasmidiques retrouvés chez les 

entérobactéries et contenant des gènes de résistance aux antibiotiques sont : FIA, FIB, FIC, 

HI1, HI2, I1-I-, L / M, N, P, W, T, A / C, K, B / O, X, Y, F et FIIA. Une méthode de typage 

du réplicon (PBRT), basée sur des amplifications par PCR permettant d’identifier ces groupes 

Inc, a été utilisée selon un protocole établi 
88

.  

Les plasmides d'incompatibilité du groupe IncF ont été davantage caractérisés à l'aide du 

schéma de typage de ce réplicon décrit sur un site dédié: 

https://pubmlst.org/plasmid/primers/incF.shtml. Le séquençage a été réalisé par la méthode 

dérivée de Sanger par la société Eurofins Genomics. Les séquences nucléotidiques ont été 

comparées avec les séquences des gènes disponibles dans la base de données du site NCBI 

(National Center for Biotechnology Information) grâce au programme d’alignement BLAST. 

D. Séquençage de plasmide conjugatif par une technique de séquençage 

next génération (NGS) 

Après extraction du contenu plasmidique, l’ADN a été quantifié en fluorimétrie (Picogreen
TM

) 

et le ratio : 260/280 nm obtenu en utilisant le Nanodrop, était compris entre 1,8 et 2,0.  

Le séquençage a été réalisé par la Plateforme génomique de l’Université de Bordeaux. À 

partir de l’échantillon, une fragmentation de l’ADN total a été réalisée par sonication, puis 

une librairie a été réalisée en utilisant le kit Illumina Truseq Nano, avec 100 ng de matériel, et 

le séquençage sur la plateforme Illumina
TM

 MiSeq.  

Un total de de 259 000 reads paired-end (2x250pb) a été obtenu, et ils ont été assemblés avec 

différents logiciels bioinformatiques tel que VistaTools for Comparative Genomics, 

PlasmidSPAdes https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27466620), logiciel Unicycler 

(https://github.com/rrwick/Unicycler), permettant d’effecter des étapes de "bridging". 

Puis, pour l’assemblage final des contigs, des amplifications des PCR en utilisant plusieurs 

couples d’amorces ont été utilisés (Tableau 5). 

  

https://pubmlst.org/plasmid/primers/incF.shtml
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27466620
https://github.com/rrwick/Unicycler)
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Tableau 5. Amorces des jonctions de plasmide IncHI2  

amorces Séquences (5’ 3’) 
J0_C1_Deb_R 

J1_C1_Fin_F 

J1_C2_deb_R 

J2_C2_FinF 

J2_C11_deb_R 

J3_C11_Fin_F 

J3_C9_Deb_R 

J5_C7_EreAfinF 

J5_C6_Sapc_FinRev 

J6_C3_debR 

J7_C3_finF 

J7_C14_debR 

J8_C14_FinF 

J8_C5_debR 

C3_debR 

C7_22 _F1 

J C7_22_R1 

J_C3 F1 

C3_Fin F1 

C14_deb_R1 

C14_Fin F1 

C5_deb _R1 

C5_Fin _F1 

C13_deb _R1 

C13_Fin _F1 

C12_deb _R1 

C12_Fin _F1 

C17_deb _R1 

C17_Fin _F1 

C15_deb _R1 

C6_Fin _F1 

C10_deb _R1 

C10_Fin _F1 

C18_deb _R1 

J_F1 

J_F2 

J_R1 

J_R2 

J_F3 

J_F4  

J_R3  

J_R4  

J_F5  

J_F6  

J_R5  

J_R6  

J_F7  

J_F8  

J_R7  

J_R8  

C18_FINF  

C0_F1   

C0_R1  

C0_ intF1  

C0_ intR2  

C10-intF1 

GGTACTGAATGTCAGTATC 

AGATTCAGCTGAAGCCTG 

CCATAAGCATAAAATCTAAAGC 

ACAGCGTATCCGCAAATTG 

CATTCCCTACCTCATTAAATC 

CCTGAACTGCATGCTATAG 

GCGGTCTATTTGCACAAC 

CAGCCTGGTTGCCCTATAG 

GCTGTCGATCCCTTCACTG 

AGGATTATGTAAGATCAGCG 

GCAAAATTACTGCATCGCA 

CATAGCGCGGACATCTG 

TGCATTGTTCGGCGTTAAC 

GGTTAACTTCATCCAATGTG 

CTACTGCATTGCGATGCAG 

AGATATATCATGAAAGGCTGGC  

CGAGCCCAGCATGTCTGC 

CAGGGAGGAAGAAACCGC  

GTCGGAATAGAATTTAGGCTC  

GGACATCTGAATTGAGCCAC  

TTGTTTCAGTCGGAGGAAAG  

CGGACATTACAACTTTGCTA  

TGTCAGAAAATCGCGGTC  

ATTGCCTTATTCGCTGCAAA  

CCGGTCGCTTTTTGGTATTG  

TTTTCTGAGCCATCTGTGGC  

AAATCACCAGATTCTCCGCC  

GCCATACCTGCAAGCACTTT  

ATGACACCATAGCCGCCCTG  

CTGTTTGCGGCGGTTGCGTT  

TTCGGCCTCACGGCTGCAAT   

CTGGTGATTGTCGCGCCGGA  

AGTGATGATGGTGAGCAGGC  

TCACCAGATCCAGCAACGCT  

GCAGACATGCTGGGCTCG           

GGCACTGTTGCAAATAGTCG      

AAGTTAGCGATGAGGCAGCC      

TTGGCGGCGTTGAACAGCTT       

AAGCTGTTCAACGCCGCCAA       

TCAACATCAAGCACGTCCGC      

AACACGACGGCAGCCGTTAC   

TCCGGCGTCTGAATGGGATT    

AATCCCATTCAGACGCCGGA   

CTCTATATTCGCGGTTCAGC     

TTTCAGCGTTGCTGGCTCCC    

CCACGCACCTGGTCAAGAAA  

TTTCTTGACCAGGTGCGTGG   

GGCAAAGGTAGGCGGCTGAT  

CATGACCGGACACTTTGCGT  

GGCACTGTTGCAAATAGTCGG  

CAGCTGATGTGTGATAACATACTG   

CCGGATACGGTGGCTTAAATAC  

GTATTTAAGCCACCGTATCCGG  

GAGGTGCAGCTTACGGCACT 

CGTTTCAGAAGGCACTGTTGC 

CGGTTATTGATGCGGCACTG 
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Résultats 

La première partie de cette thèse avait pour but de montrer la présence d’entérobactéries 

multirésistantes aux antibiotiques dans le milieu communautaire en Tunisie, où elle est peu 

documentée.  

X. Première étude épidémiologique (Septembre 2016, Djerba) 

A. Identification biochimique et moléculaire de 2 souches du complexe 

E. cloacae 

En Septembre 2016, parmi une collection de 30 souches d’entérobactéries isolées d’urines 

consécutives de patients provenant d’un laboratoire privé d’analyses médicales à Djerba, 2 

souches (Eh22 et Eh23) ont été identifiées comme résistantes aux C3G. Aucune résistance 

aux carbapénèmes n’a été détectée dans cette étude. Eh22 et Eh23 isolés chez des patients 

(respectivement chez un enfant de 5 mois, le 01/09 et chez une femme de 32 ans, le 20/09) 

avaient d’abord été identifiées comme K. pneumoniae par les techniques biochimiques 

(galerie API 10S). Par la technique MALDI-TOF, elles appartenaient au complexe 

Enterobacter cloacae. Cette dernière identification a été confirmée par l’analyse de la 

séquence de l’ADNr 16S. E. cloacae complex (ECC, pour Enterobacter cloacae Complex) est 

un groupe hétérogène qui est composé de 13 clusters (C-I to C-XIII). Le séquençage du gène 

hsp60 (heat-shock protein-60) permet de classer les ECC dans l’un de ces complexes
13

. Cette 

analyse a montré que Eh22 et Eh23 appartenaient au cluster C-VIII, Enterobacter hormaechei  

subspecies steigerwaltii. Dans la littérature, il a été décrit que les souches de cluster C-VIII, 

ainsi que 2 autres clusters (C-III et C-VI), sont les souches les plus prévalentes dans les 

échantillons d’origine clinique
92

. 

B. Etude de la clonalité des isolats Eh22 et Eh23 par analyse de leur 

pulsotype et de leur sequence type  

L’analyse après PFGE en utilisant l’enzyme SpeI a montré que les pulsotypes des 2 isolats de 

cluster C-VIII étaient identiques (figure 21). Eh22 et Eh23 sont donc des souches clonales.  
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L’analyse par MLST (Multilocus Sequence Typing) a révélé que Eh22 et Eh23 possèdaient la 

même séquence type, ST177, un simple variant de ST93. 

a) Sensibilité aux antibiotiques  

Ces 2 souches présentaient des antibiogrammes identiques. L’antibiogramme par la méthode 

de diffusion en gélose utilisant 32 disques d’antibiotiques de l’une des 2 souches (Eh22) est 

présenté sur la figure 22. 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figure 22.  Antibiogramme de la souche Eh22 (méthode de diffusion sur milieu MH) 

 

 

  

Eh22     Eh23 

Figure 21. Analyse des pulsotypes (enzyme Spe1) des souches Eh22 et Eh23 

 

 

 

AMP : ampicilline,  AMC : amoxicilline-acide 

clavulanique, TIC : ticarcilline, TCC : ticarcilline- acide 

clavulanique,  PIP : pipéracilline, PPT : pipéracilline-

tazobactam, MEC :  mécilliname, TGC : tigecycline, FOX : 

céfoxitine, CFM : céfixime , CXM : céfuroxime, CTX : 

céftriaxone, CAZ : ceftazidime, CEF :  céfépime, ATM : 

aztréoname, IMP : imipénème, ETP : ertapénème, GMI : 

gentamicine, TMN : tobramycine, AKN : amikacine, NAL : 

acide nalixidique, CIP : ciprofloxacine, OFX : ofloxacine, 

CST : colistine, SXT : co-trimoxazole,TET : triméthoprime, 

FSF : fosfomycine, FTN : nitrofurantoïne 
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Selon les recommandations du CA-SFM/EUCAST, ces souches étaient résistantes à toutes ß-

lactamines testées, excepté aux carbapénèmes (imipénème et ertapénème). Elles restent 

également sensibles à l’association pipéracilline-tazobactam. Eh22 et Eh23 étaient 

catégorisées comme sensibles à la fosfomycine, aux quinolones et fluoroquinolones et à 

l’amikacine. Les souches ont été catégorisées intermédiaires à la nétilmicine. Ces isolats 

étaient sensibles à la colistine après détermination de la CMI en milieu liquide (CMI, 0,125 

mg/l). L’antibiogramme montrait une image de synergie entre des céphalosporines à large 

spectre (ceftotaxime ou céfépime) ou l’aztréonam avec des disques contenant de l’acide 

clavulanique suggèrant la présence d’une (/de) BLSE(s) dans ces isolats (figure 22). Un 

antibiogramme réalisé en présence de cloxacilline (inhibition de céphalosporinase), permet de 

confirmer la présence de cette image de synergie (figure 23). 

 

Figure 23. Antibiogramme de la souche Eh22 réalisé sur une gélose MH contenant 250 

mg/l de cloxacilline  

b) Analyse de la présence de gènes de β-lactamase 

Après analyse par PCR et séquençage, 4 gènes codant pour des β-lactamases ont été détectés : 

la BLS, TEM-1, 2 BLSE, CTX-M-3 et SHV-12, et une céphalosporinase DHA-1.  

c) Analyse du support des gènes de résistance des isolats Eh22 et Eh23  

(1) Expériences de conjugaison 

La fréquence de conjugaison avec les souches donatrices (Eh22 et Eh23) et en utilisant la 

souche réceptrice d’E. coli  K12 (RifRNalR) était de 1 x 10⁻⁸ après sélection des 

transconjugants sur milieu contenant de l’ampicilline (100 mg/l). Les antibiogrammes des 

transconjugants Tc22 (isolat Eh22) et Tc23 (isolat Eh23) étaient identiques et montraient la 

 

AMP : ampicilline, AMC : amoxicilline-acide clavulanique, TIC : 

ticarcilline, TCC : ticarcilline- acide clavulanique, CEP : 

céfopérazone,  MEC : mécilliname, FOX : céfoxitine, CFM : 

céfixime, CXM : céfuroxime, CTX : céftriaxone, CAZ : 

céftazidime, CEP : céfépime,  ATM : aztréonam,  IMP : 

imipénème, ETP : ertapénème, FEP : céfépime 
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présence d’une image de synergie (résultats non montrés). L’analyse par PCR de l’ADN de 

ces 2 transconjugants, a révélé la présence de gènes des ß-lactamases (gènes bla) : TEM-1, 

des 2 BLSE, CTX-M-3 et SHV-2 et de la céphalosporinase DHA-1. Les résistances au 

chloramphénicol, tétracycline, sulfaméthoxazole/triméthoprime, et aux aminosides (GTN, 

gentamicine, tobramycine et nétilmicine) ont également co-transférés avec les gènes bla, dans 

ces transconjugants. Cette analyse démontre le caractère conjugatif de la plupart des 

résistances aux antibiotiques retrouvées les souches Eh22 et Eh23 (excepté la résistance à la 

nitrofurantoine).  

(2) Recherche de principaux plasmides retrouvés chez les entérobactéries  

La présence de plasmides a donc été recherchée. En utilisant la méthode PBRT 
88

, un 

plasmide de groupe d’incompatibilité, IncHI (IncHI2, après analyse du plasmide séquencé, 

voir paragraphe suivant) a été détecté dans les isolats Eh22 et Eh23 ainsi que dans leurs 

transconjugants. 

La linéarisation des plasmides de haut poids moléculaire, par la S1 nucléase et leur séparation 

par PFGE a permis de montrer la présence chez Eh22 de 3 plasmides : d’environ 300 kpb, et 

de ~ 100 kpb et de ~ 90 kpb (Figure 23). Un résultat identique a été retrouvé chez Eh23 

(résultat non montré). L’analyse PFGE-S1 nucléase montre que Tc22 et Tc23 (transconjugants 

d’E. coli  K12) possèdent 2 plasmides : 300 kpb et 100 kpb. Afin d’essayer de séparer ces 2 

plasmides, une seconde conjugaison a été réalisée en utilisant le transconjugant Tc22 (E. coli  

K12), comme souche donatrice et d’E. coli  C600, résistante à l’azide de sodium comme 

souche réceptrice. Une fréquence de conjugaison plus élevée (~ 10
-4

) que précédemment a été 

obtenue. L’analyse par PFGE-S1 nucléase a révélé que les 2 plasmides (300 et 100 kbp) 

étaient toujours présents dans ce tranconjugant Tc22 (C600) (Figure 24).  
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Figure 24. PFGE-S1 nucléase de Eh22 et du Tc 22(C600) 

 

Il semble donc difficile de séparer ces 2 plasmides par conjugaison. Après recherche dans la 

littérature et après analyse dans les banques de données, nous n’avons trouvé aucun plasmide 

de type IncHI portant les 4 gènes de β-lactamases identifiés précédemment par PCR. Il était 

donc intéressant de vérifier si ces résistances pouvaient être portées par un même plasmide et 

ensuite de séquencer entièrement ce plasmide.  

d) Amplifications par PCR réalisées à partir d’agarose découpé sur le 

gel de PFGE-S1 nucléase 

A partir de la piste Tc22 (C600) du gel obtenu après PFGE-S1 et visualisé sous UV après 

coloration au bromure d’éthidium, de l’agarose contenant soit la bande à 300 kpb (bande 1), 

ou soit la bande de 100 kpb (bande 2 cadre bleu, figure 24 ), a été découpé et les ADN ont été 

extraits (NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up kit, Macherey-Nagel). Après amplifications, les 

résultats ont montré la présence sur le plasmide de 300 kpb (bande 1), des 4 gènes de 

résistances : blaTEM-1, blaCTX-M-3, blaSHV-12 et blaDHA-1 (Figure 25) et du gène du réplicon 

IncHI2. Aucune amplification n’a été obtenue avec la bande 2 (résultats non montrés). Ce 

résultat suggère que les gènes des ß-lactamases précedemment mis en évidence sont localisés 

sur le plasmide de 300 kpb (pTc-300). 

~ 300 kpb 

~ 100 kpb 

~ 90 kpb 
 

Chr 

~ 100 kpb 
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Figure 25. Résultats de l’électrophorèse sur gel d'agarose des amplicons obtenus après 

amplification des gènes des β-lactamases 

blaCTX-3 (piste 1), blaSHV-12 (piste 2) blaTEM-1 (piste 3) et blaDHA-1 Piste M, marqueur 

de taille. Piste 5, contrôle négatif (bande d’agarose découpée sur la piste Tc22, cadre bleue sur 

la figure 23, seul le résultat négatif obtenu avec les amorces spécifiques du gène blaDHA-1 

est montré).  

e) Séquençage par la technique Illumina et analyse du plasmide pTc300 

(IncHI2) 

 

Le plasmide pTc300 a été séquencé par la méthode de Séquençage Nouvelle Génération 

(NGS, next genetation sequencing) utilisant la méthode Illumina (Plate-forme génomique de 

l’université de Bordeaux). L’assemblage a été réalisé à l’aide des logiciels : PlasmidSPAdes 

et Unicycler. 

Le séquençage de plasmide pTc22, a permis obtenir au final 30 contigs (C1 à C30), dont 5 ont 

été éliminés (C4, C8, C16, C19 et C21, car ils provenaient de contamination d’ADN 

génomique : soit d’E. coli  C600, soit d’une contamination par l’ADN de Staphylocoque de la 

flore cutanée). Parmi les 25 contigs restants, 18 ont été pris en compte car de taille allant 

97,243 kb (contig C1) à 645 pb (contig C25). Les 7 autres petits contigs (taille < 645 pb) se 

recoupaient avec d’autres contigs. En effet, un certain nombre d’entre eux (~ 800 pb à 1,5 kb), 

contenaient des séquences d’insertion, comme par exemple le contig C24 qui code pour la 

transposase TnpA de l’IS26 (profondeur, depth=7.36x, comparée aux autres contigs). Cette IS 

est présente en plusieurs exemplaires sur pTc300.  

Ainsi, l’analyse du plasmide pTc300 a confirmé qu’il était de type IncHI2 et appartenait à 

séquence type ST1 (selon les séquences des loci smr0018 et smr0019 
93

). Il présentait des 

similitudes avec un plasmide de 444 kpb (p-444) identifié chez une souche de Salmonella spp. 

(Genbank N° CP028197).  

Outre les 4 gènes de ß-lactamases précédemment identifiés, le plasmide pTc300 portait aussi 

un gène qnrB4, qui confère une résistance à bas niveau aux quinolones. Ce gène est 

     M           1          2          3           4           5 
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probablement exprimé à bas niveau chez Eh22 et Eh23 car les souches étaient catégorisées 

sensibles aux quinolones. D’autres gènes de résistances ont été identifiés : gènes catII (A-2 

chloramphenicol O-acetyltransferase, résistance au chloramphénicol), dfrA19 (dihydrofolate 

réductase, résistance au triméthoprime), sul1 (dihydroptéroate synthase, résistance aux 

sulfamides), aux tétracyclines (gène d’efflux, tetD), gènes de résistance aux aminosides 

[acétyl ou phosphotransférases : aac(6’)IIc, aac(3)II), aph(3’’)Ib] …  

Il est aussi à noter qu’un gène etpA a été retrouvé sur le plasmide pTc300 (pTc22/E. coli  

C600) et sur le plasmide p444. Récemment, nous avons pu préciser que ce gène etpA était 

identique au gène mcr-9 qui code pour une éthanolamine transférase qui transfère un 

groupement cationique (phosphoéthanolamine) sur le lipide A du lipopolysaccharide (LPS) et 

confère la résistance à la colistine (voir Partie 2). Là aussi, comme pour qnrB4, le gène mcr-9 

présente probablement un promoteur faible et ce gène ne doit probablement pas ou peu 

s’exprimer chez les souches Eh22 et Eh23 car elles sont sensibles à la colistine (CMI, 0,125 

mg/l). 

En s’aidant de la séquence du plasmide p-444, tous les contigs ont pu être reliés, après 

vérification par PCR et séquençage, sauf à un seul endroit (contig C6). Le plasmide p-444 

possède 144 kpb supplémentaires qui ne sont pas présents sur pTc300 et ne contiennent ni le 

gène blaCTX-M-3, ni le gène blaDHA-1, mais un gène qnrB2 dans un environnement différent du 

gène qnrB4.  

Ainsi à ce jour, un fragment constitué du contig C6 (13 752 pb) avec en aval les contigs C22 

(QacSul1, 1105 pb) et C25 (orf5, 645 pb) et en amont le contig C15 (ISCR1, 2162 pb) n’a 

pas pu être formellement situé au niveau du reste du plasmide, même en utilisant des 

amplifications avec des polymérases (Phusion
TM

) dites ‘’long range’’, qui sont capables 

d’amplifier de grands fragments. Le contig C6 contient les gènes qnrB4 et blaDHA-1 

probablement sur un intégron complexe de classe 1 et présente une identité de séquence de 

83% avec un plasmide de Cronobacter sakazakii souche GZcsf-1 plasmid pGW1 (N° 

GenBank, CP028197) : séquence insertion ISCR1, sapC, sapBA, ydeJ, qnrB4, pspABCD, 

ycjW, blaDHA-1, ampR (lysR regulator), qacEsul1, orf5, TnpA IS110-like merRTPCADE, 

TniA, IS3. Les gènes soulignés en gras sont retrouvés dans une même configuration sur le 

fragment de 17 664 kpb sur pTc300.  

Si on place ‘’arbitrairement’’ ce fragment de 17 664 kpb entre le contig C7 (intégron de classe 

1 contenant les gènes : intI1, aac(6’)IIc, ereA, aac(3)II, arr (résistance à la rifampicine),orf 

de fonction inconnue, ereA, qacSul1) et le contig C3 (58,471 kpb), on obtient un plasmide 
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ayant une taille de 296 550 pb, compatible avec la taille d’environ 300 kbp estimé après 

PFGE-nucléase S1.  

Une analyse préliminaire utilisant le logitiel : VistaTools for Comparative Genomics montre 

la comparaison entre le plasmide p-444 et le plasmide pTc300 (ou pTc2, sur la figure 26).  

 

Figure 26. Analyse du plasmide pTc300 comparé à un plasmide de 444 kpb, p-444 

(CP028197) isolé de Salmonella spp (VistaTools for Comparative Genomics). 
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Discussion  

La dissémination des gènes de résistance aux antibiotiques chez les bacilles à Gram négatif, 

est un problème majeur de santé publique. Cette propagation est due en grande partie à 

l'acquisition de gènes par transferts horizontaux, et plus particulièrement par acquisition de 

plasmides conjugatifs chez les entérobactéries
77

.  

 

En Tunisie, la présence d’entérobacteries multirésistantes productrices de BLSE a été bien 

documentée à l’hôpital, mais moins de données sont disponibles dans le milieu 

communautaire. Au cours de ce travail, une prévalence de 6,7% a été retrouvé en 2016 (2 

souches sur 30 collectées) à Djerba. Les 2 souches retrouvées étaient reliées, et appartenaient 

au complexe C-VIII des Enterobacter cloacae Complexe (ECC). Nous n’avons pas pu 

analyser rétrospectivement le dossier de ces 2 patients. Il est possible qu’ils aient été 

hospitalisées dans les mois qui précèdent leur prélèvement. Les souches d’Enterobacter spp. 

sont souvent décrites lors d’épidémies d’infections nosocomiales. Cependant, récemment, les 

souches d’ECC ont émergé comme des pathogènes majeurs impliqués dans des infections 

acquises dans la communauté, causant de fréquentes pneumonies, infections urinaires ou 

bactériémies
94

. Il a été suggéré que les isolats d’ECC retrouvés lors d’infections nosocomiales 

pouvaient représenter un échantillonage de la diversité des ECC commensaux retrouvés dans 

la communauté
94

. Des études montrent aussi leur présence chez des animaux de compagnies 

dans divers pays de monde (Australie 
95

, France
96

, et en Allemagne
97

 ).  

Dans ce travail, la souche d’E. hormaechei subp. steigerwaltii identifiés chez les 2 patients, 

appartenait à la séquence type, ST177 (simple variant des ST93, ST294 and ST828, eBURST 

v3 analysis). Peu de souches ST177 ont été décrites dans la littérature. Elles ont été 

essentiellement identifiées sur le continent asiatique, Chine et Corée de Sud 
98

, et elles étaient 

associées avec des carbapénémases de type KPC-2 et/ou NDM-1
98

.  

 

Notre étude a eu aussi pour objectif de caractériser le plasmide de type IncHI2 (300 kpb) 

hébergé dans cette souche d’E. hormaechei subp. steigerwaltii et support de la résistance de 

nombreux gènes, en particulier de 4 gènes de β-lactamases, dont 3 confèrent une hydrolyse 

aux céphalosporines à large spectre (blaCTXM-3, blaSHV12 et blaDHA-1). Un variant mcr-9, très 

récemment décrit dans la littérature, a été trouvé sur le plasmide p300. Les gènes mcr codent 

pour une éthanolamine transférase qui transfère un groupement cationique 

(phosphoéthanolamine) sur le lipide A du LPS, et confère la résistance à la colistine (voir 
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Partie 2). Comme ceux décrits dans la littérature chez E. coli , ECC et Salmonella spp.
99

, le 

gène mcr-9 présent sur p300 ne confère pas la résistance à la colistine chez Eh22 et Eh23 et 

chez les transconjugants d’E. coli  : il n’est propablement pas exprimé. On retrouve un 

environnement génétique comparable avec une IS5 en amont du gène mcr-9 qui est peut-être 

responsable de la mobilisation de ce gène. 

Les plasmides de type IncHI2 sont parmi les plasmides le plus prévalents et décrits comme 

support de différents gènes de la résistance chez entérobactéries
100

. Ce sont en général des 

plasmides conjugatifs de grande taille (supérieure à 250 kpb), qui mobilisent aussi des gènes 

de résistance aux métaux lourds, en plus des gènes de résistance aux antibiotiques. Il a été 

montré que les plasmides IncHI2-ST1 jouent un rôle essentiel dans l'évolution des phénotypes 

de résistance au sein de souches pathogènes du complexe Enterobacter cloacae
101(p2)

. 

Plusieurs études ont montré la présence de gènes codant pour les β-lactamases, comme 

blaSHV-12 et blaCTX-M-15, sur des plasmides IncHI2 sous-type ST1 de taille comprise entre 290 

et 340 kb chez E. cloacae
102–104

. Mais les plasmides IncHI2-ST1 jouent aussi un rôle 

important dans la diffusion de gènes codant pour des carbapénémases comme les enzymes de 

type NDM, IMP, VIM, KPC et OXA-48 et dans l'évolution des entérobactéries résistantes aux 

carbapénèmes (CRE)
105

. 

Les plasmides conjugatifs chez les entérobactéries contiennent de nombreux élements 

génétiques mobiles (EGM), comme sur le plasmide pTc300. On retrouve un transposon 

unitaire de la famille Tn3 associé au gène blaTEM-1. Ce transposon a été localisé dans 2 zones 

différentes du plasmide pTc300. Les membres de la famille Tn3 sont connus pour conférer 

une immunité de transposition, mais des recombinaisons homologues entre des éléments 

apparentés peuvent se produire, créant des éléments hybrides
20

 . On retrouve également une 

séquence ISEcp1 reliée au gène blaCTX-M-3, une IS26 associée au gène blaSHV-12. Le gène 

blaDHA-1 est souvent retrouvé, comme sur pTc300, sur des intégrons complexes avec en amont 

la présence d’une ISCR1 (ou orf513). Le gène blaDHA-1 a été décrit sur des plasmides de type 

IncHI2, et sur d’autres plasmides associé avec un gène qnrB, en particulier qnrB4, suggérant 

un possible ancêtre commun et une évolution conjointe de ces 2 gènes
106

. 

La présence de très nombreux EGM, tels que l’IS26 et de nombreux remaniements 

génétiques, a conduit à complexifier l’agencement des contigs obtenus lors du séquençage 

Illumina. Malgré de nombreuses PCR pour essayer d’assembler ces contigs, une zone n’a pas 

pu être reliée au reste du plasmide. Il sera nécessaire, d’effectuer un séquençage par une autre 
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méthode (séquençage par la technique Nanopore, Minion générant de séquences d’environ 50 

kpb) pour obtenir une séquence finalisée et correctement agencée du pTc300.  

L’analyse du plasmide pTc22 de 300 kpb a révélé de fortes similitudes avec un plasmide de 

444 kpb isolé de Salmonella spp. Néanmoins, en plus des gènes blaTEM-1, blaSHV-12 et le gène 

mcr-9, les gènes blaCTX-M-3 et blaDHA-1 étaient aussi présents. A notre connaissance, c’est la 

première fois qu’un plasmide de type IncHI2 portant ces 4 gènes et contenant un gène mcr-9 

est décrit chez une souche du complexe E. cloacae.  

Conclusion  

A la fin de l’année 2016, 2 isolats d’E. hormaechei, entérobacterie fréquemment isolée lors 

d’infections nosocomiales, ont été collectés chez 2 patients de la communauté en Tunisie 

(Djerba). Eh22 et Eh23 étaient reliées et appartenaient à la Séquence Type ST177. Peu de 

souches d‘origine clinique d’E. hormaechei ST177 ont été décrites dans la littérature, 

principalement sur le continent asiatique et associées avec des carbapénémases. Il serait 

intéressant de vérifier si de telles souches ne sont pas trouvées dans d’autres environnements 

en Tunisie (hôpitaux, milieux vétérinaires…). Le fait de retrouver de telles bactéries 

multirésistantes dans la communauté incite à instaurer une surveillance et à mettre en place de 

moyens pour prévenir leur dissémination.  
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XI. Deuxième étude épidémiologique : Décembre 2017-Janvier 2018, Sfax 

et Tunis   

A. Collecte et identification des souches  

 

Ce travail a été effectué en collaboration avec le Dr. Rahma TRABELSI et le Pr. Radhouane 

GDOURA (unité LR17ES06, Laboratoire de recherche de Toxicologie, Microbiologie 

Environnementale et Santé, Université de Sfax). 

Un total de 170 entérobactéries isolées lors d’infections urinaires a été collecté de la période 

de Décembre 2017 à Janvier 2018 (2 mois). Elles se répartissaient en 118 souches provenant 

de laboratoires hospitaliers (3 hôpitaux, H1 à H3) et 52 souches, de 2 laboratoires de ville 

(CA et CB). Les souches ont été collectées dans 2 régions géographiques différentes, Sfax et 

Tunis ; la distance entre les 2 villes étant d’environ 270 km (figure 17). Une polyclinique (H1, 

60 lits) est située à Sfax, avec des échantillons prélevés principalement chez des patients 

d’une unité d’urologie. Les 2 autres hôpitaux sont situés à Tunis (H2, hôpital régional et H3, 

clinique psychiatrique). Les 2 laboratoires privés (CA et CB) sont localisés à Sfax. Les 

souches provenant des milieux hospitaliers sont issues d’un échantillonnage aléatoire. Il a été 

vérifié postérieurement que les isolats inclus dans l’étude provenaient de patients différents 

(Tableau 6). 

Tableau 6. Répartition des 170 entérobactéries identifiées lors d’infections urinaires en 

fonction de leur site de prélèvements et de la présence de BLSE 

Souches Hôpital  Communauté 

H1 H2 H3  CA CB 

E. coli  40 (3) 15 (3) 15 (1)  10 (1) 30 (7) 

K. pneumoniae 20 (1) 10 (0) 10 (0)  5 (3) 5 (4) 

E. cloacae complexe 4 (0) 2 (0) 2 (0)  0 (0) 2 (0) 

 Les chiffres entre parenthèse montrent le nombre de souches productrices de BLSE. 

  

L’identification des souches, initialement réalisée en utilisant des galeries API 10S, a été 

reconfirmée par la technique MALDI-TOF. Seule une souche de K. pneumoniae (souche 
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18TA) avait été mal identifiée (API 10S, E. cloacae complexe). Cette souche ne produisait pas 

d’uréase, et son identification, vérifiée après PCR et séquençage du DNA ribosomal 16S, a 

confirmé l’espèce K. pneumoniae.  

B. Recherche de la présence de BLSE et/ou carbapénémase 

Le premier objectif a été de rechercher la présence de BLSE et/ou carbapénémase dans les 

170 souches collectées par la méthode de l’antibiogramme de diffusion en milieu gélosé MH. 

Un test de synergie (technique des doubles disques) entre un disque de céphalosporine à large 

spectre et un disque contenant l’acide clavulanique a permis de mettre en évidence 23 

entérobactéries productrices de BLSE (15 E. coli  et 8 K. pneumioniae). L’une des souches de 

K. pneumoniae (18TA) était, en plus, résistante aux carbapénèmes avec des diamètres 

d’inhibition à l’imipénème, ertapénème et méropénème de 19, 16 et 14 mm, respectivement. 

L’utilisation de disques combinés contenant de l’imipénème avec ou sans EDTA a suggéré la 

présence d’une métallo-carbapénémase (augmentation du diamètre d’inhibition de plus de ≥ 7 

mm en présence d’EDTA) dans cette souche.  

C. Répartition des entérobactéries productrices de BLSE  

1. En milieu hospitalier 

La répartition des entérobactéries productrices de BLSE (E-BLSE) en fonction des hôpitaux 

est donnée dans le tableau 5. Les E-BLSE ont été recueillies chez des patients présentant un 

sexe ratio de 1. L’échantillonnage des urines positives ayant été réalisé de façon aléatoire, des 

taux de prévalence peuvent être calculés. Bien que ces chiffres ne soient qu’une indication car 

le nombre d’E-BLSE collectées est trop faible pour être suffisamment représentatif, ces 

données conduisent à des taux de prévalence des BLSE-E de 6,25% pour H1 (polyclinique), 

11,1% pour H2 (hôpital régional) et 3,7% pour H3 (clinique psychiatrique). En ce qui 

concerne le taux de souches d'E. coli  productrices de BLSE, les données sont les suivantes : 

7,5% (H1), 20% (H2) et 6,6% (H3).  

2. Au niveau de la communauté  

Au cours de la même période de 2 mois, parmi les 52 entérobactéries qui ont été recueillies 

dans les urines de sujets de la communauté à Sfax, 15 sont des E-BLSE (4, dans le 

Laboratoire CA et 11, dans le laboratoire CB) (Tableau 6). Toutefois, le taux de prévalence 

des BLSE ne peut pas être calculé car un biais de sélection des souches avait été introduit, les 
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échantillons n’ayant pas été choisis de façon totalement aléatoire. Comme les souches 

productrices de BLSE sont souvent multi-résistantes, les pourcentages de 26,7% (CA) et 

29,7% (CB) ne reflètent pas de la réalité des taux de prévalence dans cet environnement 

(Tableau 6).  

D. Analyse des gènes codant pour les BLSE et profils de résistance aux 

antibiotiques des E-BLSE 

Souches d’E. coli  BLSE + 

Toutes les 15 souches d'E. coli  productrices de BLSE étaient sensibles à la céfoxitine 

(céphamycine) et carbapénèmes. Elles étaient également sensibles à la fosfomycine. Deux 

isolats étaient résistants à la nitrofurantoïne (Tableau 7). Tous les E. coli  étaient résistants au 

cotrimoxazole (sulfaméthoxazole-triméthoprime) et tous, à l'exception de deux isolats, étaient 

résistants aux fluoroquinolones. Ils présentaient différents phénotypes d'aminosides 

(résistance à la gentamicine, à la tobramycine et à l'amikacine, respectivement 26%, 47% et 

20%) (Tableau ).  

Comme indiqué dans le Tableau 7, les 15 E. coli  producteurs de BLSE ont donné des 

amplifications positives en PCR avec des amorces spécifiques des gènes blaCTX-M. De façon 

surprenante, près de la moitié des souches (7 sur 15, soit 47%) ont présenté des amplifications 

positives à la fois pour CTX-M de groupe 1 et CTX-M du groupe 9. Ce sont surtout des E. 

coli  venant des laboratoires de ville (4 souches sur 7). Cinq E. coli  ont un seul gène codant 

pour une CTX-M du groupe 1 et les trois restants portent des gènes blaCTX-M du groupe 9. Six 

souches possèdent des ß-lactamases du type OXA-1 et 4 autres isolats ont présenté des ß-

lactamase du type TEM-1, y compris un qui portait ces 2 enzymes (Tableau 7). 
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Tableau 7. Caractéristiques des 15 E. coli  productrices de BLSE  analysées dans cette étude 

 
a)

 Numéro d’identification de l’isolat
 

(b) 
H, Hôpital (Hospital ou clinique) ; C, communauté

 

(c) 
GT(A), gentamicine, tobramycine, et amikacine (les parenthèses indiquent un faible niveau de résistance); FQ, fluoroquinolones; SXT, co-

trimoxazole; TMP, triméthoprime; NI, nitrofurantoïne
  

(d) 
NT, non typable selon la PBRT procédure (Carattoli 2005)

88
 

 

  

 

N° isolat 
(a)

 Localisation
(b)

 Contenu en ß-lactamase  Résistances co-asso 

ciées
 (c)

 
Groupe virulence 

/ST 

Pulsotype group Inc plasmid 

et pMLST
(
 

35SR Sfax/CB CTX-M-15 CTX-M-27 OXA-1-like GTA FQ SXT TMP B2/ST131-C2 E-1 F31:A4:B1/W 

17J Sfax/CB CTX-M-15 CTX-M-27 OXA-1-like TA FQ SXT TMP B2/ST131-C2 E-1 F31:A4:B1 

17MA Sfax/CB CTX-M-27 FQ SXT TMP B2/ST131-C1-M27 E-1 F1:B20 

151 Tunis/H2 CTX-M-27 FQ SXT TMP B2/ST131-C1-M27 E-1 F1:B20 

307 Tunis/H2 CTX-M groupe 1 TEM-like OXA-1-like GTA FQ SXT TMP B2 E-3 FII:FIA 

67HR Tunis/H3 CTX-M groupe 1 OXA-1-like T(A) FQ SXT TMP  B2 E-4 FII/FIB/Y 

917 Sfax/CB CTX-M-15 CTX-M-27 OXA-1-like GT FQ SXT TMP A/ST617 E-2 F31:A4:B1/N 

46SR Sfax/CB CTX-M-15 CTX-M-27 OXA-1-like GT FQ SXT TMP NI A/ST617 E-2 F31:A4:B1/N 

33.2 Sfax/H1 CTX-M-1 et M-9 groupes TEM-Like GT FQ SXT TMP NI A E-5 FII :FIB/W/X 

724 Tunis/H1 CTX-M-1 groupe  FQ SXT TMP A E-6 FII : FIB/Y 

286 Tunis/H2 CTX-M-1 groupe  FQ SXT TMP  A E-7 FII/FIB/Y 

101.1 Sfax/CA CTX-M-1 et M-9 groupes FQ SXT TMP B1 E-8 FIB 

58 Sfax/H1 CTX-M-1 et M-9 groupes TEM-like SXT TMP  B1 E-9 FIB/W/N/Y 

17G Sfax/CB CTX-M-1 groupe TEM-like FQ SXT TMP B1 E-10 FIB/W/N/Y 

18AF Sfax/CB CTX-M-9 groupe  SXT TMP D E-11 NT
 d)
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Souches de K. pneumoniae BLSE + 

Parmi les 8 K. pneumoniae productrices de BLSE, toutes les souches ont été collectées chez 

des patients de la communauté à Sfax, à l'exception d'une souche (Kp115) qui provenait de 

l’hôpital, H1. Les résistances associées aux autres familles d’antibiotiques, étaient variées 

(Tableau 8), parmi lesquelles : la résistance aux fluoroquinolones (6 souches sur 8) ; au co-

trimoxazole (4 sur 8), aux aminosides (4 souches résistantes à la gentamicine, dont 2 

associées à la résistance à la tobramycine et amikacine), et au nitrofurantoïne (2 souche sur 8). 

Toutes les souches contenaient un seul gène blaCTX-M de groupe 1.  

Six K. pneumoniae portaient également le gène blaOXA-1, dont 4 était aussi associés au gène 

blaTEM-1 (Tableau 8). 

 

Tableau 8. Caractéristiques des 8 K. pneumoniae productrice de BLSE analysées dans 

cette étude  

N° d’isolat
(a)

 Sfax 

localisation
(a)

 

Contenu en ß-lactamases
(b)

 Résistances  

co-associées
(a)

 

115 H1 CTX-M-1 group OXA-1-like  FQ  

96.1 CA CTX-M-1 group OXA-1-like SXT 

57 CA CTX-M-1 group OXA-1-like TEM-like G FQ SXT  

39/GB CA CTX-M-1 group OXA-1-like TEM-like - 

18TA (ST147)
(c)

 CB CTX-M-15 NDM-1 OXA-1-like TEM-like GT FQ SXT TMP NI  

48SR CB CTX-M-1group OXA-1-like GTA FQ SXT TMP NI  

17MZ CB CTX-M-1 group TEM-like  G FQ  

18CT CB CTX-M-1 group OXA-1-like TEM-like FQ 
(a)

 Abréviations définies dans le Tableau 6 
 

(b) 
Toutes les souches de K. pneumoniae ont donné une amplification positive avec les amorces spécifiques des 

gènes blaSHV qui a été attribué au gène de la ß-lactamase chromosomique, naturellement présente chez cette 

espèce. 
(c)

 Séquence type de l’isolat 18TA  
 

Souche de K. pneumoniae, 18TA 

La souche n°18TA, dont l’antibiogramme est présenté sur la figue 26, a été fournie par le 

laboratoire CB. Cette souche a montré, en plus de la présence d’un gène CTX-M de groupe 1 

qui après caractérisation s’est avèré être la β-lactamase CTX-M-15, un phénotype de 

résistance au carbapénème. Après PCR et séquençage, la présence de la métallo-enzyme 

NDM-1 a été confirmée.  
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Figure 27. Antibiogramme de la souche de K. pneumoniae 18TA 

E. Etude de la clonalité des souches par PFGE et MLST 

Les 15 E. coli  producteurs de CTX-M appartenaient principalement au groupe 

phylogénétique B2 (40%), suivis des groupes A (33,3%), B1 (20%) et D (6,7%) (Tableau 7). 

Les 15 E. coli  ont été distribuées en 11 profils de PFGE (pulsotypes E-1 à E-11, Tableau 7 et 

figure 28). 

  

Figure 28. Pulsotype (XbaI) des souches d’15 E. coli  productrices de BLSE 

Quatre isolats du phylogroupe B2 ont présenté un pulsotype similaire E-1 (souches n° 35SR, 

17J, 17MA et 151)(figure 28, pistes 1 à 4) et 2 isolats du phylogroupe A (souches n° 917 et 

46SR)(figure 27, pistes 7 et 8) présentaient un profil identique, E-2. Pour confirmer la relation 

phylogénétique de ces 6 souches, un typage MLST a été effectué et a montré que les 2 isolats 

AM : ampicilline,TIC: ticarcilline, CN: céfalexine FOX: 

céfoxitine, CFM: céfixime, TCC: ticarcilline - acide 

clavulanique, FEP: céfépime, CXM : cefuroxime, PTZ : 

pipéracilline+ tazobactam,ATM: aztréonam, AMC: 

amoxicilline - acide clavulanique, CRO : ceftriaxone, MEM: 

méropénème,  ETP: ertapénème, CAZ : ceftazidime,IPM: 

imipénème,TMP: triméthoprime, PRL: pipéracilline, TEM: 

témocilline, FOS: fosfomycine, NI: nitrofurantoine,TGC: 

tigecycline, MEC: mécilliname, SXT : cotrimoxazole, CIP: 

ciprofloxacine, OFX : ofloxacine, NAL: acide nalidixique, 

CST: colistine, AN: amikacine, TM : tobramycine, GM : 

gentamicine 
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du profil E-2 sont inclus dans la séquence type, A-ST617. Les 4 E. coli  du profil E-1 

appartenaient au clone B2-ST131 (Tableau 7). Parmi ces 4 E. coli  B2-ST131, 2 portaient une 

CTX-M-27, et les 2 autres présentaient à la fois CTX-M-15 et CTX-M-27. Dans la littérature, 

les E. coli  ST131-B2 ayant l'enzyme CTX-M-27 sont souvent situés dans la sous-classe C1-

M27 
66

.  

Pour vérifier le(s) sous-clade(s) des 4 E. coli  B2-ST131 de notre étude, portant à la fois CTX-

M-15 et/ou CTX-M-27, 2 autres souches d’E.coli B2-ST131 identifiées dans un hôpital de 

Tunis lors d’une enquête précédente (Décembre 2014 à Février 2015)
83

, ont été incluses 

comme contrôle : l'un avec CTX-M-15 (souche n°59) et l'autre avec CTX-M-27 (souche n° 

89). Les isolats portant uniquement la BLSE, CTX-M-27 (n°17MA et n°151 et la souche 

témoin n ° 89) appartenaient au clade C1-M27. Les 2 souches présentant à la fois CTX-M-15 

(groupe 1) et CTX-M-27 (groupe 9) appartenaient au sous-groupe ST131-C2, comme la 

souche contrôle (n ° 59) qui ne contenait que CTX- M-15. 

Concernant les souches de K. pneumoniae, seul l’'isolat de K. pneumoniae n°18TA a été 

davantage caractérisé par typage. Cette souche présentant la BLSE CXT-M-15 et la 

carbapénémase NDM-1, appartenait à la séquence type, ST147.  

F. Typage plasmidique 

Les plasmides d’E. coli  ont été typés par la technique PBRT, basée sur l’amplification par 

PCR
88

. La plupart d'entre eux appartenait au groupe d’incompatibilité IncFII (Tableau 7). Un 

schéma de sous-typage de ce multiréplicon utilisant une formule FAB (FII:FIA:FIB) a été 

réalisé pour 6 isolats d'E. coli . Les 2 isolats A-ST617 (pulsotype E-2) et 2 autres, B2-ST131-

C2 (profil E-1) hébergeaient le même réplicon de formule, F31:A4:B1 (Tableau 7). Aucun 

des gènes de BLSE dans ces 4 souches d’E. coli  n'a pu être transféré par conjugaison. 

D'autres plasmides ont également été retrouvés dans ces 4 isolats : IncN, dans les isolats n° 

917 et n°46SR et IncW, dans l'isolat n°35SR.  

Les 2 autres E. coli  B2-ST131-C1-M27 contenaient un plasmide IncFII de formule F1:B20 

qui n’a pas pu être transféré par des expériences de conjugaison.  

Concernant l’analyse des plasmides des souches de K. pneumoniae, le type des plasmides n’a 

pas été effectué. Cependant, et contrairement aux 6 E. coli  précédemment testés, tous les 

gènes bla et certaines co-résistances présents dans K. pneumoniae n° 18TA (GT SXT TMP) 
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ont été transférés par conjugaison dans la souche réceptrice d’E. coli  C600 résistante à l’azide 

(figure 28). 

 

Figure 29. Antibiogramme du transconjugant Tc18TA (E. coli  C600) 

 

  

AM : ampicilline,TIC: ticarcilline CN: céfalexine 

FOX: céfoxitine, CFM: céfixime, TCC: ticarcilline -

cide clavulanique, FEP: céfépime, CXM : 

cefuroxime, PTZ : pipéracilline-tazobactam,ATM: 

aztréonam, AMC: amox- acide clavulanique, CRO: 

ceftriaxone, MEM: méropénème,   CAZ : 

ceftazidime,IPM: imipénème,TMP: triméthoprime, 

PRL: pipéracilline, TEM: témocilline, FOS: 

fosfomycine, NI: nitrofurantoine,TGC: tigecycline, 

MEC: mécilliname, SXT : cotrimoxazole,CIP: 

ciprofloxacine, OFX : ofloxacine,NAL: acide 

nalidixique, CST: colistine, AKN: amikacine, TMN: 

tobramycine, GM : gentamicine 
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Discussion 

La présence de BLSE CTX-M et de carbapénémases telles que NDM-1 dans des isolats 

d’origine cliniques d'entérobactéries a été rapportée de plus en plus fréquemment dans le 

monde, y compris en Tunisie
62,69,107

. Durant cette étude de 2 mois, le taux de prévalence des 

entérobactéries productrices de BLSE collectées dans les urines de patients hospitalisés dans 3 

hôpitaux situés dans 2 zones géographiques de la Tunisie variait de 11,1% à 3,7%. Même si 

ces taux reflètent des données collectées sur un petit nombre de souches, ils concordent avec 

celles décrites dans la littérature qui ont montré des taux variables en fonction des facteurs de 

risque d'acquisition des BLSE-E 
108,109

. En effet, il semble logique que la prévalence soit plus 

élevée dans un Hôpital régional (H2) que dans une clinique psychiatrique (H3). 

En Tunisie, peu d'études incluant des analyses moléculaires des E-BLSE sur des infections 

acquises dans la communauté ont été rapportées
107

. Cependant, plusieurs rapports concernant 

des patients ambulatoires et/ou l’analyse du portage fécal d'entérobactéries réalisée lors de 

l'admission à l'hôpital ont mis en évidence la présence d'entérobactéries productrices de CTX-

M dans la communauté tunisienne
83,107

. Nos résultats corroborent une des ces études qui a 

pointé le nombre important de souches de K. pneumoniae productrices de BLSE comparé à 

celles d’E. coli  dans la communauté en Tunisie (notre étude) ou à l’admission à l’Hôpital
83

.  

Néanmoins, l’une des principales constatations de nos travaux est la forte proportion d’E. coli  

qui produisent simultanément 2 BLSE, CTX-M du groupe 1 et CTX-M du groupe 9. 

Certaines études, principalement réalisées sur le continent asiatique, ont mentionné quelques 

isolats d’E. coli  ou de K. pneumoniae avec CTX-M-55 et CTX-M-14 ou CTX-M-15 et CTX-

M-14. Mais ces souches n’étaient pas majoritaires dans leurs études
48,66

. 

A notre connaissance, cette étude est aussi la première description d'E. coli  portant CTX-M-

15 et CTX-M-27. Ces 2 enzymes ont une substitution Asp240 en Gly dans leur site actif, qui 

augmente leurs activités hydrolytiques vis-à-vis de la ceftazidime, comparé à des variants 

sans cette substitution
51,110

; suggérant qu’une pression de sélection élevée avec la ceftazidime 

pourrait favoriser l’émergence de tels isolats.  

Nous rapportons la présence de ces 2 enzymes dans 2 souches clonales d'E. coli  résistantes 

aux fluoroquinolones (soit 4 isolats appartenant à 2 ST différents). Deux d'entre elles étaient 

associées au clone ST131, pandémique et virulent, appartenant au groupe phylogénétique B2. 

Des études récentes utilisant l’analyse de la séquence du génome entier ont révélé que ce 
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ST131 était composé de différentes lignées ou clades: A/H41, B/H22 et C/H30; avec le 

nombre H qui fait référence à l'allèle fimH qui correspond le plus souvent à chaque 

clade
111,112

. Depuis les années 2000, le clade C est devenu la lignée prédominante parmi les 

isolats ST131
66,68, surtout les isolats des sous-groupes C1 et C2 résistants aux 

fluoroquinolones. Le sous-groupe C2 (également appelé H30Rx), est souvent associé au gène 

blaCTX-M-15
63

. Récemment, un sous-groupe C1 associé au gène blaCTX-M-27, nommé C1-M-

27, a été décrit sur le continent asiatique et signalé avec une augmentation alarmante en 

Europe
65,66

. La présence de E. coli  025b-H30x ST131 contenant CTX-M-27 a été décrite en 

Tunisie à partir d'échantillons humains
83

, ainsi que dans des échantillons d'origine animale et 

dans des eaux usées 
112,113

; suggérant une telle émergence peut également se produire dans ce 

pays. En utilisant l'identification récente des sous-groupes par les amplifications PCR, nous 

avons confirmé que E. coli  ST131 produisant CTX-M-27 appartient au sous-groupe C1-M-

27, de la même manière que la souche contrôle d’E. coli  n°89 collectée dans un hôpital de 

Tunis lors d’une enquête en 2014-2015
83

. En utilisant cette procédure, nous avons montré que 

les 2 E. coli  ST131 provenant de la communauté à Sfax portant à la fois CTX-M-15 et CTX-

M-27 étaient phylogénétiquement plus proches du sous-groupe C2 que du sous-groupe C1, de 

la même manière que l'isolat contrôle de E. coli  avec le seul CTX-M-15 souche n° 59 
83

. 

Ainsi, nos données suggèrent une acquisition supplémentaire de CTX-M-27, dans la sous-

classe pandémique du sous-groupe C2. Des enzymes CTX-M-15 et M-27 ont également été 

trouvées dans une autre souche clonale d'E. coli  appartenant au groupe phylogénétique A et 

ST617 (complexe clonal 10, CC10). Les souches d’E. coli  ST617 productrices de CTX-M-15 

sont également répandues au niveau international et ont été décrites aussi bien au cours 

d’infections humaines, ainsi que chez des souches commensales d'E. coli  isolées dans des 

échantillons humains, animaux et alimentaires
113

. 

La dissémination des gènes blaCTX-M est très souvent médiée par les plasmides conjugatifs, en 

particulier de type IncF, souvent porteurs du gène blaCTX-M-15 ou de plus en plus souvent du 

gène blaCTX-M-27, chez E. coli  B2-T131. Dans notre étude, les souches E. coli  A-ST617 et la 

sous-classe C2 B2-ST131 présentaient la même combinaison du multiréplicon IncF (FII: FIA: 

FIB), c'est-à-dire. F31:A4:B20, suggérant un possible transfert de plasmide dans ces 2 

souches clonales. Cependant, dans nos expériences de laboratoire, aucune conjugaison n'a été 

observée. Un plasmide similaire (F31:4:B1) portant le blaCTX-M-15 a régulièrement été identifié 

chez des isolats d’E. coli  ST617 et ST131 en Tunisie et dans différents pays du monde, et 

dans divers échantillons
20,114

. Il sera intéressant de séquencer entièrement les plasmides de ces 
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2 clones (A-ST617 et C2 B2-ST131) afin d’analyser leur relation génétique ainsi que leur 

évolution, et de déterminer si l’acquisition de CTX-M-27 dans ces plasmides portant CTX-M-

15 pourrait être le résultat d’événements indépendants. Ces données pourraient contribuer à 

améliorer les connaissances sur l’évolution des E. coli  ST131 et des réplicons qui leur sont 

associés.  

Un deuxième plasmide de type IncF (F1:B20) a été identifié parmi 2 autres souches ST131 

appartenant au clade C1-M27. Dans la littérature, un plasmide F1:A2:B20 est fortement 

associé aux isolats du clade C1-M-27
114

. A notre connaissance, des réplicons F1:B20, sans 

FIA, ont été signalés sur la base de données pMLST (https://pubmlst.org/plasmid), mais leur 

description dans la littérature reste très sommaire. 

Enfin, une autre information importante obtenue lors de cette étude a été la mise en évidence 

d’une souche de K. pneumoniae de séquence type ST147 possèdant la carbapénémase NDM-1 

chez une patiente de la communauté en Tunisie. Un rapport récent a indiqué la présence de K. 

pneumoniae ST147 productrice de NDM-1 chez un patient hospitalisé à l’hôpital Sahloul, 

Sousse (Tunisie) 
82,84

. Mais, à notre connaissance, c’est la première description d’une telle 

souche dans la communauté tunisienne (cette information a été soumise au Journal of Global 

Antimicrobial Resistance sous le N° D-19-00908 et sous le titre : ‘’First description of NDM-

1 positive Klebsiella pneumoniae  in the Tunisian community’’).  

Conclusion  

Nous rapportons, pour la première, fois la présence de CTX-M-15 et de M-27 dans 2 ST 

différentes d'E. coli , y compris ST131 qui est une lignée virulente et prédominante parmi les 

E. coli  extra-instestinaux et qui joue un rôle majeur dans la diffusion mondiale des BSLE 

CTX-M. 

Nous décrivons aussi pour la première fois, la présence du clone ST147 de K. pneumoniae 

producteur de NDM-1 dans la communauté tunisienne.  

Il est urgent de surveiller ces clones émergents multi-résistants aux antibiotiques et de mettre 

en œuvre des programmes préventifs visant à limiter leur diffusion. 
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Sir,  

Multidrug-resistant bacteria especially carbapenemase-producing Enterobacteriaceae are a 

major public health threat worldwide. As part of a collaborative monitoring program, our 

laboratory at the University of Bordeaux has received a collection of multi-drug resistant 

strains in order to further characterize their ß-lactamase content. They were sent from private 

laboratories of Tunisia and were collected from community patients suffering from urinary 

tract infections. 

In this context, a multidrug resistant isolate 18TA has been collected in January 2018 in Sfax 

region, from urine of a 45-year old female with no previous hospitalization during the 

preceding month and no recent foreign travel prior to strain isolation.  

The strain 18TA had been firstly classified as Enterobacter spp. by biochemical tests (API 

10S gallery). After control by Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-Time-Of-

Flight/Mass Spectrometry (MALDI-TOF/MS, Brüker Daltonics), and confirmation by PCR 

amplification and sequencing of rDNA 16S, 18TA was re-identified as Klebsiella pneumoniae 

. Using the Multilocus Sequence Typing analysis 

(http://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html), 18TA belonged to the sequence type, 

ST147.  

Antimicrobial susceptibility testing using 32 antibiotics was determined by the agar disk 

diffusion method on Mueller-Hinton (MH) agar plates (Bio-Rad) according to the 

recommendations of the European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 

(https://www.sfm-microbiologie.org/2019/01/07/casfm-eucast-2019/). The strain 18A 

exhibited decreased susceptibilities to all tested ß-lactams (amoxicillin, amoxicillin-

clavulanate, ticarcillin, ticarcillin-clavulanate, piperacillin, piperacillin-tazobactam, 

temocillin, cephalexin, mecillinam, cefoxitin, cefuroxime, ceftazidime, cefotaxime, 

ceftriaxone, cefepim, aztreonam), including the carbapenems with a diameter to imipenem, 

ertapenem and meropenem of 19, 16 and 14 mm, respectively. The imipenem-EDTA 

combined disk diffusion test revealed to be positive since the inhibition zone increased by ≥7 

mm with the imipenem-EDTA disk compared to the imipenem disk alone, suggesting the 

presence of a metallo-carbapenemase 
115

. Furthermore, the double-disk synergy test (between 

amoxicillin-clavulanate and broad-spectrum cephalosporins) showed the presence of an 

extended-spectrum ß-lactamase (ESBL) phenotype. This strain carried other multiple 

antibiotic resistances which therefore limited the therapeutic options, ie. resistant to 

http://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html
https://www.sfm-microbiologie.org/2019/01/07/casfm-eucast-2019/
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aminoglycosides (gentamicin, tobramycin, and netilmicin), quinolones and fluoroquinolones 

(nalidixic acid, ciprofloxacin and ofloxacin), sulfamethoxazole/trimethoprim and 

trimethoprim, fosfomycin and nitrofurantoïn. The transferability of the carbapenemase-

encoding gene was studied by conjugation assays using an azide-resistant mutant of 

Escherichia coli  C600 as recipient strain. The selection was performed on MH agar plates 

supplemented with sodium azide (300 mg/l) and either ampicillin (100 mg/l) or ertapenem (4 

mg/l). A transconjugant (Tc-18TA) was selected which contained all resistances listed above, 

except the resistances to quinolones/fluoroquinolones, fosfomycin and nitrofurantoin. After 

extraction, total DNA of 18TA and Tc-18TA were screened using different multiplex PCR 

amplifications for TEM-, SHV- and OXA-1-like enzymes, groups -1, -2, -9, -18, -25 CTX-M 

ß-lactamases and for carbapenemase genes (OXA-48-like, KPC, GES, VIM, IMP, NDM), as 

described elsewhere 
116

. In both 18TA and its transconjugant, the results showed the presence 

of 4 ß-lactamases: TEM-like and OXA-1-like, CTX-M ESBL belonging to group 1 and NDM 

carbapenemase. After amplification and sequencing of the entire genes, the results confirmed 

the co- presence of TEM-1, OXA-1, CTX-M-15 and NDM-1 ß-lactamases in the host cell 

background. A SHV gene was found in 18TA but not in Tc-18TA and it was attributed to the 

chromosomally encoded species-specific enzyme of K. pneumoniae. 

K. pneumoniae-NDM-1 positive strains have been previously described in Tunisia, but from 

hospitalized patients 
115–119

. This report is the first description of K. pneumoniae carrying the 

carbapenemase NDM-1 in the Tunisian community setting. It confirms that NDM-1 and in 

particular the ST147 K. pneumoniae-NDM-1 positive clone has become endemic in this 

country 
119

. Thus implementation of adequate infection control measures and uninterrupted 

active surveillance programs both hospital and community settings are crucial to prevent the 

introduction and dissemination of NDM-type enzymes in this region. 
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Chapitre 2 : Analyse de la résistance à la colistine d’une 

souche d’Enterobacter hormaechei  subsp steigerwaltii : 

comparaison avec une souche de K. pneumoniae délétée 

pour le gène mgrB  

 

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE  

Introduction  

Depuis une décennie, l’augmentation de bactéries pan-résistantes a conduit à la réutilisation 

d’antibiotiques anciens, comme les polymyxines [polymyxine B et polymyxine E (colistine)]. 

La colistine est un lipopeptide cyclique polycationique qui désorganise la membrane externe 

des bactéries à Gram négatif. En médecine humaine, la colistine avait été écartée des 

protocoles de soins depuis les années 1980, en raison de sa toxicité rénale. Elle a été 

réintroduite et prescrite pour le traitement d’infections humaines sévères liées à des bactéries 

résistantes à toutes les autres options thérapeutiques. Elle est donc considérée comme l'un des 

antibiotiques de dernier recours pour le traitement des infections graves causées par des 

bactéries à Gram négatif multirésistantes aux antibiotiques (MDR), en particulier des 

bactéries telles que K. pneumoniae, A. baumannii et P. aeruginosa, résistantes aux 

carbapénèmes 
120

. 

En médecine vétérinaire, la colistine a été largement utilisée chez les animaux pour le 

traitement des infections gastro-intestinales à E. coli  et Salmonella enterica, en particulier 

chez les volailles et les porcs
121,122

. Elle avait aussi été utilisée comme facteur de croissance 

123
. L’utilisation excessive de la colistine, principalement en médecine vétérinaire, a conduit à 

une augmentation de la pression de sélection et à l’émergence des souches résistantes à la 

colistine chez les bacilles à Gram négatif.  
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XII. Les polymyxines  

La colistine ou polymyxine E est un peptide antimicrobien cationique appartenant à la famille 

des polymyxines. Elle a été isolée en 1947 d’une bactérie de l’environnement Paenibacillus 

polymyxa subsp. colistinus 
124

. La structure chimique des polymyxines est similaire à celle des 

peptides antimicrobiens cationiques (CAMP), tels que la défensine et la gramicidine. Les 

polymyxines sont constituées d’un heptapeptide cyclique possédant une chaîne latérale 

tripeptidique acylée à l'extrémité N-terminale par une chaîne d'acide gras. La colistine et la 

polymyxine B ne diffèrent que par un seul acide aminé dans le noyau peptidique, avec une 

phénylalanine dans la polymyxine B et une leucine dans la colistine en position 6 (figure 30). 

La polymyxine B est administrée directement en tant qu'antibiotique actif, alors que la 

colistine est administrée en tant que précurseur de médicament inactif, appelé colistiméthate 

qui est une prodrogue inactive et moins toxique partiellement hydrolysée in vivo en colistine. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 30. Structure de la colistine et polymyxine B
125

 

 

A. Mécanismes d’action des polymyxines  

La cible des polymyxines est la membrane externe des bactéries à Gram négatif qui possèdent 

sur sa face externe du LPS. Le LPS est constitué de lipide A et possède 2 résidus glucosamine 

liés à des acides gras et phosphorylés. Il est donc chargé négativement et ces charges 

négatives sont stabilisées par des cations divalents (Mg2+ et Ca2+). L’interaction 

électrostatique survenant entre les résidus α,γ-diaminobutyrique de la colistine chargée 
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positivement sur un côté et le LPS chargé négativement de l’autre côté, est résumé en 4 

étapes: 

Étape 1 : Les polymyxines ciblent la membrane externe des bactéries à Gram négatif.  

Étape 2 : Les polymyxines chargées positivement déplacent les cations divalents (Mg2+ et 

Ca2+). 

Étape 3 : Les polymyxines affaiblissent la stabilité de la membrane externe, entrainant une 

augmentation de la perméabilité membranaire, une fuite du matériel cellulaire et ainsi la lyse 

de la bactérie 

Étape 4 : Les polymyxines pénètrent dans la membrane interne et inhibent l'enzyme 

respiratoire NDH-2
126

 (figure 31).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31. Schéma illustrant le mode d’action présumé des polymyxines au niveau des 

membranes interne et externe des bactéries à Gram négatif. 

 

 

 

 

 

 



 
 

87 
 

B. Mécanismes de résistance de la colistine  

1. Résistances naturelles à la colistine   

Bacillus polymyxa est une espèce productrice des polymyxines. Elle produit naturellement 

une enzyme, la colistinase, pour l’hydrolyser, ce qui lui confère une résistance naturelle à la 

colistine.  

Au niveau de l’ordre des Enterobacterales, chez les Proteus mirabilis et Serratia marcescens, 

la résistance naturelle aux polymyxines est liée à l'expression constitutive de l'opéron 

arnBCADTEF et/ou du gène eptB, provoquant l’addition de groupements cationiques sur les 

phosphates du lipide A : phosphoéthanolamine (pEtN) et/ou de 4-amino-4-désoxy-L-

arabinose (L-Ara4N). Cette modification augmente la charge du LPS, qui est la cible initiale 

des polymyxines, et  donc diminue sa fixation, donnant lieu à la résistance intrinsèque de ces 

espèces
125

. 

2. Résistances acquises à la colistine chez les entérobactéries  

a) Résistances chromosomiques  

 

La résistance acquise aux polymyxines a été identifiée chez plusieurs genres 

d’Enterobacteriaceae, tels que Klebsiella, Escherichia, Enterobacter et Salmonella. Des 

mécanismes de résistance à la colistine ont été bien identifiés chez certaines espèces 

bactériennes, comme K. pneumoniae. Le plus courant est la modification du LPS par 

l’addition de groupements cationiques : phosphoéthanolamine (pEtN) et/ou 4-amino-4-

désoxy-L-arabinose (L-Ara4N). Un seul mécanisme transférable de résistance a été identifié 

jusqu’à présent : les gènes mcr.  

La plupart des mécanismes de résistance acquise sont des mutations chromosomiques. 

Plusieurs gènes sont impliqués directement ou indirectement dans l’addition de pEtN et de L-

Ara4N, tels que le gène pmrC et l’opéron pmrHFIJKLM, qui sont des gènes impliqués 

directement dans la modification du LPS (figure 32).  

La synthèse des groupements cationiques L-Ara4N et de pEtN est contrôlée par des systèmes 

de régulation à 2 composants (TCRS), tels que PmrA/PmrB et PhoP/PhoQ. D’autres TCRS 

interviennent dans la régulation des gènes impliqués dans la modification du LPS comme 

CrrA/CrrB (CrrAB) chez K. pneumoniae et ParR/ParS (ParRS) chez Pseudomonas 
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aeruginosa   etc… Les TCRS sont aussi les systèmes de défense pour la bactérie. Ils sont 

activés lorsqu’elle est phagocytée par des macrophages.  

D’autres gènes sont impliqués indirectement dans l’addition de L-Ara4N et de pEtN. Le gène 

mgrB qui code pour la protéine MgrB, intervient dans la régulation du système PhoP/PhoQ. 

Deux gènes connecteurs pmrD et crrC ont aussi été décrits chez K. pneumoniae. Le premier 

connecte les TCRS PmrAB et PhoPQ, et le deuxième connecte les systèmes CrrAB et PmrAB 

(figure 32).  

 

Figure 32. Voies de régulation des modifications du LPS chez K. pneumoniae
125

 

(1) Gènes impliqués dans la modification du LPS   

(a) Système à deux composants PhoP/PhoQ 

Les protéines PhoQ et PhoP ont été largement étudiées chez de nombreuses bactéries, y 

compris Salmonella typhimurium et E. coli . Le système PhoQ/PhoP est stimulé par des 

concentrations faibles en magnésium extracellulaire ou par la présence de certains peptides 

antimicrobiens cationiques. Dans ces conditions, il régule de nombreux gènes indispensables 

pour la croissance, ainsi que des gènes supplémentaires importants pour la virulence.  
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PhoQ est un senseur (ou capteur) qui possède une activité kinase qui répond aux stimuli 

extérieurs, en phosphorylant son partenaire PhoP. Une fois phosphorylé, PhoP-P agit comme 

un activateur de trancription qui va activer de nombreux gènes et opérons, en particulier 

l’opéron pmrHFJJKLM qui produit le groupement cationique L-Ara4N (figure 31)
127

. 

Plusieurs études ont montré que des mutations dans ce système à deux composants sont 

responsables de la résistance acquise à la colistine chez K. pneumoniae. L’activation 

constitutive de PhoP/PhoQ provoque une synthèse permanente de L-Ara4N et sa fixation sur 

le lipide A et une résistance à la colistine (Figure 33)
127

. 

(b) Gène mgrB  

MgrB est un régulateur du TCRS, PhoPQ. Il a été bien décrit chez K. pneumoniae. C’est une 

petite protéine transmembranaire régulatrice (47 acides aminés). La transcription de mgrB est 

activée après phosphorylation de PhoP (PhoP-P) et agit en augmentant la transcription du 

gène mgrB.  

MgrB intéragit avec le domaine périplasmique de PhoQ. Le senseur PhoQ est une protéine 

ayant 2 activités (kinase et phosphatase). La protéine MgrB régule négativement le système 

PhoPQ, en réprimant la phosphorylation de PhoP, probablement en inhibant l'activité de la 

kinase PhoQ et/ou en stimulant son activité phosphatase. MgrB permet un rétrocontrôle 

négatif (ou boucle de rétroaction) dans le circuit de signalisation PhoQ/PhoP 

MgrB est largement conservé entre plusieurs espèces d’entérobactéries
127

 ( figure 33) . 

Cependant, le gène mgrB n’a pas d’homologue chez Erwinia ou Pseudomonas, bien que les 

espèces de ces 2 genres possèdent phoP et phoQ
127

. 

 

Figure 33. Alignement de différents MgrB identifiés à partir de séquences génomiques 

de bactéries de l’ordre des Enterobacterales
127
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L’insertion d’éléments génétiques mobiles tels que les IS, des délétions, des mutations non-

sens et des substitutions (figure 34) dans le gène mgrB ont conduit à la résistance acquise à la 

colistine chez K. pneumoniae et E. aerogenes
125,128,129

.  

L’inactivation de mgrB conduit à une surexpression (« up-regulation ») du système PhoPQ 

qui produit en permanence PhoP-phosphorylé, qui augmente la transcription et donc 

l’activation de l’opéron pmrHFIJKLM, conduisant à la production de LAra4N responsable de 

la résistance acquise à la colistine 

 

 

Figure 34. Mutations chromosomiques dans le gène mgrB et les changements dans la 

protéine MgrB (47 acides aminés) responsables de la résistance acquise à la colistine  

(avec * : codon stop) 
125

 

 

La séquence en amont du gène mgrB est une région promotrice qui intervient dans la 

régulation de ce gène. Chez E. coli , il a été montré que cette région contient 2 ‘’box ‘’ qui 

sont des sites de fixation de PhoP-phosphorylé qui active la transcription du gène mgrB 
130

. 

(c) Système à deux composants PmrA/PmrB 

Les 2 gènes pmrA et pmrB sont activés par divers signaux environnementaux, notamment des 

cations trivalents (Fe+
3 

et Al+
3
) et un pH acide modéré, qui déclenchent l'autophosphorylation 

du domaine cytoplasmique du PmrB. Les systèmes à 2 composants PmrAB et PhoPQ sont 

aussi activés lorsque les bactéries sont phagocytées par les macrophages, permettant ainsi la 

survie des bactéries.
131

 

PmrB, aussi appelée BasS, est une protéine kinase senseur membranaire dont l’activité 

tyrosine kinase active PmrA, aussi appelée BasR. PmrA phosphorylé à son tour active la 

transcription des opérons pmrCAB et pmrHFIJKLM et du gène pmrE. L’activation du 

mgrB 
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système à 2 composants PmrA/PmrB est donc impliqué dans la modification du LPS par 

addition de pEtN et l-Ara4N
131

. 

Des mutations spécifiques dans les gènes pmrA et pmrB ont été décrites comme responsables 

de la résistance acquise à la colistine chez K. pneumoniae, E. aerogenes et Salmonella 

enterica ( Figure 35)
125,132–134

. 

(d) Le gène pmrC 

Le gène pmrC est l’un des gènes de l’opéron pmrCAB qui code non seulement pour PmrA et 

PmrB (voir paragraphe précédent), mais aussi la protéine PmrC. La protéine régulatrice PmrA 

phosphorylée active son propre opéron et aussi la transcription du gène pmrC, qui code pour 

une phosphotransférase qui ajoute le pEtN sur le LPS (figure 35)
125,131

.  

(e) L’opéron pmrHFIJKLM  

L'opéron pmrHFIJKLM (également appelé opéron arnBCADTEF ou pbgPE) code pour un 

total de 7 protéines. L'opéron pmrHFIJKLM est responsable de la synthèse du groupe l-

aminoarabinose (l-Ara4N) et de sa fixation sur le lipide A (Figure 35)
125

. 

(f) L’opéron CrrAB  

L’opéron CrrAB code pour un autre TCRS : la protéine régulatrice CrrA et la protéine senseur 

kinase CrrB. Il n’est pas présent chez toutes les souches de K. pneumoniae, et son rôle 

physiologique reste encore inconnu. Cependant plusieurs mutations qui inactivent le gène 

crrB sont impliquées dans l’acquisition de la résistance à la colistine. Elles conduitent à une 

activation constitutive de l’opéron pmrAB par l’intermédiaire d’un connecteur CrrC, 

entraînant l'activation de l'opéron pmrHFIJKLM et des gènes pmrC et pmrE, entraînant par 

conséquent la production de l-Ara4N et de pEtN responsables de l'acquisition de la résistance 

à la colistine
135

 (figure 35). 
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Figure 35. Régulation des gènes impliqués dans la résistance à la colistine chez les 

entérobactéries comme E. coli  (A) et K. pneumoniae (B)
136

. 

 

(g) Gènes connecteurs des systèmes à deux composants 

(h) Le gène pmrD 

PmrD est une protéine connecteur qui relie les systèmes à deux composants PhoP/PhoQ et 

PmrA/PmrB chez S. enterica, E. coli , K. pneumoniae (figure 36). A une faible concentration 

de Mg
2+

, la trancription de PmrD est activée par PhoP-phosphorylé. La protéine PmrD se lie à 

la protéine régulatrice PmrA phosphorylée (PmrA-P) pour la protéger de la déphosphorylation 

par la protéine PmrB, et ainsi maintient PmrA-P active.
137,138

 

D’autres résultats suggèrent qu’il existerait une deuxième voie d’activation de pmrD en 

absence de son principal activateur de transcription, PhoP-P. Ceci souligne l’importance des 
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modifications du lipide A par pEtN et LAra4N à de faibles concentrations de Mg
2+

 et la 

nécessité du maintient PmrD pour leur addition au lipide A
137

. 

 

Figure 36. Modèle de régulation croisée entre PhoPQ et PmrAB médiée par PmrD 

Le capteur à membrane interne PhoQ est activé par de faibles concentrations en Mg
2+

 ou des 

peptides antimicrobiens cationiques (CAMP) dans le périplasme. Il s'autophosphoryle puis 

active le régulateur de la réponse cytosolique, PhoP, qui augmente la transcription du gène 

pmrD. La protéine PmrD se lie à PmrA-phosphorylé, un régulateur de réponse associé au 

capteur PmrB. PmrD inhibe mécaniquement la déphosphorylation de PmrA par PmrB, 

permettant la transcription continue de gènes dépendants de PmrA, y compris eptA et arnT. 

En fin de compte, PmrD promeut l’addition de pEtN et de L-Ara4N au lipide A dans des 

conditions d'activation de PhoPQ, conduisant à une résistance aux polymyxines. Des résultats 

suggèrent l’implication d’un deuxième système (point d'interrogation) capable d'activer PmrD 

dans un double mutant phoPQ d'E. coli 
137

. 

(i) Le gène crrC 

Le gène crrC a été trouvé chez de nombreuses bactéries à Gram négatif, telles que E. coli , 

Klebsiella oxytoca, Klebsiella variicola, Enterobacter cloacae spp. et Shigella flexneri. Les 

protéines CrrC, chez ces bactéries, partagent au moins 45% d’homologie de la séquence 

d'acides aminés. Cependant, la fonction de CrrC reste inconnue chez ces bactéries. Le gène 

crrC permettrait à une connexion indirecte entre les 2 systèmes à deux composants CrrAB et 
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PmrAB chez K. pneumoniae. Le système à 2 composants CrrAB activerait le système à 2 

composants PmrAB par l’intermédiaire du gène crrC 
135

 (figure 37 ). 

 

Figure 37. Modèle de résistance à la colistine induite par CrrC chez K. pneumoniae
135

 

(2) Autres mécanismes impliqués dans la résistance à la colistine  

(a) Pompes d’efflux 

Le rôle des pompes d’efflux est encore peu connu dans la résistance à la colistine. Cependant 

quelques études ont montré leur implication dans la résistance à la polymyxine E chez K. 

pneumoniae. Des mutations ont été observées dans des pompes d’efflux MDR, telles que 

AcrAB et KpnEF, qui diminuent la CMI à la colistine chez cette espèce 
139–141

. Dans une 

étude, les auteurs
142

 ont montré que l’ajout d’inhibiteurs de pompes dépendant du gradient de 

protons comme le carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone (CCCP) à faible dose au milieu 

de culture pouvait diminuer de manière significative les CMI des souches résistantes à la 

colistine et inhiber partiellement ou totalement la recroissance d’une sous-population 

résistante à la colistine. Le CCCP peut supprimer et inverser la résistance à la colistine chez 

d’autres bactéries à Gram négatif MDR, comme A. baumannii et Stenotrophomonas 

maltophilia
142

.  
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(b) Rôle de la capsule dans la résistance à la polymyxine 

Il a également été observé que les polysaccharides capsulaires (CPS) jouent un rôle direct 

dans la résistance aux peptides antimicrobiens, y compris les polymyxines B et E, en 

réduisant leurs interactions avec la membrane externe de la bactérie, principalement par la 

régulation positive des gènes de biosynthèse capsulaire. Chez K. pneumoniae, une 

augmentation de la production des CPS à sa surface est capable de piéger ou de lier les 

polymyxines, réduisant ainsi leur quantité à la surface de la bactérie, entraînant une résistance 

accrue à ces antibiotiques
143,144

. Cependant, le rôle de la capsule dans l’acquisition de la 

résistance à la polymyxine reste en discussion, car d’autres études ont montré que la capsule 

ne contribuerait pas à la résistance aux peptides antimicrobiens, y compris la polymyxine B 

145,146
. 

D’autres études ont montré que le gène ugd joue un double rôle dans les biosynthèses des 

CPS et de L-Ara4N, rendant E. coli  résistante aux peptides antimicrobiens cationiques
147

. 

(c) Implication des porines 

Chez Salmonella enterica, il a été montré que le gène ydeI est régulé par les 2 systèmes 

PhoP/PhoQ et PmrA/PmrB, qui confèrent comme discuté précédemment une résistance aux 

peptides antimicrobiens cationiques en modifiant le LPS. YdeI et YgiW se localisent dans le 

périplasme où ils pourraient interagir respectivement avec les porines OmpD et OmpF pour 

augmenter la résistance bactérienne aux peptides antimicrobiens
148

. 

(d) Autres modifications de LPS 

D’autres autres gènes, tels que le gène lpxM, ont été décrits comme impliqués dans la 

résistance à la colistine chez K. pneumoniae. LpxM est responsable de la modification du LPS 

par acétylation et par conséquent des mutations dans ce gène conduisent à une acquisition de 

la résistance à la colistine
149

. Le gène yciM intervient aussi dans la régulation de la synthèse 

du LPS chez K. pneumoniae. Des mutations dans ce gène conduisent à une résistance à la 

colistine, probablement par une augmentation de la production du LPS
149

. 

b) Résistance plasmidique à la colistine  

Jusqu’à la fin 2015, la résistance à la colistine était uniquement associée à des changements 

au niveau de gènes ou de régions régulatrices localisés sur le chromosome bactérien
139,150

. A 

cette date, un gène de résistance à la colistine, appelé mcr-1, a été décrit pour la première fois 

sur un plasmide conjugatif de la bactérie E. coli 
151

. Cette souche avait été isolée en avril 
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2011, chez des animaux d’élévage en Chine
151

. La présence de résistance à la colistine sur des 

éléments génétiques mobiles présente un risque important pour la santé publique car ceux-ci 

peuvent se propager rapidement par transferts horizontaux. Depuis, Mcr-1 a été identifié dans 

de nombreux pays des 5 continents et chez plusieurs entérobactéries : E. coli , K. pneumoniae, 

Enterobacter spp, Salmonella spp, Shigella…, isolées chez l’animal, l’environnement, 

l’homme et dans l’alimentation (figure 38). La distribution actuelle de mcr-1 indique une 

possible émergence à partir du bétail en Chine 
152

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 38. Distribution chez les entérobactéries du gène mcr-1 identifié chez l'homme 

et/ou l'animal 
125

. 

 

Le premier évènement de mobilisation de mcr-1 s’est probablement effectué vers 2006 à 

l’aide du transposon composite : ISApl1-mcr-1-orf-ISApl1
153,154

. Le transposon a ensuite été 

mobilisé sur différents plasmides qui ont ensuite évolués par perte d’un ou des éléments 

ISApl1 flanquants. À ce jour, le gène mcr-1 est observé sur une grande variété de plasmides, 

dont IncI2, IncHI2 et IncX4 
155

. De manière significative, il est associé à d'autres gènes de 

résistance aux antimicrobiens, tels que les gènes de carbapénémases
156,157

et de β-lactamases à 

spectre étendu
158,159

.   
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A ce jour, d’autres gènes mcr ont été observés, mais leur origine serait différente : mcr-1 

provient probablement d'une espèce de Moraxella
160

 tandis qu’une autre espèce de Moraxella, 

Moraxella pluranimalium, serait le progéniteur probable de mcr-2
161

. Le gène mcr-3 

proviendrait des Aeromonas spp.
162,163

 tandis que l’origine de gène mcr-4 serait des bactéries 

du milieu aquatique du genre, Shewanella spp.
164

. Les origines des gènes mcr (mcr-5 à -8) 

restent encore inconnus.  

Récemment, un nouveau gène mcr-9 a été identifié chez S. enterica sérotype Typhimurium, 

sensible à la colistine, isolé chez un patient américain en 2010
165

. Ce gène mcr-9 a aussi été 

identifié dans une souche d'E. coli  résistante à la colistine et a révélé une fonction similaire à 

celle de mcr-1, en ajoutant un groupe phosphoéthanolamine au lipide A
99

. Cette protéine Mcr-

9 partage de 33% à 65% d'identité avec les autres enzymes de type Mcr plasmidique (Mcr-1 à 

-8) identifiées chez les Enterobacteriaceae (figure 39). 

 

Figure 39. Arbre phylogénétique obtenu pour les phosphoéthanolamines transférases de 

type Mcr identifiées par la méthode de la distance en utilisant l'algorithme Neighbor-

Joining (logiciel SeaView, version 4)
99

 

 

Mcr-9 partage une identité de 84% avec un gène chromosomique de Buttiauxella gaviniae. Ce 

gène n’était ni exprimé, ni inductible chez son hôte d’origine qui est sensible aux 

polymyxines
99

.  

Ainsi, les gènes mcr peuvent circuler sous forme silencieuse, restant non détectés à moins 

d’être induits par la colistine. Ces résistances plasmidiques suggèrent la possibilité 

d’acquisition et de diffusion rapide de la résistance à la colistine. 
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La forte prévalence d’isolats d’E. coli  producteurs de mcr, en particulier mcr-1 chez les 

animaux, peut s’expliquer par l’utilisation importante de la colistine en médecine 

vétérinaire
121,166

. Chez l'homme, la prévalence des souches productrices de mcr semble être 

plus limitée, car de nombreuses études rapportent une faible prévalence du gène mcr-1 chez 

les Enterobacteriaceae d’origine clinique
125,167

. D'autre part, la prévalence des gènes mcr-2 à 

-9 chez l’homme reste encore inconnue, même s’il y a quelques rapports concernent 

principalement les isolats d’animaux. 
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3. L’hétérorésistance à la colistine chez les entérobactéries  

XIII. Définition et mécanisme d’hétérorésistance à la colistine 

L’hétérorésistance à la colistine est définie lorsqu'une sous-population de la bactérie montre 

une résistance à cet antibiotique alors que le reste de la population y est sensible. Ainsi, 

l’ensemble de la population bactérienne ne réagit de la même façon, à la colistine 
168

. 

Cette hétérorésistance peut être détectée en utilisant des tests in vitro classiques de 

détermination de la sensibilité aux antibiotiques 
169

, tels que l’utilisation d’E-test, ou après 

visualisation de puits manquants sur une gamme de CMI déterminée par la micro-méthode en 

milieu liquide
170

. Un arbre décisionnel pour la détermination de l'hétérorésistance et de ces 

critères d'interprétation sont présentés sur la figure 40
171

. 

 

Figure 40. Détermination de l'hétérorésistance et les critères d'interprétation
171
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Des mutations dans le systhème phoP/Q ont été associées non seulement à la résistance à la 

colistine chez K. pneumoniae, mais aussi à l’hétérorésistance , conduisant à des échecs 

thérapeutiques par colistine chez les souris traitées
172

. D’autres études ont montré que 

l’hyperexpression du système d’efflux acrAB-TolC, qui était induite par le régulon SoxRS, 

était associée à l’hétérorésistance à la colistine chez Enterobacter asburiae and Enterobacter 

cloacae
173

.  

Jusqu’à récemment, peu de travaux avaient été décrits sur l’hétérorésistance chez les 

Enterobacter spp. Comme indiqué dans le chapitre 1, le complexe Enterobacter cloacae 

(ECC) est composé de 13 clusters (désignés C-I à C-XIII). Certains clusters : I, II, IV, VII, 

IX, X, XI et XII présentent un phénotype d’hétérorésistance naturelle à la colistine.
170

  

Très récemment, une étude a montré que l’expression de l’opéron pmrHFIJKLM, sous la 

régulation du système PhoP/PhoQ, et de façon indépendante au système PmrAB, était 

responsable de l’hétérorésistance naturelle chez une souche de complexe XI, d’E. cloacae 

sous espèce cloacae 
170

. Une autre étude récente a montré qu’une petite protéine codée par le 

gène ecr, Ecr de localisation membranaire, représente un nouveau mécanisme 

d'hétérorésistance à la colistine chez la souche WCHECl-1060 d’Enterobacter, appartenant à 

une nouvelle espèce proche d’Enterobacter roggenkampii 
172

. Ces auteurs ont montré que les 

gènes phoP, dedA(Ecl) et tolC étaient nécéssaires pour l’hétérorésistance à la colistine chez 

cette espèce d’Enterobacter et qu’en présence d’Ecr, l’expression de phoP et donc de 

l’opéron arnBCADTEF, étaient significativement augmentées
174

 (figure 41). 

 

Figure 41. Mécanisme d’hétérorésistance à la colistine médié par Ecr chez une souche 

d’Enterobacter spp 
174
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OBJECTIF DU CHAPITRE 2  

L’augmentation de la résistance chromosomique, ainsi que la dissémination mondiale de la 

résistance plasmidique à la colistine nécessite une surveillance. Chez les entérobactéries, la 

plupart des études sur la résistance à la colistine ont été décrites chez K. pneumoniae, 

Salmonella spp. et E. coli . Jusqu’à récemment, peu de travaux avaient été publiés sur la 

résistance à la colistine chez les Enterobacter spp.  

L’objectif de cette étude a été de sélectionner un mutant, Eh22Mut (CMI, 32 mg/l), à partir de 

la souche multirésistante non hétérorésistante, d’E. hormaechei steigerwaltii (cluster VIII), 

Eh22, étudiée précédemment (chapitre 1). Cette souche a été renommée ici, Eh22wt (wt, pour 

wild-type), car elle est sensible à la colistine (CMI, 0,125 mg/l). L’analyse du mécanisme de 

sa résistance à la colistine a conduit à montrer la présence d’une mutation dans le gène mgrB. 

Nous avons complémenté cette souche avec le gène mgrB sauvage, en comparant avec des 

expériences similaires chez K. pneumoniae. 

Des expériences préliminaires ont été initiées pour étudier la zone promotrice en amont de 

mgrB chez ces 2 espèces et d’élucider son impact sur la résistance à la colistine. 

Par ailleurs, à notre connaissance, plusieurs rapports décrivent le mécanisme 

d’hétérorésistance chez Enterobacter spp., sans spécifier une concentration de colistine seuil 

qui déclencherait ce mécanisme
175,176

. En revanche, ces concentrations sont indiquées pour 

l'hétérorésistance chez A. baumannii, où l’apparition de ces sous-populations serait 

déclenchée entre 3 à 10 µg/ml de colistine, tandis que les CMI des souches testées variaient 

de 0,25 à 2 mg/l 
177

. En utilisant des souches hérérorésistantes décrites dans la littérature par 

Guerin et al. 
170

, nous avons essayé de mettre en évidence si une telle concentration seuil 

pouvait être mise en évidence.   
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Matériels et méthodes  

XIV. Matériel  

A. Souches utilisées dans cette étude 

Une souche non hétérorésistante à la colistine d’E. hormaechei steigerwaltii, de cluster VIII, 

nommée Eh22wt (wild-type car sensible à la colistine), a été utilisée dans cette étude. Elle 

provient d’un patient de la communauté (Djerba, Tunisie). Elle a été identifiée par différentes 

méthodes, incluant la technique de MALDI-TOF et le séquençage du rDNA 16S. 

L'appartenance à un cluster a été déterminée par séquençage partiel d’un fragment de 273 

nucléotides du gène de ménage, hsp60 (Heat-shock Protein-60)
13,170

. Cette souche Eh22wt, 

était multirésistante aux antibiotiques, en raison de la présence d'un plasmide IncHI2 

conjugatif portant différents gènes de ß-lactamases incluant, blaCTX-M-3, blaSHV-12, blaDHA-1 et 

d'autres gènes résistants aux antibiotiques, comme le gène qnrB4 (voir partie 1). Récemment, 

le gène mcr-9 a été identifié dans cette souche. Il ne s’exprime pas, probablement en raison 

d’un promoteur faible.  

Deux souches de K. pneumoniae résistantes aux carbapénèmes par production de la 

carbapénèmase NDM-1 ont aussi été incluses dans l’étude. Elles ont été isolées chez une 

même patiente à 2 mois d’intervalle. Elles sont clonales comme démontrée lors d’une étude 

précédente, avec un pulsoptype similaire et une même séquence type, ST15
178

. La première 

souche Kp5196 est sensible à la colistine et la deuxième, Kp5241 était en plus résistante à la 

colistine  

Une souche d’E. coli  DH5α (ThermoFisher) a été utilisée pour les expériences de clonage du 

gène mgrB.  

Pour l’étude de la concentration seuil en colistine déclenchant l’hétérorésistance chez ECC, 

une collection de 11 isolats d’origine clinique de complexe E. cloacae non apparentés 

provenant de plusieurs hôpitaux français a été inclus dans l’étude (don du Dr. Guerin et 

publiées précédemment
170

). La souche Eh22wt a aussi été incluse dans cette partie de l’étude.  

Une souche d’E. coli  ATCC 25922 a été utilisée comme souche témoin lors de la 

détermination des CMI à la colistine. 
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B. Plasmides vecteurs utilisés 

Pour la complémentation avec le gène mgrB, le plasmide pB a été utilisé. Il est constitué du 

vecteur pBR322 de 4,4kpb (New England Biolabs), plasmide à faible nombre de copies (~ 15-

20 copies par cellule), qui porte un gène de résistance à la tétracycline. Le plasmide pB porte 

aussi un gène de résistance au triclosan, gène mfabI, qui a été inséré entre les sites de 

restriction ScaI et PvuI du vecteur pBR322, inactivant le gène de la ß-lactamase, blaTEM-1
179

. 

Il est utilisé pour les expériences de transformation/complémentation des bactéries E. coli  et 

Eh22. Une concentration de 4 mg/l et 0,5 mg/l de triclosan est utilisée pour la sélection et la 

maintenance du plasmide, respectivement.  

Le plasmide pGEM-T Easy
TM

 (Promega) a été utilisé pour sous-cloner les produits de PCR et 

réaliser les étapes de mutagénèse, avant de les transférer après vérification par séquençage, 

dans le site EcoRI, du plasmide pB. 

XV. Méthodes de bactériologie et biologie moléculaire   

A. Sélection de mutants par le test de PAP (Population Analysis Profil) 

Comme décrit par Guérin et al. (2016)
170

, l'analyse du profil de population (PAP) a été 

réalisée en étalant un inoculum élevé (~ 10
10

 cfu) sur milieux gélosés Luria Bertani (LB 

Lennox Agar) contenant de 2 jusqu’à 32 mg/l de colistine (gamme de multiple de 2).  

Pour déterminer le seuil de déclenchement de l’hétérorésistance  chez les 11 souches ECC de 

différents clusters 
171

, des concentrations (de multiple de 2) allant de 0,25 à 64 mg/l de 

colistine ont été utisées selon le schéma de la figure 42. Le test de PAP a été réalisé 3 fois 

pour chaque souche.  

 

Figure 42. Sélection de mutants par le test de PAP (Population Analysis Profil) 
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B. Détermination de la résistance à la colistine 

La détermination des CMI de la colistine des souches et des mutants a été réalisée selon la 

méthode standard de micro-dilution en milieu liquide Mueller-Hinton ajusté en cations 

divalents (MH-CA, Bio-Rad), selon les recommandations du Comité de l’Antibiogramme de 

la Société Française de Microbiologie, CA-SFM (http://www.sfm-microbiologie.org). Les 

CMI de chaque souche ont été réalisées au moins 3 fois lors d’expériences indépendantes. Les 

CMI de la colistine ont été interprétées selon les normes du CA-SFM (2019) : les isolats ayant 

une CMI de colistine inférieure ou égale à 2 µg/ml sont classés comme sensibles, alors que 

ceux dont la CMI était supérieure à 2 µg/ml sont catégorisés résistants.  

Pour les souches hétérorésistantes, des ‘’sauts de puits’’ ont été visualisées par la technique de 

micro-dilution en milieu liquide MH-CA. Les bandelettes d’E-test de colistine (E-test, 

bioMérieux), ont été utilisées pour déterminer la CMI et/ou pour visualiser le phénotype 

d’hétérorésistance à la colistine. Le E-test est une technique de diffusion en milieu gélosé 

MH-CA permettant de mesurer la CMI : une zone d’inhibition en ellipse de la croissance 

bactérienne se forme autour de la bandelette. La CMI correspond à la valeur lue à 

l’intersection de la culture bactérienne et de la bandelette. L’hétérorésistance est révélée par la 

présence de colonies ‘’squatteuses’’ dans la zone d’inhibition. 

C. Amplification par PCR et séquençage  

Des amplifications par PCR des gènes pmrA, pmrB, phoP, phoQ et mgrB ont été réalisées à 

partir d’ADN obtenu après ébullition de lysats des souches d’E. hormaechei steigerwaltii 

(Eh22) de phénotype sauvage et muté, ainsi des 2 souches K. pneumoniae et sur les souches 

d’ECC fournies par le Dr Guerin
170

 .  

Les amplifications ont été effectuées avec des oligonucléotides spécifiques (Tableau 9). Les 

fragments d'ADN amplifiés ont été purifiés à l'aide de colonnes Microspin Sephacryl S-400 

(Amersham Biosciences). Le séquençage a été réalisé par la méthode de Sanger par la société 

Eurofins Genomics. Les séquences nucléotidiques ont été analysées sur le site Web du NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) par le programme BLAST (Basic Local Alignment Search 

Tool). 

  

http://www.sfm-microbiologie.org/
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Tableau 9. Liste des amorces utilisées pour tester la résistance à la colistine  

Nom  Séquences  Gènes  

mgrB_EclF 

mgrB_EclR 

CCGAATTCAGTAACTCACC  

ACGCAGTGAAACAAGTGC 

mgrB (E. cloacae complexe) 

phoQ_Ecl_F 

phoQ_Ecl_R 

GGCCAAAAATGACTTCCAT 

CGAATTACGCTAAATGAAAGG 

phoQ (E. cloacae complexe) 

phoP_Ecl_F 

phoP_Ecl_R 

GGCGCAATATCCCTTTCAT  

CTATTCATACCATTTATAAAG 

phoP (E. cloacae complexe) 

   

pmrA_EclF  

pmrA_EclR    

TGGCATTCGTGCAGTATCTTTCC 

AACCATTAATCGCCGCGC 

pmrA (E. cloacae complexe) 

pmrB_EclF   

pmrB_EclR    

TACTCCTGGCAGGACGATCC  

ACGACGACTGGGATGAAGAC 

pmrB (E. cloacae complexe) 

 

KpmgrB-112_S 

KpmgrB+87_AS 

KpmgrB-257_S 

KpmgrB+249_AS 

KpEE_mgrB_F   

KpEE_mgrB_R 

ACGTTTTGAAACAAGTCGATGAT 

AGTAACTCACTCATTTCACCA 

ACGTTTTCCTCACTGTGG 

GCGCATTCTGCCGCTT 

GGCTATGGCGAGGATAATGAG 

GCTGTGATGTAAGCGTCTGGTG 

mgrB (K. pneumoniae) 

   

pmrA ext F 

pmrA ext R 

CAT TTC CGC GCA CTG TCT GC 

CAG CTT TCA GTT GCA AAC AG 

pmrA (K. pneumoniae) 

pmrB ext F 

pmrB ext R 

ACC TAC GCG AAA AGA TTG GC 

GAT GAG GAT AGC GCC CAT GC 

pmrB (K. pneumoniae) 

phoP ext F 

phoP ext R 

GAG CTT CAG ACT ACT ATC GA 

GGG AAG ATA TGC CGC AAC AG 

phoP (K. pneumoniae)) 

phoQ ext F 

phoQ ext R 

ATA CCC ACA GGA CGT CAT CA 

CAG GTG TCT GAC AGG GAT TA 

phoQ (K. pneumoniae)) 

  

D. Purification des plasmides 

Les plasmides ont été extraits et purifiés à l’aide du Nucleospin plasmid kit conformément 

aux recommandations du fournisseur (Malcherey-Nagel). La quantité et qualité de l’extraction 

plasmidique a été dosée par nanodrop et après électrophorèse sur gel d’agarose à 0,9%.  
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E. Réalisation de mutants de délétion  

Des mutants de délétion de l’une ou des 2 séquences directement répétées (ou DR pour, 

"Direct Repeats"), localisées dans la région en amont des gènes mgrB des souches d’E. 

hormaechei steigerwaltii et de K. pneumoniae, sensibles à la colistine ont été réalisés. Les 

plasmides pG (pG, pour pGEM-T Easy
TM

) contenant soit le gène mgrB sauvage d’E. 

hormaechei, Eh22wt (plasmide pG-Ehwt), soit le gène mgrB sauvage de la souche K. 

pneumoniae Kp5196 (plasmide pG-Kpwt) ont été utilisés comme matrice. Des délétions soit 

de la séquence DR1 ou soit de la séquence DR2, ont été effectuées en une seule étape avec 

des amorces spécifiques pour chaque souche (Eh et Kp5196) (Tableau 11) 

 Le double mutant DR1/DR2 a été réalisé avec les amorces delDR2 en utilisant le simple 

mutant pG-mgrB délété pour DR1 (pG-EhDR1) comme matrice. Les différentes délétions 

ont été réalisées à l'aide de la Pfu Turbo (1 unité/mélange réactionnel) et selon les 

recommandantions du fournisseur (Agilent). Un total de 19 cycles a été effectué, avec des 

étapes de dénaturation à 95°C pendant 30sec, des étapes d’hybridation des amorces entre 52° 

et 55°C pendant 30 sec et des étapes d’extension/polymérisation à 68°C pendant 7 minutes. 

Une étape terminale d’extension de 10 minutes à 68°C a été réalisée. Le mélange réactionnel 

a ensuite été traité avec 5 unités de DpnI (Promega) 60 min à 37°C pour éliminer la matrice.  

F. Transformation dans la bactérie E. coli  DH5 alpha  

Les produits de PCR des gènes mgrB obtenus après ligation dans le plasmide pGEM-T 

Easy
TM

, ainsi que les différentes constructions obtenues après mutagénèse (voir paragraphe 

précédent), ont été utilisées pour transformer des bactéries E. coli  DH5 alpha 

chimiocompétentes par une méthode thermique (42°C pendant 90 sec). La préparation des 

cellules chimiocompétentes d’E. coli , a été la même que celle décrite plus loin pour les 

souches d’E. hormaechei steigerwaltii. La sélection des plasmides recombinants effectués à 

partir du plasmide pGEM-T Easy
TM

 a été réalisée sur un milieu gélosé LB (concentré 2x, 

LB2x), additionnée d’ampicilline à 100 mg/l.  

Après vérification des constructions par séquençage en utilisant l’amorce universelle SP6 

(voir séquence du vecteur pGEM-T Easy
TM

, Promega), les gènes mgrB et mgrB délétés en 

amont (DR1, DR2 et DR1/DR2) ont été digérés par l’enzyme EcoRI qui permet de 

ressortir les gènes du vecteur. Puis après une étape d'extraction et de purification à partir de 

gel d'agarose (kit d'extraction de gel Macherey-Nagel, voir matériel et méthode du chapitre 1), 

ils ont été insérés et ligués dans le site unique EcoRI du plasmide pB (conférant la résistance 
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au triclosan et à la tétracycline) linéarisé et déphosphorylé. Après transformation de la 

bactérie E. coli  DH5 alpha et sélection sur milieu gélosé LB contenant de la tétracycline à 15 

µg/ml, les plasmides ont été extraits et vérifiés (digestion par EcoRI et électrophorèse en gel 

d’agarose et après séquençage en utilisant les amorces Tetra-161_S ou tetra + 

95_AS)(Tableau 11). 

G. Préparation de cellules chimiocompétentes E. cloacae  

Les bactéries ont été cultivées à 37°C, avec agitation jusqu’à une densité optique (DO) de 0,5 

à 600 nm. Après centrifugation (15 min à 8000 g), les cellules contenues dans le culot ont été 

resuspendues dans un tampon RF1 (Tableau 10) et maintenues pendant 20 min à une 

température de 4°C avant d’être de nouveau centrifugées et resuspendues dans un tampon 

RF2 (Tableau 9).  

Tableau 10. Tampons pour préparer les cellules chimiocompétentes 

H. Préparations de cellules électrocompétentes de K. pneumoniae   

Une culture bactérienne de K. pneumoniae a été incubée à 37°C sous agitation, jusqu'à 

l’obtention d’une DO de 0,7 à 600 nm, puis la suspension bactérienne a été immédiatement 

refroidie. Après centrifugation, les cellules ont été lavées à une température de 4°C, à 3 

reprises avec de l’eau ultrapure (MilliQ). Le dernier lavage permet de concentrer les cellules 

(au moins 100x) dans un minimum de volume d’eau contenant 10% de glycérol, permettant 

de conserver des aliquots de cellules électrocompétentes à -80°C.  

I. Transformation dans les souches résistantes à la colistine  

Les extraits d’ADN plasmidique contenant les différentes constructions mgrB insérés dans la 

même orientation dans le plasmide pB, ont été utilisées pour transformer les souches Eh22mut 

ou Eh22wt chimiocompétentes par choc thermique (42°C pendant 90 sec) ou par 

Tampon  RF1 (pour 1 litre) :  Tampon RF2 (pour 1 litre) : 

RbCl (100 mM)                      12 g 

MnCl2, 4H2O (50 mM)          9,9 g  

Acétate de K+ (30 mM)       30 ml d’une solution à 

1 M, pH 7,5 

CaCl2, 2H2O (10 mM)           1,5 g 

Glycérol (15%)                   150 g (150 ml) 

 pH 5,8 (avec de l’acide acétique 0,2 M) 

MOPS (10 mM)                20 ml de 0,5M à pH 6,8 

(Ajuster le MOPS à pH 6,8 avec NaOH) 

RbCl (10 mM)                         1,2 g 

CaCl2, 2H2O (75 mM)             11 g 

Glycérol  (15%)                     150 ml 
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électroporation (Kp5241). L’électroporation a été réalisée à l’aide du Gene Pulser II (Bio-

Rad) (200 Ohms, 25µF et 12,5 Kv/cm).  

Les transformants ont été sélectionnés sur gélose MH contenant 4 mg/l de triclosan, après 

incubation 24 h à 37°C.  

 

Tableau 11. Amorces utilisées pour les étapes de sous-clonage et de clonage chez Eh22 et 

K. pneumoniae  

Amorces PCR Séquences  Tm(a)  

mgrB-EclF 

mgrB-EclR   

CCGAATTCAGTAACTCACC 

ACGCAGTGAAACAAGTGC 

50.4°C 

54°C 

KpmgrB-112_S 

KpmgrB+87_AS 

ACGTTTTGAAACAAGTCGATGAT 

AGTAACTCACTCATTTCACCA 

55,3°C 

54°C 

EhmgrBdel DR1_S 

EhmgrBdel DR1_AS 

CTGTTGAAGGTAGCCCCTGTTTAA 

TTAAACAGGGGCTACCTTCAACAG  

61°C 

61°C 

EhmgrBdel DR2_S 

EhmgrBdel DR2_AS 

ACAGTTAGCCCCAAGATAACCGTG 

CACGGTTATCTTGGGGCTAACTGT 

62,7°C 

62°C 

EhmgrBdelDR2/DR1_S 

EhmgrBdelDR2/DR1_AS 

AAGGTAGCCCCAAGATAACCGTGA 

TCACGGTTATCTTGGGGCTACCTT 

62,7°C 

KpmgrB-112_S 

KpmgrB+87_AS 

ACGTTTTGAAACAAGTCGATGAT 

AGTAACTCACTCATTTCACCA 

55,3°C 

54°C 

KpmgrBdelDR1_S 

KpmgrBdelDR1_AS 

CCTTTCGTAATAGCCGCGGTTTAA 

TTAAACCGCGGCTATTACGAAAGG 

61°C 

61°C 

KpmgrBdelDR2_S 

KpmgrBdelDR2_AS 

GTTAGCCGCAAGAAGGCC 

GGCCTTCTTGCGGCTAAC 

58,2°C 

58°C 

KpmgrBdelDR2/DR1_S 

KpmgrBdelDR2/DR1_AS 

GTAATAGCCGCAAGAAGGCCGT 

ACGGCCTTCTTGCGGCTATTAC 

62,1°C 

62°C 

Tetra-161_S 

Tetra+94_AS 

TTCCCCGAAAAGTGCCAC 

CGGAATGGACGATATC 

56°C 

49,2 

(a), Tm, température de fusion (ou melting)  
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Résultats  

Etude d’un mutant mgrB chez E. hormaechei steigerwaltii  

XVI.  Sélection du mutant Eh22-mut d’E. hormaechei steigerwaltii 

 

La souche Eh22-wt présente une CMI de la colistine de 0,125 mg/l, sans phénomène 

d'hétérorésistance comme décrit précédemment (Guérin, 2016). En utilisant l'analyse PAP, un 

mutant résistant à la colistine, nommé Eh22-Mut, a été sélectionné à basse fréquence (~ 10
-9

) 

sur milieu gélosé LB contenant 8 mg/l de colistine. La MIC de colistine de Eh22-Mut était de 

32 mg/l.  

L’analyse de séquence des gènes pmrA, pmrB, phoP et phoQ n’a révélé aucune différence 

entre Eh22-wt et Eh22-Mut. En revanche, la région amplifiée de mgrB, composée de 113 pb 

en amont du codon d'initiation (GTG) et de 144 pb correspondant à son cadre de lecture 

ouvert (Figure 43), a montré une délétion d’une adénine dans la région codante de gène mgrB 

d’Eh-Mut, entraînant la formation d’une protéine tronquée de 6 acides aminés au lieu de 47 

acides aminés pour MgrB sauvage.  

 

GATTCCGAAAAGCGTCTGTTGAAGGTACAGTTAGCCCCTGTTTAAGATAACCGTGATAACCTGGCTGTAT 

            RBS  

CAGGTCATAAGACGGAGTGTGGAGTGAAAAAAATACGCTGGGTAATTCTGATTATAGTGTTGATAGCATG 

     MGRB START CODON 

CGTGGTGCTGTGGACGCAGACTATCAATGTGATGTGCGATCAGGATGTACAGTTCTTTAGCGGCATTTGT 

 

TCAATCAATAAGTTTATCCCCTGGTA 

 

Figure 43. Séquences de la région codante et en amont du gène mgrB d’Eh22-wt 

Les répétitions directes (DR) potentielles de liaison de la protéine PhoP-phosphorylée sont 

indiquées en vert et par des flèches. Elles ont été définies par comparaison avec d'autres 

entérobactéries (Ninagawa et al. 2003)
130

. Le +1 (début de transcription) est aussi indiqué en 

vert. La région -10 du promoteur putatif et du site de liaison aux ribosomes (RBS) sont 

soulignés. Le codon d’initiation de MgrB est indiqué en gras et son cadre ouvert de lecture est 

montré en italique. Une suite de 7 adénines est encadrée. Cette séquence n’est que de 6 

adénines pour Eh22-Mut (données non présentées). 

 
-10 

 DR1                      DR2 

+1 
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XVII. Probable délétion de gène mgrB de la souche K. pneumoniae 5241 

L’amplification des gènes pmrA, pmrB, phoP et phoQ n’a révélé aucune différence entre les 2 

souches de K. pneumoniae, Kp5196 et Kp5241, respectivement sensible (2 mg/l) et résistante 

(64 mg/l) à la colistine
178

. En revanche, aucune amplification de mgrB n’a pu être détectée 

chez Kp5241, suggérant une délétion de ce gène contrairement à la souche sensible, Kp5196 

pour laquelle un produit d’amplification de la taille attendue est obtenu (figure 44). De tels 

évènements génétiques ont déjà été décrits comme responsable de la résistance à la colsitine 

chez K. pneumoniae
128

. 

 

Figure 44. Amplification de gène mgrB avec les amorces KpmgrB-112_S et  

KpmgrB+87_AS (Tableau 11) 

Piste 1, marqueur de taille ; piste 2, Kp5196 CsS ; Piste 3, Kp5241 CsR 

XVIII. Complémentation d’Eh22-Mut avec le gène mgrB sauvage 

d’Eh22-wt et complémentation de Kp5241 avec le gène mgrB sauvage de 

Kp5196 

Pour confirmer si la mutation dans le gène mgrB était impliquée dans la résistance à la 

colistine, le gène mgrB sauvage de Eh22-wt a été introduit dans Eh22-Mut (plasmide pB-

Ehwt). Pour valider la procédure et l’utilisation du plasmide pB (résistance au triclosan), des 

expériences ont été réalisées en parallèle en transformant Kp5241 avec le plasmide pB-Kpwt 

(mgrB de Kp5196). 

Les transformants ont été sélectionnés sur milieu MH agar contenant 4 mg/l de triclosan. Puis 

des CMI de la colistine par la microméthode en milieu liquide MH contenant avec 0,5 mg/l 

triclosan (pour assurer la maintenance du plasmide) ont éte réalisées (au moins 3 expériences 

indépendantes).  

253 pb 

  1             2           3 
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Comme montré dans le Tableau 12, la moyenne des CMI de la colistine obtenue pour les 

transformants de Eh22-Mut avec le plasmide pB-Ehwt ont été de 0.062 mg/l (écart-type de 

0,045). La diminution de la résistance à la colistine était de 258 fois (0.062 mg/l versus 16 

mg/l avec le plasmide pB sans mgrB ou avec le gène mgrB muté) (Tableau 11). Pour les 

transformants de Kp5241 avec le plasmide pB-Kwt, la diminution des CMI de la colistine est 

du même ordre de grandeur (290 fois, soit de 0,11 mg/l vs 32 mg/l).  Ces expériences de 

complémentation confirment que le changement dans mgrB chez ces 2 souches était 

responsable de la résistance à la colistine.  

Tableau 12. Valeurs de CMI de colistine de souches et de transformants d'E. hormaechei 

et K. pneumoniae contenant différentes constructions du gène mgrB. 

(a), Moyenne d'au moins 3 expériences indépendantes, (b) l’écart-type est indiqué entre 

parenthèse (c) Valeurs obtenues sans triclosan. Pour les autres expériences, les valeurs sont 

obtenues avec une concentration finale de 0,5 mg/l de triclosan (utilisée pour la maintenance 

plasmidique), (d) Valeurs CMI selon Arpin et al.
178

, (e) Plasmide sans le gène mgrB ou avec 

son propre gène mgrB muté, -: non déterminé. 

 

 

 

 

Plasmides 

CMI de la colistine (mg/l) des souches et  

transformants (écart-type)
(a, b)

 

E. hormaechei  K. pneumoniae 

 Eh22-wt Eh22-Mut  Kp5196 Kp5241 

- 0,125 
(c)

 32 
(c)

  2 
(c ,d)

 64 
(c, d)

 

pB   - 16 (0)
(e)

  - 32 (0) 

pB-Ehwt - 0,062 (0,045)  - 0,11 (0,026) 

pB-EhDR1  - 0,20 (0,29)  - 0,10 (0,036) 

pB-EhDR2  - 0,20 (0,29)  - 0,10 (0,036) 

pB-EhDR1/DR2 - 1,25 (0,5)  - 10,0 (3,7) 

pB-Kpwt - 0,043 (0,023)  - 0,11 (0,031) 

pB-KpDR1  - 0,11 (0,018)  - 0,10 (0,036) 

pB-KpDR2 - 0,11 (0,018)  - 0,25 (0) 

pB-KpDR1/DR2 - 0,38 (0,48)  - 10,66 (3,58) 
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XIX. Complémentation croisée du gène chez les 2 souches Eh22-mut et 

Kp5241 

MgrB est conservé chez les Entérobactéries, comme monté dans l’étude de Lippa et al. 
127

. 

Dans la figure 45, l’alignement des séquences protéiques entre Eh22wt et Kp5196 révèle une 

différence de 12 acides aminés, avec une identité de 74% et une similarité de 93%. La région 

en N-terminal qui correspond au domaine transmembranaire est la moins conservée.  

 

Figure 45. Comparaison de MgrB chez Kp5196, Eh22wt et E. coli  K12. 

Chez E. coli , la région d'un domaine potentiel transmembranaire est soulignée. Les flèches 

marquées I and II montrent un potentiel signal de sites de clivage de type I et II
127

.  

 

La complémentation croisée entre ces 2 espèces a été réalisée et les résultats ont montré des 

CMI comparables (Tableau 12) : la CMI moyenne de Eh22-Mut avec le plasmide pB-Kpwt, 

est de 0,043 mg/l (diminution de 372 fois), et celle de Kp5241 avec le pB-Ehwt est de 0,11 

mg/l (diminution de 290 fois). Les différences d’acides aminés ne jouent aucun rôle dans la 

résistance à la colistine. 

XX. Etude de la séquence en amont du gène mgrB chez E. coli  Eh22-wt et 

Kp5196 

Pour essayer de comprendre le rôle de la région en amont du gène mgrB chez E. hormaechei 

steigerwaltii, des expériences préliminaires ont été réalisées.  

 

 

 

Figure 46. Alignement des régions en amont du gène mgrB chez E. coli  souche K12 (Ec 

K12), Kp5196 et Eh22wt 

DR1 

Eh22wt ACGCAGTGAAACAAGTGCACGATTCCGAAAAGCGTCTGTTGAAGGTACAGTTAGCCCCTGTTTAAGATAACCGTGATAACCTGGCTGTATCAGGTCATAAGACGGAGTGTGGAGTG 

DR2 

Initiation codon of mgrB 

Kp5196 ACGCAGTGAAACAAGTCGATGATTCCTAAACTTACCTTTCGTAATACAGTTAGCCGCGGTTTAAGAAGGCCGTGCTATCCTGGCGACATTGCGTACTGATGCGGAGAGTGGAGTG 

Ec K12 TGCGCTGAAGCAAGCTACTCATTCCGAAAAAGCACGAATATCGACATAGTTAGGCGCTGTTTAACTAACGCATGCTAGTTTAATGACATAAGGTAGGTGAAGCGGAGATTGGAGTG 
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Les séquences DR1 et DR2 sont notées en rouge et indiquées par des flèches en haut de la 

figure. La séquence -10 du promoteur et le +1 de transcription chez E. coli  sont notés en vert 

et souligné. Les codons d’initiation sont notés en bleu.  

Chez E. coli , il a été démontré expérimentalement que cette région en amont du gène mgrB 

présente des séquences de fixation pour le régulateur PhoP-phosphorylé, appelées séquences 

(ou box) DR1 et DR2 (figure 46). Le + 1 de transcription chez E. coli  a aussi été déterminé 

expérimentalement (figure 46). Pour vérifier l’impact de la délétion des séquences DR1 et 

DR2 chez Eh22wt et Kp5196, différentes constructions ont été effectuées (figure 47).   

 

pB-Ehwt  

 

pB-Kpwt 

 

 

pB-EhDR1 pB-KpDR1  

pB-EhDR1 pB-KpDR2  

pB- EhDR1/DR2 pB-KpDR1/DR2  

 

Figure 47. Schéma des différentes constructions comprenant les délétions des séquences 

DR1 ou DR2 ou DR1/DR2 

 

Comme indiqué dans le Tableau 12, chez Kp5241, les délétions d’une seule des 2 régions ne 

semble pas (DR1) ou peu (DR2, 2 fois) affecter les CMI en comparaison avec la région non 

mutée : 0,10 mg/l pour pB-KpDR1 et 0,25 mg/l pour pB-KpDR2 versus 0,11 mg/l pour 

pB-Kpwt.  

Chez Eh22-Mut, la délétion d’une seule région (DR1 ou DR2) augmente les CMI de 3 fois : 

0,2 mg/l au lieu de 0,062 mg/l (Tableau 12). L’impact des 2 délétions DR1 et DR2 est plus 

importante chez Kp5241 (CMI, 10,66 mg/l au lieu de 0,11 mg/l pour pB-Kpwt). La souche est 

100 fois moins sensible. Chez Eh22-Mut, (CMI, 1,25 mg/l au lieu de 0,062 mg/l pour pB-

Ehwt), elle est seulement 20 fois moins sensible (Tableau 12). 
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Quand on compare les complémentations croisées, les résultats sont similaires chez Kp5241, 

que ce soit avec pB-KpDDR1/DR2 ou pB-EhDDR1/DR2 ; les CMI sont augmentées de 

100 fois. Au contraire chez Eh22-Mut, avec pB-KpDDR1/DR2, la CMI n’est augmentée que 

de 8 fois alors qu’avec son propre gène (pB-EhDDR1/DR2), elle augmente de 20 fois 

(Tableau 12). Ces résultats pourraient suggèrer un rôle différent des séquences DR1 et DR2 

chez ses 2 espèces 

XXI. Etude de l’hétérorésistance chez différentes ECC (E. cloacae 

complexe) 

A. Analyse de souches appartenant à différents clusters 

Une étude de Guérin et al.
170

 publiée en 2016, décrivait que les clusters III, VI et VIII des 

complexes d’E. cloacae, très souvent retrouvés en clinique, n’étaient pas concernés par 

l’hétérorésistance. Elles sont catégorisées comme souches sensibles après des fréquences de 

mutations élevées pour certains de ces clusters.  

Nous avons refait les tests de PAP avec 7 souches de clusters III, VI et VIII. Nos résultats 

confortent les données de Guérin et al.
170

, à l’exception de la souche CAE 43(cluster III) et 

CAE 15 (cluster VIII), qui peuvent être touchées par le mécanisme d’hétérorésistance 

(Tableau 13).  

La gamme de concentrations de colistine utilisée pour déterminer les fréquences de mutations 

ainsi que le phénotype d’hétérorésistance variait entre 0,25 mg/l et 64 mg/l (gamme de raison 

2 de colistine), contrairement à l’étude de Guérin et al.
170

où la gamme de concentration de 

colistine testée variait entre 2 mg/l et 64 mg/l.  

Tableau 13. Fréquences de mutation chez 7 souches d’ECC appartenant à des clusters 

‘’cliniques’’ 

Cluster III 

clinique 

Cluster VI 

clinique 

Cluster VIII 

clinique 

CAE 43 CAE 165 CAE 42  CAE 44 CAE 160 CAE 15 CAE 102 

S S   S S S S S 

+++ +   + + + +++ + 
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Avec S : sensible, +++ : fréquence de mutation élevée, + : fréquence de mutation faible. 

Nous pensons que ce mécanisme d’hétérorésistance a pu être sélectionné par de faibles 

concentrations en colistine, entre 0,25 et 2 mg/l. C’est pour cette raison que Guérin et al
170

 ne 

l’a pas sélectionné.  

Par la méthode E-test, la souche CAE 15 sauvage et la souche CAE 15 hétéroresistante 

présentent un phénotype identique (figure 48). 

 

Figure 48. E-test à la colistine pour les souches CAE 15 sauvage (A) et CAE 15 

hétéroresistante (B), flèche bleue : colonies « squatteuses » < 2 mg/l de colistine, flèche 

rouge : CMI= 0,5 mg/l de colistine. 

 

Par contre, lors de la CMI en milieu liquide, des ‘’sauts de puits’’ ont été constatés pour ces 

souches (CAE 15 et CAE 43).  

On constate également que ces 2 souches présentant un phénotype d’hétérorésistance 

déclanché par une faible concentration en colistine, sont également des souches pour 

lesquelles une fréquence de mutation élévée à été retrouvée (Tableau 13). Une probable 

corrélation existe entre une forte fréquence de mutation à fortes concentrations en colistine et 

la présence d’hétérorésistants obtenus à faibles concentrations  

Ainsi, nos résultats de CMI montrent que certaines souches de clusters d’origine clinique C-

III  et C-VIII peuvent être touchés par le péhnomène d’hétérorésistance (Tableau 14).  
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Tableau 14. Profil des souches de clusters cliniques du complexe d’E. cloacae   

Après un test de PAP (concentation en colistine de 0,25 jusqu’à 32 mg/l.  

Souche S ; sensible, R ; résistante, HR ; hétérorésistante. 

  

[CS] au PAP 

mg/l 

Cluster III clinique Cluster VI clinique Cluster VIII clinique 

CAE 43 CAE 42 CAE 44 CAE 15 

0,25  - - - HR/R/S 

0,5 HR S S S/HR 

1 R/HR S S S/HR/R 

2 R - - R/HR 

4 à 32 R - - R 

Fréquence de mutation +++ + + +++ 
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Discussion  

Depuis sa réintroduction pour le traitement d’infections humaines sévères liées à des bactéries 

résistantes à toutes les autres options thérapeutiques, telles que des souches de K. pneumoniae 

résistantes aux carbapénèmes, des résistances à la colistine ont été de plus en plus décrites 
129

.  

Elles ont aussi été documentées chez des souches du complexe Enterobacter cloacae qui sont 

des bactéries pathogènes opportunistes très souvent associées à des infections associées aux 

soins chez des patients immunodéprimés
37,120

.  

L’inactivation de gène mgrB, codant pour un régulateur à rétro-action négative du système de 

signalisation phoQ/phoP, a été précédemment montré comme étant responsable de la 

résistance à la colistine chez des souches de K. pneumoniae, et notamment chez des souches 

multi-résistantes productrices de carbapénémases 
129

. 

Dans ce travail, nous avons étudié une souche isolée chez un patient ayant une infection 

urinaire. Cette souche Eh22, multirésistante aux antibiotiques, appartient au complexe C-VIII 

des ECC, E. hormaechei steigerwaltii, et a très souvent été retrouvée en clinique. Eh22 n’était 

pas hétérorésistante et sa fréquence de mutation était faible (~ 10
-9

). Comme les mécanismes 

de l’hétérorésistance  ont été étudiés chez une souche de complexe XI
174

, nous avons voulu 

nous focaliser sur une souche de complexe VIII, non hétérorésistante, et étudier le(s) 

mécanisme(s) qui lui permettent de conférer la résistance à la colistine.  

Ainsi un mutant (Eh22-Mut) a été obtenu et nous avons démontré par des expériences de 

complémentation que la résistance à la colistine était due à une mutation dans le gène mgrB.  

A notre connaissance, c’est la première fois qu’une mutation dans ce gène associé à la 

résistance à la colistine est montrée chez le genre Enterobacter spp. Le gène mgrB joue un 

rôle dans l’acquisition de la résistance à la colistine chez les souches du complexe VIII. Il 

serait intéressant de vérifier son importance chez des souches d’autres complexes.  

Les résultats obtenus avec la stratégie adoptée sont similaires à ceux réalisées chez une 

souche d’origine clinique de K. pneumoniae avec un gène mgrB délété (Kp5241). Chez cette 

espèce bactérienne, le rôle de MgrB dans la résistance a déjà été décrit 
129

, et nos résultats 

confortent les données de la littérature et le r ôle important du gène mgrB dans la résistance à 

la colistine.  

Ainsi, les souches du complexe VIII d’E. cloacae, malgré l’absence décrite de connecteur 

PmrD
137,170

  qui est présent chez E. coli  et K. pneumoniae, sont capables d’être résistantes par 

manque de MgrB.  
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La complémentation croisée de MgrB entre les espèces K. pneumoniae et E. hormaechei 

steigerwaltii n’a pas montré une différence au vu des résultats de CMI. Nos données 

confirment que les 12 différences de séquences protéiques observées entre ces deux espèces 

ne sont pas critiques pour la fonction de MgrB. 

L’approche expérimentale réalisée dans ce travail est la complémentation du gène mgrB 

exprimé sous la dépendance de son propre promoteur.  

La zone en amont de gène mgrB contient un promoteur putatif, identifié in silico dans 

plusieurs études chez K. pneumoniae 
129

. Cependant nous avons délété une autre zone 

démontré exprémentalement chez E. coli  par Minagawa et al. 
130

 comme étant une zone 

promotrice et un site de fixation de PhoP-P (figure 35). La simple délétion DR1 ou DR2, que 

ce soit chez E. hormaechei steigerwaltii ou chez K. pneumoniae, semble altérer légèrement la 

régulation de gène mgrB chez les 2 espèces. Cependant, la double délétion des 2 box, DR1 et 

DR2 augmente significativement la résistance chez ces 2 espèces.  

Des expériences supplémentaires sont nécessaires pour savoir si cela est dû à la non fixation 

de la protéine régulatrice PhoP-phosphorylée, ou une altération de la région promotrice, ou le 

2, ou peut-être lié à un autre mécanisme de régulation.  

 

Concernant l’étude sur l’hétérorésistance, il a été décrit dans la littérature que les souches 

appartenant aux complexes C-VIII, C-III et C-VI, sont les plus fréquemment retrouvées dans 

des échantillons humains d’origine clinique
92,170

. D’après Guérin et al.
170

, l'hétérorésistance à 

la colistine peut être reliée aux clusters. Les souches d’ECC de clusters I, II, IV, VII, IX, X, 

XI et XII sont habituellement hétérorésistantes, tandis que celles de clusters III, V, VI, VIII et 

XIII ont été classés comme sensibles et non hétérorésistantes.  

Cependant, dans notre étude, 2 souches de cluster V et VIII ayant une forte fréquence de 

mutation (~ 10
-7

), ont permis de sélectionner des souches hétérorésistantes à la colistine par le 

test de PAP
170

. Nous avons sélectionné ces hétérorésistants à des faibles concentrations de 

colistine : 0,25 mg/l jusqu’à 2 mg/l, contrairement aux données publiés par Guérin et al. (2 

mg/l jusqu’a 64 mg/l de colistine). Nos données préliminaires (faible nombre de souches) 

tendent à montrer une corrélation entre une forte fréquence de mutation et l’apparition 

d’hétérosistance chez quelques souches de clusters cliniques.  

Par ailleurs, cette sélection (test de PAP) a été réalisée sur milieu gélosé LB, comme 

préconisé par Guerin et al.
170

. Des expériences préliminaires semblent indiquer que 

l’utilisation de géloses MH (avec des différences dans les concentrations en fer et magnésium 

qui sont moins élévées que dans le milieu LB) ne permet pas de sélectionner de souches 
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hétérorésistantes (données non montrées). Ainsi, nos résultats sembleraient indiquer que 

l’apparition d’hétérorésistance serait due non seulement à une concentration faible de colistine 

et aussi dépendant des conditions du milieu.   

Des données récentes sur l’analyse du mécanisme de l’hétérorésistance d’une souche d’ECC 

de cluster XI montrent l’implication du systéme PhoPQ dans l’hétérorésistance qui agit de 

manière indépendante de PmrAB
170,180

. Il a été démontré que chez E. coli , de faibles 

concentrations en  Mg
2+ 

permettent de stimuler le senseur PhoQ qui va activer phoP
127

. Des 

expériences complémentaires utilisant des milieux avec des concentrations connues en ions 

Mg
2+

 seraient intéressantes pour évaluer les concentrations déclenchant ce mécanisme 

d’hétérorésistance chez les ECC. 

 

Conclusion  

Le mécanisme de résistance à la colistine a été bien étudié chez plusieurs entérobactéries, 

mais reste moins bien connu chez les souches du complexe E. cloacae. Nous décrivons pour 

première fois que le gène mgrB est impliqué dans la résistance à la colistine chez une souche 

de cluster VIII, cluster très souvent retrouvé en clinique.  

Même si des expériences complémentaires sont nécessaires, nos données indiquent aussi que 

certaines régions en amont du gène mgrB sont critiques et interviennent probablement dans la 

régulation de ce gène, aussi bien chez ECC de cluster VIII que chez K. pneumoniae. 

L’étude préliminaire sur l’hétérorésistance montrerait que les souches d’ECC associées à une 

forte fréquence de mutation sont hétérorésistantes, et qu’il serait possible de déclencher 

l’hétérorésistance de certaines souches en les sélectionnant sur une faible concentration en 

colistine (concentration subinhibitrice) et en présence d’une forte concentration en 

magnésium.  
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Chapitre 3: Les bactériocines ou bactériocines-like, une 

alternative potentielle aux traitements par les antibiotiques 

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

Introduction  

L'utilisation massive et le mésusage des antibiotiques en santé humaine et animale a conduit à 

l’émergence de bactéries multirésistantes (BMR), voire pan-résistantes qui rendent les 

traitements antibiotiques inefficaces
4
. En 2014, l’organisation mondiale de la santé (OMS) a 

publié un rapport (’’Résistance aux antimicrobiens : rapport mondial sur la surveillance’’) qui 

fait le point sur l’ampleur inquiétante des BMR au niveau mondial. En 2015, l’OMS adopte 

un plan d’action mondial pour combattre la résistance aux antibiotiques et a établi une liste 

d’agents pathogènes prioritaires pour la recherche et développement de nouveaux agents 

antimicrobiens. Parmi les bactéries de niveau 1 (niveau critique), on retrouve les bacilles à 

Gram négatif comme A. baumannii et P. aeruginosa résistants aux carbapénèmes et les 

entérobactéries ; comme E. coli  et K. pneumoniae producteurs de BLSE et de carbapénémase.  

Une des voies de recherche pour combattre ces BMR serait de trouver de nouvelles classes de 

molécules (ou antibiotiques) en faisant appel à la capacité de certaines bactéries à produire 

naturellement des substances antibactériennes telles que les bactériocines
181–183

. Des données 

sur la recherche des bactériocines et leurs applications en médecine préventive et/ou 

thérapeutique offre une alternative prometteuse. 

Des bactéries productrices de bactériocines ont été isolées de plantes, eaux, sols, animaux, 

nourriture. Généralement les bactériocines sont produites par des bactéries à Gram positif et 

sont inhibitrices d’autres souches à Gram positif, et sont souvent moins efficaces contre les 

souches à Gram négatif. Les bactéries lactiques sécrètent souvent des bactériocines 

appartenant à la classe des lantibiotiques et d'autres petits peptides linéaires (classe IIa). 

D’autres bactéries à Gram positif comme le groupe  Bacillus cereus, en particulier Bacillus 

thuringiensis, qui synthétise aussi des composés ayant une activité antimicrobienne contre les 

insectes, apparaissent comme une voie attrayante pour l’obtention de bactériocines (ou de 

bactériocin-like inhibitrice substances) montrant de nouvelles activités
184

. 
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XXII. Les bactériocines 

A. Définition  

Une bactériocine est un peptide synthétisé par des bactéries présentant une activité inhibitrice 

contre des bactéries à Gram positif et à Gram négatif et, dans une moindre mesure, contre les 

champignons. Les bactériocines sont habituellement produites en réponse à un stress comme 

le manque de nutriments ou la surpopulation, aboutissant à l'élimination rapide (en tuant ou 

bloquant la croissance) des autres micro-organismes présents dans le même environnement. 

Cette réponse à un environnement défavorable permet à la bactérie productrice de survivre et 

cela lui confère un avantage sélectif vis-à-vis des autres populations bactériennes  

L’efficacité antimicrobienne des bactériocines a été montrée expérimentalement par la mise 

en évidence in vitro et in vivo de leur capacité à inhiber directement le développement de 

souches bactériennes pathogènes
185

. Le pouvoir anti-infectieux des bactériocines associé à 

leur faible toxicité a suscité un vif intérêt pour leur utilisation dans le milieu industriel. Ainsi, 

plusieurs bactériocines, comme la nisine et la pédiocine, ont été extraites et purifiées pour être 

utilisées comme agents de conservation des produits alimentaires
186,187

. Des bactériocines 

purifiées, ou des probiotiques produisant des bactériocines, ont aussi montré leur capacité à 

réduire le nombre de bactéries pathogènes ou à modifier la composition du microbiote 

intestinal chez des modèles animaux, tels que les souris, les poulets et les porcs
188,189

.  

B. Classification  

Les bactériocines constituent un groupe hétérogène de peptides qui varient considérablement 

selon leur poids moléculaire, leur structure, leurs propriétés biochimiques, leur spectre et 

mode d'action. Cette grande disparité a rendu leur classification difficile. Plusieurs 

classifications ont été proposées et jusqu’à 5 classes principales de bactériocines ont été 

évoquées
190,191

. Cotter et al. 
182

 ont révisé cette classification et suggéré 3 classes des 

bactériocines (Tableau 15). Nous nous baserons sur cette classification qui divise les 

bactériocines en 2 classes principales : la classe I des lantibiotiques contenant de la 

lanthionine et la classe II, des bactériocines non-lanthionines. Une troisième classe 

d’hydrolases du peptidoglycane hydrolabile de grande taille est appelée «bactériolysines». 

(anciennement classée en bactériocines de classe III).  
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Tableau 15. Classification des bactériocines selon Cotter et al 
182

 

Classification        Remarques / suggestions Exemples 

Classe I   

bactériocines 

contenant de la 

lanthionine / 

lantibiotiques 

Comprend à la fois un à 2 peptides.  

Les lantibiotiques; jusqu'à 11 sous-classes ont été proposé 

Un seul peptide: nisine, 

mersacidine, 

la lacticine 481; 2 peptides: 

lacticine 3147, cytolysine 

Classe II    

bactériocines 

ne contenant 

pas de 

lanthionine 

Classe hétérogène de petits peptides; comprend des substances 

apparentées à la pédiocine (sous-classe des bactériocines), bi-

peptide (bactériocines de la sous-classe b), cyclique (sous-classe 

c; anciennement classe V), non-pédiocine peptides linéaires 

simples (sous-classe d) 

Classe IIa: pédiocine PA1, 

la leucocine A; classe IIb: 

 lactacine F; classe IIc: entérocine 

AS48, reutérine 6; classe IId: 

lactococcine A, divergicine A 

Bactériolysines   

Protéines 

lytiques non 

bactériocines ‡ 

Grandes protéines thermolabiles, souvent de la muréine 

(peptidoglycane) hydrolase 

lysostaphine, entérolysine A 

 

1. Les différentes classes de bactériocines 

a) Les bactériocines de classe I : les lantibiotiques   

La classe 1 se compose de lantibiotiques qui sont des petits peptides de taille inférieure à 5 

kDa (longueur de 19 à 38 acides aminés) contenant des acides aminés soufrés comme la 

lanthionine ou d’autres, comme la β-méthyllanthionine, déhydroalanine, déhydrobutyrine …. 

Ces résidus inhabituels résultent de modifications post-traductionelles 
192,193

. Les 

lantibiotiques sont synthétisés sous forme de pro-peptides inactifs, puis modifiés post-

traductionnellement par déshydratation des acides aminés et/ou formation de ponts thioéthers 

pour générer des résidus d’acides aminés inhabituels. La formation de ponts covalents entre 

les acides aminés entraîne des «anneaux» internes et donne aux lantibiotiques leur structure 

caractéristique (figure 49). 

Les antibiotiques sont stables à la chaleur. Elles sont produites par des bactéries à Gram 

positif, notamment les genres Bacillus, Staphylococcus, Lactococcus et Streptococcus
194

. 
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Figure 49. Synthèse de lanthionine et structure de lantibiotique 

Des résidus de lanthionine se forment lorsqu'une sérine enzymatiquement déshydratée 

(déhydroalanine, Dha) se condense avec le groupe sulfydryle d'une cystéine voisine (Cys). 

Cela forme un pont entre les deux résidus, créant ainsi un anneau dans le peptide ou le 

lantibiotique modifié. Quand les partenaires sont la thréonine (Thr) et la cystéine, le nouveau 

résidu est une β-méthyllanthionine. La lanthionine contient des ponts de β-méthyllanthionine 

qui sont indiqués en violet sous les noms Ala–S–Ala (alanine–S–alanine) et Abu–S–Ala 

(aminobutyrate–S–alanine). 

Les lantibiotiques peuvent être divisés en fonction de leur structure, en 6 sous-classes selon 

Patricia Alvarez-Sieiro et al 2016
195

. Cette classe englobe tous les peptides qui subissent une 

modification enzymatique au cours de la biosynthèse, ce qui fournit des molécules avec des 

acides aminés rares qui ont un impact sur leurs structures et  propriétés (par exemple, 

lanthionine, hétérocycles, glycosylation)
195

. 

- La sous-classe Ia comporte des lantibiotiques (jusqu’à 34 acides aminés) cationiques 

hydrophobes, amphiphiles allongés (par exemple, nisine) qui agissent par la formation 

de pores, conduisant à la dissipation du potentiel membranaire et l'efflux de petits 

métabolites 

- La sous-classe Ib regroupe des lantibiotiques globulaires chargés négativement ou 

sans charge (jusqu’19 acides aminés) (par exemple, mersacidine). Elle a été définie à 

l’origine pour des lantibiotiques qui agissent par inhibition enzymatique 

Cependant, la structure complexe des lantibiotiques rend difficile leur sous-classement. 

Certains auteurs les subdivisent en 11 sous-groupes basés sur les séquences des pro-peptides 

non modifiés
196

. 
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D’autres auteurs les ont classées selon leur mécanisme d’action, bien que le mécanisme 

d'action précis n'ait pas encore été élucidé pour un certain nombre de lantibiotiques. Par des 

analyses de modélisation moléculaire, il est devenu évident que la cible comme le Lipide II 

est impliqué dans le mode d’action de certains lantibiotiques et donc il a été utilisée comme 

base pour la classification
197–199

. Par exemple, la liaison de la nisine au lipide II facilite un 

double mécanisme d'action à la fois sur la synthèse du peptidoglycane et sur la formation de 

pores
197,200

. L’extrémité C-terminale des lantibiotiques est impliquée dans la formation de 

pore qui s’insère dans la membrane plasmique
200,201

.  Dans le cas de la nisine, un pore 

hétéromoléculaire se forme constitué de 8 molécules de nisine et de 4 molécules de lipide II 

(figure 50) 194. Après avoir formé des pores, le complexe nisine-lipide II inhibe la synthèse du 

peptidoglycane par encombrement stérique
194,199

. L'activité combinée de ces modules 

contribue à expliquer l’activité très élevée de quelques lantibiotiques (figure 50). 

 

Figure 50. Formation de pores membranaires par le complexe nisine-lipide II selon 

Chatterjee C. et al., 
194

. 

 

Chez les lantibiotiques comportant deux peptides («two-peptides lantibiotics») le mécanisme 

d’action se fait en 2 étapes. Par exemple, pour la lacticine 3147 (figure 51), le premier peptide 

LtnA1 intéragit tout d’abord avec le lipide II pour former un complexe et ensuite, LtnA2 est 

recruté pour former des pores et inhiber la synthèse de la paroi bactérienne 
200,202

. 
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Figure 51. Structure d’un lantibiotique à deux peptides  « two-peptides » comme la 

lacticine 3147
203

 

(1)  Mécanismes de détection et de régulation de la synthèse des 

lantibiotiques 

La machinerie nécessaire à la production de lantibiotiques est généralement sous la 

dépendance d’un ensemble de gènes avec des séquences conservées, regroupés en au moins 2 

opérons, au sein desquels les gènes sont regroupés selon leur fonction (figure 52). Dans 

certains cas, les opérons de biosynthèse des lantibiotiques sont similaires entre différentes 

espèces, ce qui signifie qu'une bactériocine peut agir à la fois comme une molécule de 

signalisation inter et intraspécifique.  

Comme précisé précédemment, les lantibiotiques, sont synthétisés comme des pro-peptides 

puis sont sécrétées dans le milieu extérieur où ils subissent des modifications post-

traductionnelles pour être actifs (figure 52).  

Souvent, la production de lantibiotiques est régulée par le système de Quorum Sensing, un 

mécanisme enclenchant l’expression des gènes en fonction de la densité de la population 

bactérienne dans le milieu
204

. Les bactéries productrices de lantibiotiques peuvent détecter 

leur propre bactériocine, activant ainsi leur surproduction.  

Les systèmes à deux composants constituent un des mécanismes essentiels qu'utilisent les 

bactéries pour percevoir et s'adapter à des changements environnementaux. Des systèmes à 

deux composants détectent les lantibiotiques matures permettant la production d’un signal 

cellulaire (activateur de transcription) qui augmente la production de lantibiotique et génère 

un processus d'autoinduction. 
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Pour résister à l'activité de leurs lantibiotiques, les bactéries peuvent produire des peptides 

d'immunité exprimés à la surface membranaire qui se lient à la bactériocine et/ou exprimer 

des transporteurs de type ABC qui empêchent l'accumulation de lantibiotiques dans la surface 

bactérienne (figure 53) 
205

. 

 

Figure 52. Systèmes de régulation lantibiotiques: modèle de production et détection 

Le pré-peptide lantibiotique est synthétisé, exporté, clivé et modifié par la formation de ponts 

thiosulfure et la déshydratation des acides aminés. Puis, le lantibiotique mature peut exercer 

son effet antibactérien sur les bactéries sensibles, soit en ciblant la membrane cytoplasmique 

soit en inhibant l'activité de enzymes cibles. Les bactéries productrices de lantibiotiques 

expriment une protéine d’immunité membranaire pour lier leur lantibiotique apparenté ou 

pour la réexporter via un ABC transporteur. Des systèmes à deux composants détectent les 

lantibiotiques et déclenchent l’activation d’un ensemble de gènes de biosynthèse des 

lantibiotiques dans les régions productrices et voisines  chez les bactéries
206

. 

b) Les bactériocines de classe II  

Les bactériocines de classe II ne contiennent pas de lanthionine, ni d’acides aminés post-

traductionnellement modifiés. Les plus courantes sont de petits peptides thermostables de 

taille inférieure à 10 kDa.  

La majorité des bactériocines de classe II sont actives avec des concentrations de l’ordre du 

nanomolaire, induisant une perméabilisation de la membrane et en provoquant une fuite de 

molécules chez les bactéries cibles (figure 48).  
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Comme précédemment indiqué pour les bactériocines de classe I, leur nature hétérogène rend 

difficile leur classification donc plusieurs classes ont été suggérées
207,208

. Selon Cotter et al, 

les bactériocines de classe II peuvent être subdivisées en 2 sous-classes  (IIa et IIb)
182

.  

(1) Les bactériocines de sous-classe IIa 

(a) Structure des bactériocines de sous-classe IIa 

Les bactériocines IIa sont de type pédiocine et ont un spectre d'activité étroit, toutes actives 

contre L. monocytogenes
209,210

. Elles possèdent de 37 à 48 résidus et elles ont un pont 

disulfure et peuvent en avoir un 2
ème

 dans leur partie C-terminale qui stabilise leur structure 

tertiaire et leur confère une meilleure activité antimicrobienne, une meilleure résistance aux 

hautes températures, et un spectre d’action plus large. La région N-terminale, hydrophile, est 

conservée. Elle est appelée box ‘’pédiocine’’ et contient un motif d’acides aminés 

YGNGVXCXXXXVXV (dans lequel X est n’importe quel acide aminé) 
211,212

. Cette région  

facilite la liaison non spécifique à la surface de la cible
213,214

. Les domaines qui sont situés 

après une région charnière sont moins conservés et déterminent le spectre d’activité 

antimicrobienne qui a servi de base pour subdiviser les bactériocines. La spécificité de la cible 

est déterminée par le domaine C-terminal 
198

 (figure 53). 

 

Figure 53. Représentation schématique de la structure d'une bactériocine modèle de 

classe IIa et ces domaines structuraux prédits
215

. 

(b) Immunité des producteurs des bactériocines de sous-classe IIa 

Les bactéries lactiques qui produisent des bactériocines de classe IIa produisent aussi des 

protéines d'immunité 
216–219

. Plusieurs études ont suggéré que les bactéries lactiques 

produisant des bactériocines possèdent généralement un ou plusieurs gènes d'immunité contre 

les bactériocines de classe IIa.  

Les protéines immunitaires produites par des bactéries productrices de bactériocines de classe 

IIa sont composées de 88 à 114 acides aminés. Ces protéines founissent une immunité totale 

contre la bactériocine de l’hôte et semblent également fournir une protection «partielle» 

contre des bactériocines autres que la classe IIa 
212

. 
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Une étude comparative de Eijsink et al. 
212

, a permis d’identifier une douzaine de protéines 

d'immunité putatives de bactériocine classe IIa, et a montré que l'homologie entre ces 

protéines était étonnamment faible. Ces gènes présentent différents degrés d'homologie, ils 

peuvent aussi avoir différents niveaux d’expression
212

. Cette faible similarité a également été 

observée par Aymerich et al. 
220

. De plus, une forte similarité entre les protéines d'immunité 

n’est pas nécessairement reliée à une plus grande similitude entre les bactériocines 

correspondantes, suggérant que les protéines d'immunité n'interagissent pas directement avec 

leurs bactériocines respectives, mais interagissent indirectement par le biais d’une cible 

commune, ou  «récepteur» (figure 54 ) dont l'existence a été suggérée pour la protéine 

d'immunité à la lactococcine A
221,222

. Malgré les faibles similitudes de séquences entre les 

protéines d'immunité protectrices, plusieurs caractéristiques communes ont été observées. Ce 

sont des molécules cationiques et principalement hydrophiles
212,219,223,224

. Une certaine 

similitude a été retrouvée par les prédictions de leur structure secondaire, en grande partie 

montrant une structure hélicoïdale
225,226212

. Ces protéines d'immunité sont dépourvues de 

segments transmembranaires, ce qui suggère que ces molécules sont soit sécrétées à 

l'extérieur, soit retenues à l'intérieur de la cellule 
212,219,223,224

. 

Une étude de Abdel-Dayem et al., 
224

, a montré que la majeure partie de la protéine 

d'immunité MesI de la mésentéricine Y105 se trouve dans le compartiment cytoplasmique et 

seule une faible proportion était détectée dans la membrane. Des données similaires ont été 

rapportées par Quadri et al., 
219

 pour la protéine d'immunité CbiB2 de la carnobactériocine 

B2. Ces expériences ont montré que la carnobactériocine B2 présentait une faible nocivité 

pour CbiB2 et qu’aucune interaction directe ne se produisait en solution aqueuse entre les 2 

protéines. Ces observations suggèrent que les protéines d'immunité des bactériocines de la 

classe IIa seraient de préférence des molécules intracellulaires libres, ce qui empêcherait 

l'action de la bactériocine (figure 54).  
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Figure 54. Machines suggérées pour la production de bactériocines de classe IIa: 

synthèse, traitement, excrétion et immunité
215

. 

(2) Les bactériocines de classe IIb  

Les bactériocines de classe IIb nécessitent l’association de 2 peptides pour être actives (figure 

55). Le mécanisme d'action implique la dissipation du potentiel membranaire, la fuite d'ions 

et/ou une diminution des concentrations en ATP intracellulaires
227

. Ces peptides présentent 

une activité bactériocine faible, voire nulle, lorsqu'ils sont testés individuellement. Bien que 

les membres de ce sous-groupe soient relativement hétérogènes, il a été proposé de les 

subdiviser en peptides de type E (E, pour « Enhancing » ou renforcé) où l’association des 2 

peptides augmente mutuellement leur activité et de type S (S  pour « Synergy » ou 

synergique)
228

, où ils sont complémentaires (plantaricine EF, lactocine 705, lactococcine 

MN…). 
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Figure 55. Représentation schématique d’un modèle structural de la lactococcine G et 

son orientation dans la membrane des cellules cibles. 

Les 2 peptides interagissent grâce au motif G7xxxG11 du peptide alpha et le motif G18xxxG22 

de peptide beta et forment un domaine trans-membranaire structuré en hélice – hélice
229

. 

D’autres types de bactériocines de classe II ont été décrites qui ne peuvent pas être rangées 

dans les sous-classes IIa et IIb, et sont parfois classées dans les bactériocines de classe IIc 

(anciennement classe V), comme la plantaricine A, lactococcine A, lactococcine …. Elles 

sont peu caractérisées et ont une structure cyclique
230,231

 

(3) Bactériolysines (anciennement classe III) 

Les bactériocines de classe III se composent de peptides de poids moléculaire ≥ à 25 kDa et 

ils sont généralement thermolabiles. Heng et al. 
232

 ont subdivisé cette classe de bactériocines 

en 2 sous-classes distinctes: les enzymes bactériolytiques (ou bactériolysines) et les protéines 

antimicrobiennes non lytiques Les staphylocoques produisent des bactériolysines, dont la 

lysostaphine est considérée comme le prototype. La lysostaphine, une enzyme extracellulaire 

sécrétée par des souches de Staphylococcus simulans biovar staphylolyticus, était 

probablement la première staphylococcine découverte (bactériocine produite par des 

staphylocoques). Son activité bactéricide contre les staphylocoques repose sur sa capacité à 

cliver le peptidoglycane présent dans les parois des cellules bactériennes
233

 (figure 57). 

Ces protéines ont également une structure modulaire et un domaine catalytique à l'extrémité 

N-terminale qui présente une homologie avec les endopeptidases, et une extrémité C-

terminale qui possède probablement le site de reconnaissance de la cible 
234

. Contrairement 
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aux «vraies» bactériocines, elles n’ont pas toujours de gènes d’immunités spécifiques qui 

accompagnent les gènes structurels de la bactériocine.  

c) Récapitulatif sur le mode d’action des bactériocines  

Les bactériocines ont différents mécanismes d’action: soit elles vont altérer la perméabilité 

membranaire des bactéries, soit inhiber la synthèse de leurs peptidoglycanes, soit encore agir 

en détruisant les liaisons peptidiques entre les peptidoglycanes.  

Les bactériocines de Classe I (lantibiotiques) interagissent avec les membranes cellulaires par 

interactions électrostatiques ou par liaison à des récepteurs spécifiques. Ces interactions 

permettent de former des pores larges et non-spécifiques à la surface des cellules cibles, 

causant un efflux rapide des composés cytoplasmiques (ions, ATP, acides aminés…). Elles 

détruisent donc les bactéries en augmentant leur perméabilité membranaire.  

Les bactériocines de Classe II agissent de la même manière, en provoquant la 

perméabilisation de la membrane, ce qui conduit à la mort cellulaire.  

Pour la Classe III, le mode d’action est complètement différent. En effet, elles agissent par 

hydrolyse des liaisons peptidiques du peptidoglycane des bactéries sensibles. 

 

Figure 56. Récapitulatif du mode d'action des bactériocines
182

. 
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XXIII. Bacillus thuringiensis 

Bacillus thuringiensis (souvent abrégé en Bt) a été découverte en 1902 au Japon, lors d’une 

infection à Bombyx mori (vers à soie)
235

. C'est un bacille à Gram positif, aérobie facultatif, 

ubiquiste et sporulé. B. thuringiensis est très souvent utilisé pour ses propriétés insecticides. 

En effet, elle a la particularité de synthétiser, lors de la sporulation, des cristaux protéiques, 

tels que Cry (aussi appelés delta-endotoxines), Vip et Cyt qui ont une activité biocide sur les 

insectes. D’autres parasporines ont été développé pour leur activité biocide contre certains 

types de cellules cancéreuses. Certaines souches de Bt synthétisent également des composés 

avec des propriétés de bactériocines, dont certaines ressemblent aux lantibiotiques, qui sont 

des bactériocines décrites chez les bactéries lactiques
184

. 

A. Taxonomie  

Bt, qui appartient au genre Bacillus, est membre du groupe  Bacillus cereus, qui contient 

également  Bacillus cereus, Bacillus mycoides et Bacillus anthracis. 

B. Habitat  

B. thuringiensis, bactérie formant des spores, survit dans diverses niches écologiques comme 

le sol, qui est son réservoir le plus important. Elle se retrouve sur les plantes, en particulier sur 

les tubercules, rhizomes, rhizosphères, et sur les invertébrés du sol, comme les vers, insectes 

et nématodes. B. thuringiensis peut coloniser l'intestin de ces invertébrés. C’est aussi une 

bactérie entomopathogène qui est capable d’infecter et de tuer certains insectes. Les tiques et 

les acariens sont des hôtes de cette bactérie, mais les mécanismes de l'infection restent 

inconnus. 

 Elle joue un rôle bénéfique dans l’écosystème car en colonisant les rhizosphères, elle protège 

les plantes de certains herbivores et aide la plante à se développer
236

. B. thuringiensis a été 

retrouvée dans les eaux douces et les boues activées. Elle peut persister dans cet 

environnement, et se retrouver sur les plantes aquatiques et sédiments. C’est une bactérie 

saprophyte que l’on retrouve dans les matières fécales et les cadavres d’invertébrés et de 

vertébrés. Les excréments d’animaux qui se nourrissent de plantes ou d’insectes contaminés 

peuvent servir de source de nutriments pour sa croissance.  

La figure 57 résume les différentes niches écologiques de B. thuringiensis et sa dispersion 

dans l’environnement 
237

.  
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Figure 57. Vue simplifiée du mode de vie complexe de B. thuringiensis dans différents 

niches environnementales
237

 

C. Cycle de vie  

Bt est généralement présent dans l’environnement sous forme de spores
238

. Une fois qu’elle 

pénètre dans l’organisme des invertébrés, elle se propage et diffuse dans son hôte. Les spores 

se retrouvent au niveau de l’appareil digestif, puis circulent dans le sang ou l’hémolymphe, où 

les spores germent et passent au stade végétatif. Lorsque l'hôte meurt d'une septicémie, les 

bactéries qui résident sur son cadavre se multiplient jusqu'à l’épuisement de nutriments 

(stress), puis repassent à la sporulation
239

.  

Son cycle de vie se résume donc en 4 phases : (i) la formation d’un sporange qui renferme une 

spore de Bt, et un cristal, c’est l’état de dormance de la bactérie. (ii) La 2
ème

 phase est 

l’autolyse de sporange et la libération des composants quand il se trouve dans un milieu 

propice. (iii) La 3
ème

 phase est la formation de la cellule végétative. La spore peut germer et 

redonner la bactérie Bt, et enfin (iv) la dernière phase est la prolifération dans les conditions 

favorables. Bt se multiplie jusqu’à épuisement des substances organiques avant de revenir à 

l’état de spores (figure 58).  
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Figure 58. Cycle de vie de B. thuringiensis 

a, image de microscopie électronique d’un sporange de Bt renfermant la spore ; (b) : photo de 

microscopie à balayage de spores et de cristaux de Bt
240

 ; c : schéma de cycle de vie de B. 

thuringiensis.  

D. Culture et identification 

Bt se cultive sur différents milieux synthétiques solides ou liquides contenant du glucose, des 

sels, de l’aspartate, du glutamate ou du citrate, et des acides organiques indispensables. On ne 

peut pas les remplacer par un mélange de vitamines ou du succinate
241

. En situation de 

privation en certains nutriments essentiels, la sporulation de Bt peut être initiée
242

.  

B. thuringiensis ne peut être distingué de B. cereus par la production, lors du processus de 

sporulation, d'un ou plusieurs corps d'inclusions qui contiennent des substances toxiques (par 

exemples, toxines Cry) pour les invertébrés, principalement contre les insectes
243

.  

L’amplification par PCR est maintenant largement utilisée pour l’identification des souches 

de B. thuringiensis produisant des insecticides ; l’identification des gènes de toxines 

permettant de prédire partiellement l'activité insecticide d'une souche donnée. Cette technique 

moléculaire, rapide et fiable, a largement supplanté les techniques biologiques pour la mise en 

place de collections de B. thuringiensis
244,245

. 
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E. Facteurs de virulence  

Les toxines protéiques et d’autres molécules produites par B. thuringiensis semblent être 

cruciales pour la virulence et l’infection des invertébrés. Certains facteurs montrent un effet 

cytotoxique alors que d’autres agissent comme des régulateurs de l’activité des toxines 

majeures.  

1. Facteurs de virulence protéique  

a) Chitinases de B. thuringiensis 

Les chitinases sont des enzymes qui hydrolysent les liaisons glycosidiques β-(1→4) de la 

chitine. Les souches de B. thuringiensis productrices de chitinase possèdent souvent une 

activité fongicide
246

 et elles sont capables d'inhiber la croissance des champignons 

phytopathogènes, ce qui en fait un agent antimycotique prometteur pour les besoins de 

l'agriculture
247,248

. Contrairement à leurs propriétés fongicides, le rôle insecticide des 

chitinases dans la virulence des souches de B. thuringiensis a longtemps été ignoré en raison 

de l’utilisation des toxines Cry
235

.  

Dans la plupart des cas, les chitinases agissent en synergie avec les toxines de type Cry 

(cristaux) et d'autres facteurs de virulence chez B. thuringiensis. Il a été montré que la 

présence de chitinases double la toxicité de Cry4Aa, Cry4Ba, Cry11Aa et Cyt1Aa contre 

Aedes aegyptii (Diptère)
249

 et multiplie par 6, la toxicité de CryIC contre 

Spodoptera littoralis
250

. Cependant, il existe d’autres synergies analogues entre les chitinases 

et d’autres toxines de B. thuringiensis non identifiée
251

, ce qui suggère que non seulement la 

famille Cry, mais également d’autres grandes classes de toxines B. thuringiensis, bénéficient 

de leur cytotoxicité sur fond de production de chitinase. 

b) Métalloprotéases de B. thuringiensis  

Après avoir pénétré dans la membrane péritrophique riche en chitine, les bactéries B. 

thuringiensis doivent surmonter plusieurs autres barrières enrichies en différents protéines, 

telles qu'une couche de mucine, une lame basale et les cadhérines. Pour atteindre cet objectif, 

B. thuringiensis utilise de nombreuses métalloprotéases, protéases qui agissent en présence 

d'un ou de plusieurs ions métalliques, généralement ceux du zinc (II)
252

.  

L'une des classifications existantes divise toutes les métalloprotéases connues en deux sous-

classes en fonction de la présence d'un ou deux ions métalliques dans le site catalytique
253

. 
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Malgré leur diversité structurelle, les métalloprotéases monométalliques (un seul ion 

métallique) fonctionnent au même pH de 6,5
253

. Sur la base de la structure des motifs de 

liaison au métal, les métalloprotéases de zinc monométalliques sont divisées en cinq groupes. 

Celui de la zincine, se distinguant par le motif de liaison au métal consensus HEXXH, est la 

plus important 
254

. Les zincines sont classées en cinq sous-groupes en fonction du résidu actif, 

les mét-zincines, le glu-zincines, les asp-zincines, les S2P-zincines et les métalloprotéases 

analogues à FtsH. 

Une classification disponible sur la base de données MEROPS 

(https://www.ebi.ac.uk/merops/index.shtml) divise toutes les métalloprotéases connues en 103 

familles, chaque nom de famille comprenant une lettre M signifiant 'métalloprotéase' et un 

numéro de famille
255

. En raison de leur variabilité structurelle et fonctionnelle, les 

métalloprotéases sont des facteurs de virulence à la fois chez les bactéries à Gram positif et à 

Gram négatif, mais aussi chez les champignons et les protistes pathogènes 
252

.  

c) Métalloprotéases de type Enhancine 

Les enhancines sont des métalloprotéases produites par un virus, Trichoplusia ni granulovirus 

(TnGV), et comportant un domaine de la famille M60
256

. Les enhancines leur servent 

principalement à digérer la matrice péritrophique afin de faciliter la transition des virions vers 

l’hémocèle
257

. Il a été démontré que les enhancines de ce virus ont une influence positive sur 

la virulence du B. thuringiensis chez au moins 6 espèces de lépidoptères 
258

. Les gènes codant 

pour des protéines de type enhancine ont été trouvés dans plusieurs génomes de B. cereus et 

B. thuringiensis. Il a été démontré que ces gènes appartenaient au régulon PlcR 

(Phospholipase C Regulator), dont l'activité est déclenchée en fin de la phase exponentielle de 

croissance et est fortement atténuée lors du stade stationnaire en raison du régulateur de 

sporulation général Spo0A
259,260

. Ces gènes sont appelés bel (pour Bacillus Enhancin-like). 

Les protéines Bel partagent 20 à 30% d'identité avec les séquences des enhancines de TnGV 

et fonctionnent de manière similaire en hydrolysant les mucines présentes dans l’intestin des 

invertébrés. Pour le moment, au moins une protéine de type B. thuringiensis similaire à une 

enhancine a été décrite
261

; bien qu’elle partage 23–41% d’identité avec les enhancines virales, 

elle n’a pas montré une toxicité vis-à-vis des larves d’insectes. 
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d) Métalloprotéases InhA 

Un autre exemple de métalloprotéases retrouvées chez B. thuringiensis  est un groupe de 3 

protéines ayant des fonctions similaire, appelé InhA (famille M6) et régulé par PlcR
262

 
263

. 

InhA1 est capable d'hydrolyser des cécropines et des attacines, peptides antimicrobiens jouant 

un rôle clé dans la réponse immunitaire humorale des insectes
264

. InhA1 a une activité 

protéolytique de la matrice extracellulaire de l'hôte, y compris la lame basale de l'épithélium 

de l'intestin moyen, essentielle pour l'infestation de l'hémolymphe
264

. InhA2 et InhA3 ont des 

fonctions similaires à celles d'InhA1 et partagent une identité de séquence de 66% et 72% 

avec celui-ci, respectivement 
263

. Contrairement à InhA1, InhA2 est nécessaire, mais pas 

suffisant  pour affecter la virulence 
265

. À son tour, InhA3 est incapable de protéolyser la 

cécropine, bien que ses propriétés protéolytiques générales soient préservées 
263

.  

e) Autres métalloprotéases de B. thuringiensis et leur association avec la 

formation de biofilm 

Récemment, une nouvelle métalloprotéase de Bt, ColB, a été découverte 
266

. ColB appartient 

à la famille M9, ou collagénase, qui inclue de nombreux facteurs de virulence de bactéries
267

. 

La présence de ColB améliore considérablement l'activité cytolytique de plusieurs toxines 

Cry, notamment Cry5Ba, Cry55Aa et Cry6Aa, contre Helicoverpa armigera et le nématode, 

Caenorhabditis elegans. ColB agit par protéolyse de 2 E-cadhérines induisant des contacts 

intercellulaires épithéliaux et par protéolyse du collagène de la lame basale, entraînant une 

dégradation de l'épithélium de l'intestin moyen
268

. ColB assure la transition de B. 

thuringiensis du tube digestif vers l'hémocèle de l'hôte et sa propagation ultérieure dans tout 

le corps de l'hôte. L'effet de la protéase de la famille Bmp1 M4, qui appartient également au 

régulon PlcR, est similaire à celui de ColB, bien que son implication dans la virulence de Bt 

n'ait été démontrée que pour les souches nématicides
269

. 

Une protéase membranaire ‘’coupant’’ la caséine (CCMP), ou la camélysine (CalY), constitue 

un autre exemple de métalloprotéases, agissant à pH neutre, de B. thuringiensis 
270

. Selon la 

classification MEROPS, CalY appartient à la famille des métalloprotéases M73. Bien que 

CalY ait démontré une activité protéolytique contre une large gamme de protéines, 

notamment la caséine, l'actine et le collagène 
271

, il a également été démontré qu'elle 

participait à la formation de biofilm avec la protéine formant des fibrilles, TasA
272

. 
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 Les biofilms sont des communautés bactériennes flottant sur le milieu de culture ou collant 

sur des surfaces solides à l'aide d'une matrice extracellulaire forte, composée 

d'exopolysaccharides, de protéines et d'ADN extracellulaire
273

. Il est intéressant de noter que 

le composant protéique de cette matrice a tendance à former des amyloïdes, fibrilles 

extrêmement stables à structure spatiale très ordonnée
274

 , chez de nombreuses bactéries, 

telles que Bacillus
275

et E.  coli 
276

. 

La formation de biofilms est une étape importante de la fixation de nombreux agents 

pathogènes sur des tissus de l’hôte 
277

. CalY joue un rôle clé dans les 2 processus, dans 

l'adhésion aux cellules d'insectes et dans la formation de biofilms, ce qui en fait un facteur de 

virulence très important de B. thuringiensis 
272

. Outre l'implication dans la formation de 

biofilm, il a été démontré que CalY augmentait les propriétés cytolytiques des protoxines 

Cyt1Aa (de 40 à 70%) et Cyt2Ba (de 6% à 50%) dans les érythrocytes de lapin
278

.   

f) Cytolysines 

Une toxine apparentée appelée alvéolysine a été mise en évidence chez B. thuringiensis. Cette 

toxine avait été initialement découverte comme facteur de virulence de Paenibacillus alvei, 

une espèce proche au genre Bacillus
279

. La sphaéricolysine et l'alvéolysine appartiennent à 

une classe de toxines qui sont les cytolysines. Les cytolysines sont activées par une fonction 

thiol (TACY) et agissent par la formation de pores entrainant la lyse cellulaire
280

. Ces 

cytolysines ont souvent été décrites comme facteurs de virulence chez les bactéries à Gram 

positif 
280

, alors que leur présence chez les bactéries à Gram négatif semble rare
281

.  

En effet, il a été démontré que la sphaéricolysine affecte 2 espèces phylogénétiquement 

éloignées telles que Blattella germanica (Blattodea: Ectobiidae) et Spodoptera litura 

(Lepidoptera: Noctuidae)
282

.  

2. Facteurs de virulence non protéiques de Bt 

a) Zwittermycine A 

Produite par plusieurs souches de B. thuringiensis et de B. subtilis, la zwittermycine A (ZwA) 

est un aminopolyol possédant des propriétés antibiotiques et antifongicides
283

. ZwA est 

constituée d’une partie urée-amide dérivée d’un acide aminé non naturel, l’albizzine et d’une 

partie diaminopentol. Elle présente une ressemblance structurale avec les polycétides 

(polyketides) dont beaucoup ont des activités antimicrobiennes.  
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La biosynthèse de ZwA est contrôlée par un groupe de gènes (9 cadres ouverts de lecture) sur 

un locus de 16 kb. Les protéines codées dans ces gènes forment un complexe 

macromoléculaire unitaire qui exploite toutes les étapes de la synthèse de l'antibiotique, y 

compris la formation de liaisons peptidiques extra-ribosomiques
284

. ZwA constitue le 

principal mécanisme d'autorésistance de B. thuringiensis à son propre antibiotique. Elle 

affecte un large spectre d'espèces bactériennes ainsi que certains eucaryotes, y compris les 

champignons phytopathogènes et les oomycètes
285

. Cependant, son mode d'action reste 

insaisissable. Bien que l'on sache que les souches résistantes d'E. coli  possèdent des 

mutations dans les gènes rpoB et rpoC codant pour les sous-unités de l'ARN polymérase, 

aucun effet direct de ZwA sur la transcription ou à un autre stade du métabolisme de l'acide 

nucléique n'a été démontré
286

. 

ZwA semble augmenter la virulence de B. thuringiensis et une surproduction de ZwA 

amplifie l'effet insecticide de souches de  B. thuringiensis contre des Lepidoptères 

(Spodoptera exigua et  Heliothis armigera)(Lepidoptera: Noctuidae)
287

. 

b) β-exotoxines  

Des toxines de faible poids moléculaires sont produites par certaines souches de B. 

thuringiensis, telles que les β-exotoxines
288

. En raison du maintien de leurs propriétés 

biocides après avoir été exposées à une température élevée, les β-exotoxines sont parfois 

appelées exotoxines thermostables de Bt, soulignant leur différence par rapport aux 

exotoxines protéiques thermolabiles. La fraction la plus répandue de cette classe est la 

thuringiensine ou Thu, également appelée β-exotoxine de type I
289

. La β-exotoxine de type II, 

découverte plus tardivement, constitue probablement un analogue similaire de l'uridine
290

. Sa 

biosynthèse est réalisée par un ensemble de 11 gènes, généralement situés sur des plasmides 

de grande taille
291

. L'activité cytotoxique de la thuringiensine est probablement due à sa 

similarité structurelle avec l'ATP, car elle est capable de se lier aux sites de liaison à l'ATP de 

l'ARN polymérase provoquant une inhibition de la transcription
292,293

. 

3. Bactériocines produites par B. thuringiensis 

a) Généralités sur la production de bactériocines chez B. thuringiensis 

B. thuringiensis est considéré comme un organisme modèle pour la production de métabolites, 

elle est actuellement utilisée dans la lutte biologique contre l’invasion d’insectes dans les 

cultures agricoles. Mais B. thuringiensis synthétise également des bactériocines. En 1989, 
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Favret et Younsten
294

 ont rapporté la détection d'un peptide synthétisé par une souche de B. 

thuringiensis, appelé thuricine.  

Jusqu'à présent, 18 bactériocines synthétisées par différentes souches de B. thuringiensis ont 

été identifiées. Parmi ces 18 bactériocines, se trouvent 5 substances inhibitrices qui 

ressemblent à des bactériocines et qui sont connues sous le nom de substances inhibitrices de 

type bactériocine (ou BLIS, pour bacteriocin-like inhibitor susbtance) 
295

. Ces bactériocines et 

BLIS présentent surtout une activité inhibitrice contre des bactéries à Gram positif, mais aussi 

vis-à-vis de bactéries à Gram négatif et contre les champignons (voir Tableau 16). Salazar-

Marroquín et al. (2016) ont classé les bactériocines produites par B. thuringiensis en 2 

groupes selon leur poids moléculaire : groupes A et B. Le groupe A est composé des 

bactériocines avec un poids moléculaire inférieur à 5 kDa et le groupe B de plus de 5 kDa. Ils 

ont subdivisé le groupe A en deux types: AI, bactériocine avec un seul peptide et AII, 

bactériocine à deux peptides (deux composants) 296. Il est à noter que la classification 

proposée par Salazar-Marroquín et al.(2016) ne répond pas aux critères de classification des 

bactériocines décrits par cotter et al 
182

. Plusieurs bactériocines produites par B. thuringiensis 

ne sont pas purifiées et leurs structures restent encore inconnues. 
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Tableau 16. Classification des bactériocines produites par B. thuringiensis selon Salazar-

Marroquín et al. 
296

 

 

b) Activité antimicrobienne de  B. thuringiensis contre des bactéries à 

Gram positif  

Différentes bactériocines et BLIS synthétisées par B. thuringiensis ont été étudiées parmi 

lesquelles : thuricine, thuricine S, thuricine Bn1, thurincine H, bacthuricine Bt103, thuricine 

7, entomocine 110, entomocine 9 et la CD thuricine.  

La plupart de ces bactériocines et BLIS sont à large spectre et inhibent différentes espèces 

bactéries à Gram-positif, telles ques certaines souches de B. cereus, qui synthétisent des 

toxines responsables de la diarrhée, et Listeria monocytogenes dont certains sérotypes sont 

responsables d’avortement et de méningites chez le nouveau-né 
297

. 

Barboza-Corona et al.,
295

 ont rapporté que des bactériocines et BLIS, telles que la thuricine, la 

thurincine H, la bacthuricine F4,  mais aussi morricin 269, kurstacin 287, kenyacine 404, 

entomocine 420 et tolworthcine 524, peuvent représenter une option thérapeutique 

intéressante pour contrôler une bactérie problématique, Staphylococcus aureus résistant à la 

méthicilline 
298

.  
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c) Activité antimicrobienne de  B. thuringiensis contre des bactéries à 

Gram négatif 

Certains membres des BLIS ont une activité inhibitrice vis-à-vis de Vibrio cholerae, bactérie 

qui reste encore problématique surtout dans certaines zones géographiques
184

. Les 

bactériocines et BLIS telles que bacthuricine F4, thuricine 7, morricine 269, kurstacine 287, 

kényacine 404, entomocine 420 et tolworthcine 524, ont un potentiel intéressant pour 

contrôler les bactéries à Gram négatif comme E. coli  et K. pneumoniae, bactéries très souvent 

rencontrées en pathologie humaine, pouvant être multirésistantes aux antibitioques296295
.  

d)  Activité antimicrobienne de B. thuringiensis contre les champignons  

Les champignons peuvent également être ciblés par certaines bactériocines produite par B. 

thuringiensis. Par exemple, la bactériocine Bn1 et l'entomocine 9 inhibent la croissance 

d'Aspergillus niger 
299

 un pathogène opportuniste qui est fréquemment présent dans les 

infections de l’oreille humaine et responsable d’infections pulmonaires chez des personnes 

immunodéficiente 
184

 

e) Potentielles applications des bactériocines de B. thuringiensis 

De part ses propriétes, B. thurengiensis est utilisée en agriculture. La recherche de production 

de bactériocines permet d’envisager aussi son utilisation pratique dans ce domaine. La 

Thuricine S est une bactériocine résistante à la chaleur et stable à une large gamme de pH. 

Elle inhibe non seulement les agents pathogènes à Gram positif, tels que L. monocytogenes et 

B. cereus, mais également un grand nombre d'agents pathogènes à Gram négatif comme 

comme S. enterica subsp. enterica et P. aeruginosa. L'utilisation de B. thuringiensis en tant 

qu'insecticide biologique, ainsi que des informations sur les bactériocines, comme la thuricine 

S, permettent son utilisation pratique en tant qu'agent antagoniste vis-à-vis des bactéries 

phytopatogènes telles que Pseudomonas syringae 
300

. La Thuricine Bn1 est synthétisée par B. 

thuringiensis subsp. kurstaki Bn1. Elle présente des propriétés bifonctionnelles en agriculture. 

Cette souche est active contre les insectes car elle produit une protéine cristalline
301

et contre 

les bactéries phytopathogènes, grâce à la production une bactériocine.  

D'autre part, le genre Bacillus comprend une grande variété d'espèces pouvant être utilisées en 

toute sécurité dans l'industrie. Par exemple, B. thuringiensis Bn1 qui produit la bactériocine 

Bn1 pourrait être utilisée comme conservateur alimentaire naturel
302

. En outre, les 

bactériocines sont intéressante en tant que biopréservatifs naturels pour le contrôle de la 
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dégradation et contre les bactéries pathogènes transmises par les aliments
303

. La Thurincine H 

inhibe la croissance de B. cereus, L. monocytogenes, Listeria innocua et Listeria ivanovii
304

. 

bactéries retrouvées à la fois chez les animaux et les humains
297

, et peuvent parfois être 

pathogènes
305

.  

La Bacthuricine F4 est une bactériocine stable au pH et à la température, ce qui indique que sa 

fonction bactéricide peut être préservée même dans des conditions extrêmes. Cela présente 

une caractéristique intéressante pour son utilisation dans l'agro-industrie. L'étude du spectre 

d'inhibition de cette bactériocine montre une activité contre d’autres souches bactériennes 

proche phylogénétiquement de B. thuringiensis et d'autres bactéries à Gram positif. Il est 

important de noter qu'il est très actif contre B. cereus, une des bactéries virulentes que l'on 

retrouver dans les produits agro-industriels
306

. Bien que cette bactériocine soit moins active 

contre les bactéries à Gram négatif, il est à noter que c'est la seule bactériocine produite par B. 

thuringiensis, qui présente une activité contre K. pneumoniae. 

La Thuricine 17 a été isolée d'une bactérie Bt qui favorise la croissance des plantes. Il a été 

démontré que la Thuricine 17 augmentait la croissance des plantes. Ce peptide est stable à la 

chaleur et biologiquement actif à un pH compris entre pH 1,00 et 9,25. De plus, la thuricine 

17 est la seule bactériocine de B. thuringiensis active contre E. coli  
307

. 

L’Entomocine 110 inhibe plusieurs bactéries à Gram positif, notamment L. monocytogenes, 

Paenibacillus larvae et d'autres espèces de Bacillus. P. larvae est une bactérie extrêmement 

importante dans le secteur de l'apiculture, car elle est responsable de la loque américaine, qui 

affecte les larves d'abeilles.  La Tochicinette présente une activité contre B. cereus et certaines 

sous-espèces de B. thuringiensis. Bien que son spectre d'activité ne soit pas clair, car il n'a pas 

été testé ni contre L. monocytogenes (comme pour la bacthuricine F4), ni sur S. aureus 

(comme pour la thuricine S, qui agit aussi sur L. monocytogenes). Pour cette raison, son 

application et son utilisation potentielle dans les traitements biomédicaux n’ont pas été 

complètement définies.  

La Thuricine Bt103 présente un large spectre d'inhibition contre les bactéries associées et 

différents pathogènes transmis par les aliments, tels que L. monocytogenes, B. cereus et la 

bactérie à Gram négatif phytopatogène, Agrobacterium tumefaciens. Par la suite, Kamoun et 

al,
308

 ont montré que la bacthuricine Bt103 pouvait être appliquée sur de la viande de bœuf 

crue dans le but d’éviter la contamination par L. monocytogenes.  
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La Thuricine 7 est un candidat idéal pour être utilisée comme agent antimicrobien alimentaire 

afin de contrôler les contaminants bactériens à Gram positif, sans interférer avec la croissance 

des bactéries lactiques 
184

.  

L'importance et l'impact de l'entomocine 9 font de la souche HD9 de B. thuringiensis un 

microorganisme attractif pour les applications biotechnologiques en tant qu'agent 

antimicrobien dans les secteurs agroalimentaire et agricole 
299

. 

L’efficacité de la thuricine CD contre les isolats d’origine clinique de Clostridioides difficile 

(ou Clostridium difficile), en particulier contre les souches virulentes, productrices de toxines,  

peut représenter un traitement potentiel le traitement de infections à C. difficile 
309

.  

Les BLIS (Bacteriocin-like inhibitory substance) comprennent les morricin 269, kurstacin 

287, kenyacine 404, entomocine 420 et tolworthcin 524, et ont été produites par les souches 

de B. thuringiensis isolées au Mexique. Ces BLIS ont démontré leur efficacité contre les 

bactéries à Gram positif et Gram négatif  (B. cereus et Vibrio cholerae), y compris des agents 

pathogènes pour l’Homme, et différents types d'infections fongiques. De plus, l'activité des 5 

BLIS mentionnées précédemment a été testée contre des isolats de S. aureus associés à une 

mammite bovine. Tous les isolats de S. aureus étaient sensibles aux 5 bactériocines de 

B.thuringiensis, principalement à la morricine 269 et à la kurstacine 287, suivies de la 

kenyacine 404, de l'entomocine 420 et de la tolworthcine 524
295

. 
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OBJECTIF DE LA PARTIE 3  

Bien que les bactériocines, avec un potentiel élevé, soient essentiellement produites par des 

bactéries lactiques, les membres du genre Bacillus, en particulier B. thuringiensis, émergent 

pour la recherche de bactériocines présentant de nouvelles activités. Ces bactéries et les 

molécules produites par ces bactéries, sont de bons modèles d'étude dans la recherche et le 

développement de nouveaux antimicrobiens contre les BMR. 

Dans le but de rechercher des substances à potentiels antimicrobiens pour lutter contre les 

bactéries multirésistantes de niveau 1 (critique) comme défini par l’OMS, l’objectif de ce 

travail a été, dans un premier temps, de tester différentes souches de B. thuringiensis contre la 

souche de K. pneumoniae multirésistante aux antibiotiques Kp5241 . Cette souche est 

productrice de la carbapénémase NDM-1 et de la BSLE CTX-M-15 
178

.  

Une des souches testées de B. thuringiensis, la souche BUMP103, a montré une activité 

d’inhibition de la croissance de Kp5241. Une précédente étude avait montré que la 

bacthuricine Bt103 (peptide de ~ 11 kDa) sécrétée par cette même souche avait une activité de 

type « bactériocine » sur des bactéries à Gram positif et à Gram négatif, comme 

Agrobacterium tumefasciens 
308

. Sa séquence N- terminale étant disponible (18 acides 

aminés) et en partant de l’hypothèse que l’action sur la souche Kp5241 pouvait être due à ce 

peptide, une recherche in silico a été effectuée dans les banques de données génomiques. Un 

gène codant potentiellement pour ce peptide a été identifié dans une souche de B. cereus 

(WP_0167610.1). Ce gène a pu être amplifié par PCR à partir de la souche B. thuringiensis 

BUMP103 et cloné dans un vecteur d’expression. Après sécrétion de la protéine recombinante 

chez la bactérie E. coli , son activité a été testée sur Kp5241.  
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Matériels et méthodes  

XXIV. Souches de B. thuringiensis étudiées 

Six souches de B. thuringiensis isolées de sol Tunisien ont été utilisées dans cette étude. Elles 

proviennent de la collection du Laboratoire des Biopesticides du Centre de Biotechnologie de 

Sfax (Tunisie). Les souches Bt-2, Bt-4, Bt-7, Bt-19, Bt-27 et Bt-103 (encore appelée Bt-

BUMP103) ont été testées contre la souche multi-résistante aux antibiotiques de K. 

pneumoniae, Kp5241 (voir partie 2).   

XXV. Criblage de l’activité antimicrobienne de Bt 

A. Méthode de diffusion à partir de puits (ou AWDA, pour agar well 

diffusion assay)
310

  

La méthode de diffusion à partir de puits a été réalisée sur un milieu gélosé de man, Rogosa et 

Sharpe (ou M.R.S., Oxoid). L’épaisseur de la gélose doit être de 5 mm ± 0,5 mm (40 mL pour 

une boîte de 90 mm de diamètre). Puis, des puits de diamètre de 6 mm sont creusés dans la 

gélose laissant un fond d’au moins 2 mm. Une suspension bactérienne de la bactérie à tester, 

Kp5241, a été réalisée en solution NaCl à 0,9%, pour atteindre une turbidité équivalente à 

celle de l’étalon 0,5 de la gamme de McFarland (Densimat, BioMérieux), ce qui correspond à 

un inoculum d’environ 1 à 2 x10
8
 UFC/mL pour K. pneumoniae. Après avoir écouvillonné la 

totalité de la surface de la gélose dans 2 directions avec cette suspension, un volume de 500 µl 

des substances ou surnageants de bactéries Bt, à tester a été déposé dans les puits.  

 

 

Figure 59. Méthode de diffusion sur milieu solide à partir de puits 
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Un disque d’antibiotique peut être utilisé comme contrôle positif et un puit contenant du 

milieu similaire, mais ne contenant pas la substance/souche à tester, comme contrôle négatif. 

Les géloses sont ensuite incubées pendant au moins 24h à 37°C en aérobiose. Des zones 

d'inhibition de croissance se forment autour du puits, en cas de réaction positive.  

B. Méthode de diffusion à partir de disque 

Cette méthode est similaire à celle de l’antibiogramme par la méthode de diffusion en milieu 

gélosé, excepté le dépôt d’un disque stérile (papier buvard) sur lequel est déposé une 

suspension de 20 µL de la substance (bacthuricine recombinante Bt103) ou surnageant de 

souches de Bt. L’écouvillonnage de l’inoculum de la souche de Kp5241 à tester est réalisé 

avant le dépôt des disques selon la méthode décrite précédemment. L’incubation est réalisée à 

30°C en aérobiose, pendant au moins 24h.  

C. Recherche in silico des gènes candidats et de leur signal de sécrétion 

A partir de la séquence N-terminale de 18 acides aminés (AVLPYDDVNITNTGILYE) de la 

bacthuricine 103 de la souche BUMP103 publiée par Kamoun et al. (2011)
308

, une analyse in 

silico de recherche dans les banques génomiques a été réalisée (NCBI BLAST), pour 

identifier un gène potentiel de la bacthuricine 103 par homologie de séquences protéiques. Le 

gène trouvé par cette stratégie a été nommé Bt103. Le signal de sécrétion de Bt103, chez les 

bactéries à Gram postif ou à Gram négatif a été prédit par le logiciel SignalP 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). 

D. Amplification par PCR du gène bt103  

L’amplification du gène bt103 par PCR a été réalisée en utilisant la GoTaq
TM

 polymérase et 

selon le protocole préconisé par le fournisseur (Promega). Cette amplification a été effectuée 

à partir de l’ADN total (~ 1 à 10 ng/µL) de B. thuringiensis souche BUMP103 ou d’autres 

souches de Bacillus, obtenu après extraction par ébullition (30 min à 100°C). Les amorces 

(BcDUF5065atg_S/BcDUF5065taa_AS, avec S pour sens et AS, pour anti-sens) ont été 

dessinées à partir du gène codant pour "DUF5065 domain containing protein" de B. cereus 

taxon 86661 (N° GenBank, WP016107670), et permettent d’amplifier la région codante de 

471 pb. Deux autres couples d’oligonucléotides ont été dessinés, plus en amont et en aval du 

gène afin de réaliser des PCR nichées. Le couples de primers, Bc-45_S et Bc+34_AS2 

permettent d’amplifier 45 pb en amont du codon d’initiation (ATG) et 34 pb en aval du codon 

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
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stop (TAA), avec une taille attendue d’environ 550 pb et le couple d’amorces, Bc-119_S et 

Bc+120_AS, permet d’obtenir un amplicon de 700 pb, correspondant à 99 pb en amont du 

codon ATG et 120 pb en aval du codon stop du gène bt103. La séquence des amorces est 

donnée dans le tableau 17.  

Tableau 17. Amorces utilisées pour amplifier le gène de la bacthuricine Bt 103  

Amorces Séquences (5’3’) Température 

de fusion 

BcDUF5065atg_S 

BcDUF5065taa_AS 

ATGAAATTAGGAAAATTAGCA 

TTACTTATTAATAGTGAAGAAATC 

51,4°C 

50,8°C 

BcDUF5065-45_S 

BcDUF5065+34_AS2 

GATTATAATTATAGAAATATTTAG  

CCCTATATGTTAAGGAAC  

47,3°C 

49,1°C 

BcDUF5065-119_S 

BsDUF5065+120_AS 

TGGGTGTATTTTCTTTCTATT  

CGAXTAGATAACTGAAGT 

50,1°C  

49,1°C 

 

E. Clonage du gène la bacthuricine Bt103 

Un clonage du gène bt103 a été effectué dans le vecteur pGEMT-Easy
TM

 (Promega), après 

extraction de l’amplicon sur gel (kit Macherey-Nagel). Ce vecteur utilise la technique du 

‘’TA-cloning’’ pour faciliter l’insertion des produits de PCR dans le vecteur linéarisé et 

permet la sélection de colonies bleues/blanches sur milieu contenant du X-Gal (5-bromo-4-

chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside). Le mélange de ligation a été fait selon les 

conditions du fabricant (Promega) et incubé à température ambiante pendant 16h. Après 

transformation de la bactérie E. coli  DH5alpha, les colonies blanches ont été analysées (PCR 

sur colonies) en utilisant les amorces universelles T7 et SP6. La taille attendue du fragment 

amplifié a été déterminée après électrophorèse en gel d’agarose. L’insert contenu dans ces 

plasmides recombinants a été vérifié par séquençage (Eurofins Societé).  

Des sites de restrictions NdeI et XhoI ont été rajoutés en 5’ et 3’ du cadre de lecture afin de le 

sous-cloner dans le vecteur d’expression pET-32 (Novagen) 

Plusieurs constructions ont été réalisées avec des amorces qui permettent d’amplifier le cadre 

ouvert de lecture du gène bt103, avec ou sans son signal de sécrétion et avec une amorce anti-

sens, sans codon stop afin de produire une protéine recombinante comportant une séquence de 

6 histidines, (ou Tag His, pour étiquette Histidine) (figure 60). 
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Afin de vérifier la fonctionnalité du signal de sécrétion de Bt103 (Gram positif) dans la 

bactérie E. coli  (Gram négatif), le clonage du gène de la thioredoxine (TRX) a été réalisé. Il 

comporte en N-terminal, le signal de sécrétion du gène de la bacthuricine Bt103, et il est 

fusionné en C-terminal avec 65 résidus (TNPA65) incluant un tag 8Hist. 

Ces constructions ont été utilisées pour transformer la souche E. coli  BL21-pLyS (qui permet 

l’expression du gène sous l’induction de l’IPTG, 1mM final). La bactérie contient un 

plasmide (pLysS) qui permet d’éviter ou de réduire les fuites du promoteur pT7 (promoteur 

de la RNA polymérase du phage T7) avant induction par l’IPTG, et prévenir ainsi tout risque 

lié à la toxicité de la protéine recombinante. Les bactéries transformées ont été sélectionnées 

sur milieu solide LB contenant de l’ampicilline à 100 mg/l (sélection des plasmides 

pET32a(+)) et  34 mg/l de chloramphénicol (maintenance du plasmide pLysS). 

 

Figures 60. Schéma du gène bt103 (en bleu) et de son environnement dans le vecteur 

pET-32a(+) pour les différentes protéines de fusions réalisées 

Sec (vert) : signal de sécrétion ; 6His (rouge) : étiquette Histidine, RBS : séquence de fixation 

aux ribosomes.  

F. Prédiction in silico de la structure de la bacthuricine Bt103  

Une prédiction de la structure secondaire de la bacthuricine Bt 103 à partir de sa séquence 

peptidique avec son signal de sécrétion et l’étiquette 6His a été réalisée par le logiciel  

psipred : (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/result/a8ccf08c-3a79-11e9-8747-00163e110593). 

Une prédiction de la structure tertiaire de la bacthuricine Bt103-6H a été réalisée par le 

Logiciel Phyre2 : (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/phyre2_output 

/017240e7686e30d7/summary.html).  

G. Production de la bacthuricine dans E. coli  BL21-pLysS 

Après vérification par séquençage, les contructions réalisées précédemment dans le plasmide 

pET-32a(+), ont été utilisées pour transformer E. coli  BL21-pLysS et des cultures ont été 

réalisées afin de produire la protéine recombinante.  

http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/result/a8ccf08c-3a79-11e9-8747-00163e110593
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/phyre2_output%20/017240e7686e30d7/summary.html
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/phyre2_output%20/017240e7686e30d7/summary.html
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Les bactéries ont été cultivées à 37°C en milieu LB jusqu’au milieu de la phase exponentielle 

(DO600nm de 0,5), puis de l’IPTG (1mM final) a été ajouté dans la culture pour induire 

l’expression de la bacthuricine (ou de la thiorédoxine-8H TNPA65 pour le contrôle de 

sécrétion), et une incubation pendant 16 h à 30°C a été effectuée à 30°C sous agitation (200 

rpm).  

Après centrifugation, le surnageant (protéine sécrétée) a été récupéré et passé au travers d’un 

filtre de 0,45 µm (Millipore). Les surnageants de chaque échantillon ont été lyophilisés, puis 

remis en suspension dans du milieu de culture dans le but de les concentrer 20 fois. 

Une autre stratégie pour concentrer les protéines du surnageant filtré a été de les précipiter 

avec une solution de sulfate d’ammonium à 50%, pendant 24 h à 4°C. Le culot contenant les 

protéines précipitées a été récupéré lors d’une étape de centrifugation (13 000 g, 20min 4°C). 

Le culot a ensuite été resuspendu dans un tampon 50mM HEPES pH7,5, 10% glycérol, 1mM 

DTT, 1mM EDTA. Puis cette suspension, très concentrée en sel, a été déposée sur une 

colonne Amicon3K (cutoff, 3kDa) pour éliminer le sulfate d’ammonium et pour la concentrer. 

Pour extraire la protéine sans signal de sécrétion, les culots bactériens ont été remis en 

suspension dans un tampon de lyse (50 mM de Tampon phosphate, pH 7,8 ; 300 mM de 

NaCl, 1mM de -mercaptoéthanol, 10% de glycérol, 1mg/ml de lysosyme contenant un 

cocktail d’anti-protéases (Complete Mini, EDTA-free Tablets, Roche), 1 mM de PMSF 

(fluorure de phénylméthylsulfonyle) et 2 μg/mL de DNAse. Après sonication des lysats (3 

fois, 20 sec à 4°C), le surnageant a été récupéré après centrifugation à 17 000 g pendant 20 

min à 4°C. Cette fraction soluble (FS) a été conservée à -20°C avant d’être analysée. Les 

culots ont été repris dans un tampon composé d’urée 8 M, 5% de SDS, 250 mM Tris-HCl, 

pH, 6,8 et 2% de β-mercaptoéthanol, et ce traitement permet de visualiser les protéines 

insolubles (FI, fraction insoluble). 
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H. Analyse des protéines  

1. Electrophorèse des protéines SDS-PAGE 

Les échantillons protéiques (surnageants de sécrétion, FS, FI) ont été séparés par SDS-PAGE, 

contenant 12% de polyacrylamide, selon le protocole décrit dans Sambrook et al 
311

. Un 

marqueur de taille Page Ruler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific) a été utilisé pour 

comparer les tailles des protéines étudiées. Une immersion du gel dans une solution de bleu 

de Coomassie pendant une nuit a été réalisée, puis une deuxième immersion dans une solution 

de méthanol 50% / acide acétique 10% pour décolorer le gel et visualiser les protéines. 

2. Révélation par Western-Blot   

Les protéines après SDS-PAGE ont été transférées sur une membrane 

PolyVinylDieneFluoride (PVDF, Thermo-Scientific). Le transfert (semi-sec) a été effectué 

pendant 15 à 20 min sous un ampérage de 115 mA.  

Après saturation pendant 16h, de la membrane de PVDF par une solution de saturation (lait en 

poudre dans tampon PBS), la membrane a été incubée pendant 2 h dans la solution 

d’hybridation contenant l'anticorps primaire (anti-6His de souris, dilué au 1/2000
ième

), puis 

après des étapes de lavage, une 2
ème

 incubation avec l'anticorps secondaire (anti-souris, dilué 

au 1/10000ème) conjugué à la peroxydase marquée. La révélation de la membrane a été 

effectuée avec les réactifs ECL (Luminol et solution de peroxyde, BioRad) et en utilisant 

l’imager ‘’ImageQuant LAS 4010 (BioRad).  
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Résultats  

XXVI. Mise en évidence de l’activité d’inhibition de croissance de Bt 

BUMP103 vis-à-vis de Kp5241 

En utilisant la méthode de diffusion à partir de puits (ou AWDA) et parmi les 6 souches de Bt 

testées, seule la souche Bt BUMP103 a montré une activité d’inhibition de la croissance de la 

souche Kp5241 de K. pneumoniae multirésistante aux antibiotiques. Ce test a été 

reproductible (Figure 61).  

 

 

Figure 61.  Deux tests AWDA indépendants de l’activité antibactérienne de Bt 

BUMP103 contre le bacille à Gram négatif, K. pneumoniae Kp5241. 

La zone d’inhibition (halo clair) est entourée d’un cercle rouge sur la figure. 

XXVII. Recherche du gène  codant pour la bacthuricine F013 par 

analyse in silico 

Kamoun et al. en 2011
308

 ont montré que la souche de B. thuringiensis BUMP103 sécrète une 

protéine d’~ 11 kDa, appelée bacthuricine Bt103. Cette protéine purifiée par une stratégie mal 

détaillée dans la publication, a été séquencée par spectrométrie de masse et seuls les 18 

premiers acides aminés ont été obtenus. Il a été montré que la bacthuricine Bt103 présentait 

une activité d’inhibition de la croissance de bactéries à Gram positif, telles que L. 

monocytogenes et B. cereus et présentait aussi une activité contre un bacille à Gram négatif 

appartenant au genre Agrobacterium subsp, une bactérie responsable de maladies chez les 

plantes. Aucune information n’est disponible sur le mode d’action de cette bacthuricine 

Bt103, mais Salazar-Marroquín et al.,
296

 dans une revue de la littérature publiée en 2016, la 

classent parmi les bactériocines de Bt, ayant un poids moléculaire de ~ 10 kDa.  

BUMP103 
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Partant de l’hypothèse que cette bacthuricine Bt103 pouvait peut-être être responsable de 

l’activité observée sur la souche Kp5241, de K. pneumoniae multirésistante, la séquence N-

terminale (AVLPYDDVNITNTGILYE) identifiée par Kamoun et al. 
308

, a été utilisée pour 

réaliser une recherche in silico d’homologie de séquences protéiques. Cette analyse a permis 

de mettre en évidence une protéine, ‘’DUF5065 domain containing protein" identifiée chez B. 

cereus taxon 86661 (N° accession GenBank, WP016107670) 

XXVIII. Recherche du gène bt103  

L’amplification par PCR à partir d'ADN total de B. thuringiensis, avec les amorces dessinées 

à partir de la séquence nucléotidique du gène de B. cereus taxon 86661, montre une 

amplification de la taille attendue de 471pb chez B. thuringiensis BUMP103 (Figure 62, 

gauche).  

Les 6 souches de B. thuringiensis utilisées dans notre étude, ainsi que 2 souches de B. cereus, 

ont aussi été testés par PCR avec les amorces Bc-45_S et Bc+34_AS2. Le résultat montre la 

présence de ce gène chez la souche de B. thuringiensis Bt4, mais pas chez les 4 autres souches 

(Bt2, Bt7, Bt19, Bt27) et les 2 souches de B. cereus testées (Figure 62, droite).  

 

 

. 

 

  M             Bt103 

550pb 

Figure 62. Amplification de gène de la bacthuricine Bt103 

avec différentes amorces amorces atg_S / taa_AS et  -45_S/+34_AS2 

Avec M : marqueur de taille, Bt: B. thuringiensis, Bt1: une souche contrôle négatif   
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XXIX. Analyse de la séquence du gène bt 103  

Le gène bt103 amplifié à partir de la souche B. thuringiensis BUMP103 a été cloné et 

séquencé. La séquence nucléotidique présente 100% d’identité avec le gène de B. cereus 

identifié in silico. 

La séquence du gène bt103 après sous-clonage dans le vecteur d’expression pET-32a(+), ainsi 

que la protéine de fusion générée sont montrés dans la figure 63. 

(A) 

GATCTCGATC CCGCGAAATT AATACGACTC ACTATAGGGG AATTGTGAGC GGATAACAAT 

TCCCCTCTAG AAATAATTTT GTTTAACTTT AAGAAGGAGA TATACATATG AAATTAGGAA 

AATTAGCATT AGTCGGAGCC TTAGCTTTAG GTGGTTTAAC AGCAGTTGGT ACAATCAACA 

CACCTTCTGC ATCAGCAGAC ACAGTACAAC ATGCAGTATT GCCATACGAC GACTGGGGGA 

TTACTAACAC AGGTATCTTA TATGAATGGA TTGAACCAAT GCCCGCTGAG TACAAAGAGC 

ATTTAATGCC AGCTTACGAA ACACAAAACT GGTTCACAGT CATTACAGAT GATGCTGGAT 

TAGTAGCTGG TAAAGACCAA GTTAAAATTT TCCGTGTATT AGATAATGGA GATTTATCTC 

GTTATAAAAC AATTGATTTC CATAAAGAGT GGGTTCTTCC GGGTAAAGCA GTATTTGATA 

CTCAAATCAC AGACGCTTAC GGACCTGGTA CATACGTAGC GGTTTCATAC ATTCACGGTA 

AACATTTAAA GAGTGATTTC TTCACTATTA ATAAGCCCCT CGAGCACCAC CACCACCACC 

ACTGAGATCC GGCTGCTAAC AAAGCCCGAA AGGAAGCTGA GTTGGCTGCT GCCACCGCTG 

AGCAATAACT AGCATAACCC CTTGGGGCCT CTAAACGGGT CTTGAGGGGT TTTTTGCTGA 

AAGGAGGAAC TATATCCGGA TTGGCGAATGGGACGCGCCC TGTA 

 

(B) 
MKLGKLALVG ALALGGLTAV GTINTPSASA DTVQHAVLPY DDWGITNTGI LYEWIEPMPA 

EYKEHLMPAY ETQNWFTVIT DDAGLVAGKD QVKIFRVLDN GDLSRYKTID FHKEWVLPGK 

AVFDTQITDA  YGPGTYVAVS YIHGKHLKSD  FFTINKPLEH  HHHHH 

 

Figure 63. Séquence nucléotidique (A) et peptidique (B) de la bacthuricine recombinante 

Bt103. 

La séquence de la protéine est notée en rouge, avec en violet la séquence du signal de 

sécrétion putatif. La séquence de l’étiquette 6-Histidines est notée en orange. Les codons 

d’initiation et de terminaison sont encadrés.  

XXX.         Prédiction de signal de sécrétion de la bacthuricine Bt103 

Le signal de sécrétion de la protéine Bt103 a été prédit in silico 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), ainsi que son site de clivage chez les bactéries à 

Gram positif et à Gram négatif. La prédiction de clivage de signal de sécrétion chez les 2 

groupe est différente. Chez les bactéries à Gram positif, un clivage est prédit entre les acides 

aminés (aa) position 30 et 31 : MKLGKLALVGALALGGLTAVGTINTPSASA  

(figures 64A). Chez les bactéries à Gram négative, le clivage est prédit entre les acides aminés 

21 et 22, libérant la séquence MKLGKLALVGALALGGLTAVG (figure 64B). 

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
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A B 

  

Figure 64.Prédiction de signal de sécrétion et de son site de clivage chez les bactéries à 

Gram positif (A) et chez les bactéries à Gram négatif (B) 

XXXI. Prédiction de la structure secondaire et tertiaire de la 

bacthuricine Bt103 

La séquence peptidique de la bacthuricine Bt103-6H (avec l’étiquette Histidine) sécrétée est 

dépourvue de pont disulfure et présente une taille théorique de taille de 14.95 kDa  

La prédiction de la stucture secondaire par le logiciel Psipred a montré que la bacthuricine 

Bt103 sécrétée contient 2 hélices α et 6 feuillets β (figure 65). Les 2 hélices se localisent dans 

la séquence N-terminale de la bacthuricine tandis que les feuillets sont situés sur le reste de la 

séquence.  
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Figure 65. Prédiction de la structure secondaire de la bacthuricine Bt103 

 

La prédiction par le logiciel Phyre2 de la structure tertiaire de la bacthuricine Bt103 a montré 

une organisation antiparallèle des feuillets β (fig 66). Elle révèle 100% d’homologie de 

structure avec une protéine de B. anthracis (accession MTA01000023), malgré une identité de 

séquence primaire de seulement 43%. La région N-terminale présente également une 

homologie structurale avec un motif endoglucanase de Eubacterium cellusolvens (figure 66). 

 

Figure 66. Prédiction de la structure tertiaire de la bacthuricine Bt103 par le logiciel 

Phyre2 
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XXXII. Analyse de la solubilité et de la sécrétion de la bacthuricine 

Bt103 chez E. coli  BL21-pLysS 

La bacthuricine recombinante Bt103 (+ Tag His) sans signal de secrétion (Bt103sec-, ~ 15 

kDa) ou avec son propre signal de sécrétion (Bt103sec+, ~ 17 kDa) a été produite dans la 

bactérie E. coli  BL21-pLysS. La thiorédoxine 8H TNPA65 (TRX), une protéine soluble, a été 

produite en parallèle sans (~22 kDa) ou avec (~ 27 kDa) le signal de sécrétion de Bt103 pour 

vérifier la fonctionnalité de ce dernier.   

La figure 67 B a montré que la protéine Bt103 sans signal de sécrétion est faiblement soluble 

avec une taille attendue d’~ 15 kDa, contrairement à la thioredoxine qui est produite dans les 

mêmes conditions en plus grande quantité. Il est à noter que sans le signal de sécrétion, cette 

protéine Bt103 n’est pas non plus, retrouvée dans la fraction insoluble.  

A                                                                    B 

 

Figure 67. Test de solubilité de la bacthuricine Bt103 sans signal de sécrétion 

A SDS-PAGE et coloration au bleu Coomassie des protéines 

B Western-blot après marquage avec un anticorps anti-His  

La zone où sont localisées les protéines d’intérêt est entourée en rouge.  

TRX : protéine contrôle+, Bt103 sec- : bacthuricine sans signal de sécrétion, FI : fraction 

insoluble, FS : fraction soluble, - : sans induction avec IPTG, + : après induction avec 1mM 

d’IPTG et M : marqueur de taille.  

 

  

M 
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La figure 68B montre que la protéine Bt103 avec son signal de sécrétion (~ 17 kDa) est 

soluble, et n’est pas détectée dans la fraction insoluble.  

 

A                                                                      B 

 

Figure  68. Test de solubilité de la bacthuricine Bt103 sans et avec signal de sécrétion 

A SDS-PAGE et coloration au bleu Coomassie des protéines 

B Western-blot après marquage avec un anticorps anti-His  

La zone où sont localisées les protéines d’intérêt est entourée en rouge.  

TRX : protéine contrôle + avec le signal de sécrétion de Bt103 

 Bt103 sec- et Bt103sec+, bacthuricine sans et avec signal de sécrétion, respectivement  

FI : fraction insoluble, FS : fraction soluble, - : sans induction avec IPTG, + : après induction 

avec 1mM d’IPTG et M : marqueur de taille. 

XXXIII. Analyse du surnageant de sécrétion d’E. coli  BL21-pLysS avec 

Bt103  

Les résultats présentés sur la figure 69 ont été obtenus avec la méthode de concentration du 

surnageant par lyophilisation. Un volume de 20 µL a été déposé par puits correspondant à un 

volume de surnageant d’une culture de 2 ml. 

La figure 69 montre que la protéine Bt103sec+ est visible dans le surnageant de sécrétion de 

culture, au contraire de la bacthuricine sans signal de sécrétion (Bt103sec-). La thioredoxine 

est également sécrétée avec le signal de la bacthuricine Bt103. Ainsi, le signal de sécrétion 

d’une bactérie à Gram positif (B. thurengienis) permet son export dans le milieu extérieur 

chez une bactérie à Gram négatif (E. coli ).  
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          A                                                                                 B 

 

Figure 69. Analyse de la sécrétion de la bacthuricine Bt103 sans ou avec son signal de 

sécrétion  

 A SDS-PAGE et coloration au bleu Coomassie des protéines 

B Western-blot après marquage avec un anticorps anti-His  

La zone où sont localisées les protéines d’intérêt est entourée en rouge.  

TRX : protéine contrôle+ avec signal de sécrétion, Bt103 sec+ : bacthuricine avec signal de 

sécrétion et Bt sec- : bacthuricine sans signal de sécrétion (contrôle -)  

Résultats obtenus après induction à l’IPTG 1Mm final  
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XXXIV. Tests préliminaires d’activité de la bacthuricine recombinante 

Bt103 

Avant de produire la protéine recombinante Bt103sec+ en grande quantité et de la purifier, 

nous avons voulu vérifier si elle était fonctionnelle. En effet, le clivage du signal de sécrétion 

ne s’est peut-être pas fait correctement et la présence de l’étiquette His modifie peut-être sa 

structure et son activité. Il est également possible qu’elle puisse subir des maturations post-

traductionnelles qui ne se feraient pas correctement dans la bactérie E. coli .  

La méthode de diffusion à l’aide de disque imbibé a été utilisée pour tester cette activité 

contre la souche de K. pneumoniae Kp5241. Des résultats préliminaires, présentés dans la 

figure 70, montrent une activité similaire du surnageant contenant la bacthuricine 

recombinante Bt103sec+ à celle de l’activité de surnageant de B. thuringiensis BUMP103. 

 

Figure 70. Test d’activité utilisant la méthode de diffusion à l’aide de disque imbibé 

avec signal de sécrétion (sec+)  et sans signal de sécrétion (sec-) 

  

Bt103 Bt103 
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Discussion  

L'utilisation massive des antibiotiques, chez l’homme et les animaux, a conduit à l’émergence 

de bactéries multirésistantes aux antibiotiques (BMR). Le traitement par les antibiotiques des 

infections causées par ces BMR est problématique
312

. On estime qu'en Europe environ 25 000 

personnes décèdent chaque année des suites d'infections causées par des BMR
313

. 

L’augmentation de ces bactéries oblige à rechercher et à développer de nouvelles voies et de 

nouveaux agents antimicrobiens pour combattre ce fléau. L'utilisation de bactériocines 

pourrait constituer une alternative intéressante 
303

. 

Certaines molécules produites par B. thuringiensis s’inscrivent dans des stratégies de lutte 

contre les insectes, virus, champignons, parasites... D’autres ont montré des actions contre des 

cellules cancéreuses, ainsi que dans la modulation du système immunitaire
184

 Certaines 

bactériocines de B. thuringiensis sont décrites comme ayant un large spectre d’activité contre 

les bactéries à Gram positif et négatif
296

.  

Dans cette étude, nous avons testé 6 souches de B. thuringiensis, bactéries de 

l’environnement, isolées à partir du sol tunisien, contre une bactérie à Gram négatif multi-

résistante aux antibiotiques. Seule la souche BUMP103 a montré une activité intéressante 

contre Kp5241. La même souche BUMP103 a été testée par Kamoun et al
308

 et avait montré 

une activité contre L. monocytogenes, B. cereus et A. tumefaciens. Cependant aucune activité 

n’avait été trouvée contre des souches d’entérobactéries (E. coli  et K. pneumoniae) sensibles 

aux antibiotiques actifs sur ces bactéries.  

Dans ce travail, nous avons cloné le gène codant pour la bacthuricine Bt103 et pour la 

première fois nous avons obtenu la séquence peptidique en totalité, contrairement à l’équipe 

de Kamoun et al
308

. Nous avons identifié un peptide d’~ 15kDa (17 kDa avec le Tag His), 

appelé Bt103. Cependant, les prédictions des structures secondaires et tertiaires ne nous ont 

pas éclairé sur son mode d’action  

La production d’une forme recombinante de Bt103 dans la bactérie E. coli  BL21-pLysS a 

permis sa sécrétion. Elle semble avoir une activité sur la souche multirésistante Kp5241. Une 

fois purifiée et obtenue en plus grande quantité, il sera intéressant de vérifier son spectre 

d’activité et son action à la fois sur des souches d’entérobactéries résistantes et sensibles aux 

antibiotiques.  
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Si son activité se confirme, ce sera la première fois qu’on démontrera que ce type de 

molécules peut avoir une action sur une souche de K. pneumoniae multirésistante (productrice 

de NDM-1).  

Notre stratégie pour produire la protéine Bt103 après sécrétion semble efficace et donner de 

bons rendements. Une purification ultérieure sur colonne de tamisage moléculaire (séparation 

selon la taille) et si nécessaire, sur colonne d’affinité (colonne de Nickel), devrait permettre de 

l’obtenir pure. Son analyse en spectrométrie de masse devrait nous confirmer sa séquence N-

terminale et le site de clivage du signal de sécrétion, ainsi que la présence d’éventuelle 

maturations post-traductionnelles.  

Cette procédure permet aussi la sécrétion de la thioredoxine. Une analyse de la sécrétion de 

différentes protéines (taille, solubilité, toxicité…) permettrait de vérifier si ce signal pourrait 

être efficace pour la sécrétion de protéines recombinantes chez la bactérie E. coli , très utilisée 

en biotechnologie.  

Conclusion  

Depuis des décennies, B. thuringiensis est une bactérie très utilisée dans le domaine agricole, 

en tant que bio-insecticide et appliquée, sans toxicité et sans entraîner d’effets néfastes, sur 

différentes cultures destinées à la consommation humaine. Dans cette étude, nous montrons 

pour la 1
ère

 fois que la souche Bt BUMP103 est active contre une souche multirésistante de K. 

pneumoniae et que le surnageant de la bacthuricine recombinante Bt103 produite chez E. coli  

BL21 semble conserver cette activité. Elle pourrait également être testée en synergie avec 

d’autres molécules (antibiotiques ou autres bactériocines) afin de potentialiser son effet et 

constituer une alternative thérapeutique intéressante pour le traitement des BMR.  

Par ailleurs, dans la littérature, peu de bactériocines de B. thuringiensis sont produites en tant 

que protéines recombinantes chez E. coli 
184,314

. Notre stratégie, si elle se confirme, pourrait 

permettre la production de ce type de molécules et faciliter leur application biotechnologique.  
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Conclusion générale 

En 2015, l'OMS a souligné la nécessité de la surveillance de la résistance aux antimicrobiens. 

Elle a pour but de regrouper les données épidémiologiques et cliniques sur les BMR, 

représentant les menaces les plus importantes pour la santé dans le monde. Le réservoir 

essentiel de ces BMR est le milieu hospitalier, où se trouvent réunies les conditions favorables 

à leur dissémination. Ces dernières années, certaines BMR ont également été trouvées dans le 

milieu communautaire.  

En plus de la résistance aux céphalosporines de 3
ème

 génération chez les entérobactéries 

surtout chez E. coli  et K. pneumoniae responsables parfois d’infections graves comme des 

bactériémies, des résistances enzymatiques aux carbapénèmes ont aussi émergé depuis la fin 

des années 2010, chez les bacilles à Gram négatif, tels que P. aeruginosa et K. pneumoniae. 

La colistine est redevenue un antibiotique prescrit pour le traitement d’infections humaines 

sévères liées à des bactéries résistantes à toutes les autres options thérapeutiques. Ceci a eu 

pour conséquence l’émergence de souches résistantes à cet antibiotique.  

 

En Tunisie, la surveillance des BMR dans les milieux communautaire et hospitalier nécessite 

davantage de contrôle. Une surveillance continue de la résistance aux antibiotiques est à 

encourager dans chaque établissement de santé. L’analyse des données de la surveillance est à 

la base de toute démarche permettant d’évaluer l’ampleur du problème et d’y apporter des 

correctifs et les solutions nécessaires.  

La détermination des mécanismes de résistance des antibiotiques et leur régulation permet de 

mieux comprendre et détecter les bactéries résistantes en clinique. Elle permet une meilleure 

prise en compte pour le développement de futurs antimicrobiens. Le pouvoir anti-infectieux 

des bactériocines associé à leur faible toxicité a suscité un vif intéret pour leur utilisation. La 

découverte des bactériocines et bactériocines-like actives sur des BMR peut être une 

alternative thérapeutique intéressante pour leur traitement.  
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