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Résumé 

Les infections à Klebsiella pneumoniae (KP) sont généralement nosocomiales. Les 

antibiotiques sont de moins en moins efficace dues à leurs utilisations abusives dont la conséquence 

est l’augmentation de la résistance des bactéries aux antibiotiques. En Algérie, KP est la première 

productrice de β-lactamases à spectre étendu (BLSE). Nous avons fait la caractérisation moléculaire 

et génomique de 219 souches de KP-BLSE isolées entre 2011 et 2012 provenant de l'Etablissement 

Hospitalier Universitaire d'Oran, 1er novembre 1954.  Nous avons étudié, le résistome, le virulome, 

les systèmes CRISPR-Cas, les prophages, la phylogénétique et les relations entre les différents 

clones. 

La confirmation du phénotype de résistance BLSE et l’identification des 219 souches a été 

réalisé par le test de synergie et MALDI-TOF/MS. 193 souches de KP ont fait objet pour la 

caractérisation moléculaire par PCR en temps réel (SYBR-Green) pour différents gènes de 

résistances aux antibiotiques. Le typage génomique par électrophorèse en champ pulsé (PFGE) a 

permis de sélectionner les souches pour le séquençage de leurs génomes.  Après trimming et 

assemblage des contigs, une caractérisation in silico a été effectuée pour le résistome, le virulome, les 

systèmes CRISPR, les prophages, la phylogénétique et les relations entre les différents clones. 

Sur un total de 193, 191 souches comportaient des enzymes du groupe CTX-M-1 (99,96%); 

dont 19 souches séquencées sont confirmées comme blaCTX-M-15. Une prévalence élevée de qnrB1 

(63,21%) et acc(6’)Ib-cr (71,5%) a également été observée. Une souche avait blaOXA-48. Une 

résistance à la céfoxitine a été observée dans six souches, dont quatre avaient CMYII. L'analyse de 

séquençage de trois souches a révélé deux variantes de pAmpC (blaCMY-2 et blaCMY-16). La PFGE a 

permis d’identifier les clones dominants faisait partie du groupe C 11 (n= 31). Le typage moléculaire 

a révélé 16 types de séquences distincts, parmi lesquels les clones pandémiques ST147 (n = 2), ST23 

(n = 1) et ST14 (n = 1). ST147 était le clone le plus répandu entre 2011 et 2012. La prévalence du 

système CRISPR-Cas était de 52,6%, deux sous-types sont trouvés I-E et I-E*. Deux souches avaient 

blaCTX-M-15 et  hébergées un prophage, mettant en évidence le rôle des phages dans la transmission des 

gènes de résistance. Il serait intéressant de séquencer plus de souches de KP dans le but est la 

surviellance de la résistance aux antibiotiques et l’hygiène dans les hôpitaux. 

Mots clés : Klebsiella pneumoniae, antibiotiques, résistome, virulome, infection  

nosocomiale, génome, Oran, Algérie. 



 

 
 

Abstract  

Klebsiella pneumoniae (KP) infections are generally nosocomial. Antibiotics are less and less 

effective due to their misuse, which results in increased resistance of bacteria to antibiotics. In 

Algeria, KP is the leading producer of extended spectrum β-lactamases (ESBL). We carried out the 

molecular and genomic characterization of 219 KP-ESBL strains isolated between 2011 and 2012 

from the University Hospital of Oran, 1st November, 1954. We studied the resistome, the viruloma, 

the CRISPR-Cas systems, the prophages, phylogenetics, and the relationships between different 

clones. 

Confirmation of the resistance phenotype and identification of the 219 strains was performed 

by MALDI-TOF/MS and the synergy test. 193 strains of KP were subjected for molecular 

characterization by real-time PCR (SYBR-Green) for different antibiotic resistance genes. Pulsed-

field electrophoresis (PFGE) genomic typing has made it possible to select strains for sequencing 

their genomes. After trimming and assembly of the contigs, an in silico characterization was carried 

out for the resistome, the virulome, the CRISPR systems, the prophages, the phylogenetics, and the 

relationships between the different clones. 

Out of a total of 193, 191 strains contained enzymes from the CTX-M-1 group (99.96%); of 

which 19 strains sequenced are confirmed as blaCTX-M-15. A high prevalence of qnrB1 (63.21%) and 

acc(6’)Ib-cr (71.5%) was also observed. One strain had blaOXA-48. Resistance to cefoxitin was 

observed in six strains, four of which had CMYII. Sequencing analysis of three strains revealed two 

variants of pAmpC (blaCMY-2 and blaCMY-16). PFGE allowed the identification of dominant group C11 

(n =31). Molecular typing revealed 16 distinct sequence types, including the pandemic clones ST147 

(n = 2), ST23 (n = 1) and ST14 (n = 1). ST147 was the most prevalent clone between 2011 and 2012. 

The prevalence of the CRISPR-Cas system was 52.6%, two subtypes are found I-E and I-E*. In two 

strains carrying blaCTX-M-15 was hosted in a prophage, demonstrating the role of phages in the 

transmission of resistance genes. It would be interesting to sequence more strains of KP for the 

purpose of antibiotic resistance survival, and hygiene in hospitals. 

Keywords: Klebsiella pneumoniae, antibiotics, resistome, virulome, nosocomial infection, genomes, 

Oran, Algeria. 



 

 
 

 

 الملخص 
اكمضبدا اأصاسحتاميتشفبب .ااعميمباعسبرةاعناعدوى(اهياKP) Klebsiella pneumoniae صاباب ااكليبسيبي ااكئوية الإ

اKPيمضبدا ااكحبية .افيااكجزاوئ،كاكحبية ااذا افعبكب اأقلاايسباسيءااستعمبكهباوهيامباةؤدياإكىامقبوم اأكسئامنااكسلتبئةبا

الاكتبم اابتب امنتجالأنزةم ااكطبفا)هياأهم اممتد اكييلالا اESBLبز ااكتيصابفااكجزةئياواكجبنيمي ااإجئاء اقمنب .)219 KP-

ESBLاا اابناكتياتماعزكهباخلالااكفتئة اادراس ا2591ولانيفمسئاأبكميتشفىااكجبمعياكيهئانااا1121وا1122ااكممتدة اقمنب .

ا امنظيمب  ا)الأذى(، ااكفيع  اقدرا  ااكمقبوم ، ااكعبثبCRISPR-Casقدرا  ااكطلاوع ،  (prophages)  ااكيلالا ،ا اتطير ،

اواكعلاقب اابنامختيفااكميتنيخب .ا

ا

واختسبرااكتآزر.ااMALDI-TOF/MSسلاك اابستعمبلاطئةق ااكطبفااكلتيياا125أجئةنباتأكبدااكنمطااكظبهئياكيمقبوم اوتحدةدا

(اSYBR-Greenحقبقيا)افيازمناPCRكيتيصابفااكجزةئيااتفبعلااكسيكبمبئازااكمتيييلاا KP سلاك امنا251إخضبعااتم

(امناPFGEكمختيفاجبنب ااكمقبوم اكيمضبدا ااكحبية .اسمحتاعميب ااكلتبا ااكجبنيمب اابكئحلانااكلهئابوياكيمجبلااكتسضيا)

    (اأجئةنباتيصابفافيااكييبلبينContigsانتقبءاسلالا اكتيييلااكجبنيمب ااكخبصا ااهب.ااعداتشذةباوتجمبعااكمتجبورا ا)

(in silico)اامنا امنظيمب  ا)الأذى(، ااكفيع  اقدرا  ااكمقبوم ، اقدرا  اتحدةد اتطيراCRISPR-Casأجل ااكعبثب ، ااكطلاوع ،

ااكيلالا ،اواكعلاقب اابنامختيفااكميتنيخب .

ا

(،امناابنهبا55.59)اCTX-M-1سلاك اعيىاإنزةمب امنامجميع اا252سلاك ،ااحتي اا251امقدرااـمناابناعدداإجمبكيا

اتأكا25 امتيييي  اسلاك  اجبنب  اأنهب اعيى اblaCTX-M-15د اجبنب  اتفشي اأةضب اكيحظ اكمب .qnrB191.12)ااوجبنب ا )

acc(6’)Ib-crا(52.9اسلاك اواحدةااحتي اعيىاجبنا.)blaOXA-48اكيحظنامقبوم اكيبفيكيبتبنافياست اسلالا ،ااحتي ا.

(.اblaCMY-16واblaCMY-2نااكجبنب ا).اتحيبلااكتيييلاكثلاث اسلالا اكشفاعيىانيعبنامCMY-IIا أراع امنهباعيىاجبنامن

ااكتسضيا) ااكلهئابوياكيمجبل ااكئحلان اPFGEسمحتاعميب  ااكمهبمن  ااكمجميع  امناتحدةد )C11اكشفتااكلتبا ا12)نا=اا .)

)نااST14(او2)نا=ااST23(،ا1)نا=ااST147أنياعامنااكتيييلااكمختيف ،اامبافبهباميتنيخب ااكجبوح اا29اكجزةئب اعيىا

اكبنااكمي2= اابناسنتيااST147تنيخا(. اانتشبرا االأكثئ اا.1121 وا1122هي انيس ااCRISPR-Casارتفبعاانتشبرامنظيم 

91.9اووجدانيعبنافئعببنا،I-EواI-E*افياسلاكتبناحبميتبناكبنتااكجبنب ا.blaCTX-M-15ميجيدةافياطلاوعاعبثب ،اوهياا

اةدلاعيىادورااكعبثبب افيانقلاجبنب ااكمقبوم .اسبلينامنااكمث كغئضااKPبئاكلاهتمبماإجئاءاتيييلاكيمزةدامناسلالا امب

ااستمئارااكمقبوم اكيمضبدا ااكحبية اواكنظبف افيااكميتشفبب .
ا

،امضبدا احبية ،اقدرا ااكمقبوم ،اقدرا ااكفيع ا)الأذى(،ا Klebsiella pneumoniae اكليبسيبي ااكئوية الكلمات المفتاح: 

ازاوئ.عدوىااكميتشفبب ،اجبنيمب ،اوهئان،ااكج
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 Productions scientifiques  

1. Articles 
Le premier article fait l’objet de mon thème de recherche concernant les infections 
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La découverte des antibiotiques a permis de faire considérablement reculer la mortalité 

associée aux maladies infectieuses au cours du 20ème siècle. Cependant face à l’utilisation abusive 

des antibiotiques les bactéries ont rapidement développé des mécanismes de résistance.  

Les β-lactames sont les antibiotiques les plus utilisés dans le traitement des infections 

bactériennes. Les β-lactamines ont été largement utilisés depuis 1980 pour le traitement des 

infections graves causées par des bactéries Gram négatives, mais la résistance contre ces groupes 

antibiotiques s’est produite rapidement dans le monde entier. La production des enzymes β-

lactamases est le principal mécanisme de la résistance bactérienne contre divers antibiotiques de 

cette classe. Plus de 200 types de Spectre Étendu des β-Lactamases (BLSE) différents ont été 

rapportés dans le monde entier à ce jour; ils étaient souvent identifiés dans la famille des 

entérobactéries. Klebsiella pneumoniae est la productrice de BLSE; après E. coli.  

Les infections à Klebsiella pneumoniae sont généralement nosocomiales et surviennent 

principalement chez des patients avec des défenses de l'hôte affaiblies. L'efficacité des 

antibiotiques utilisés actuellement est moindre et les infections sont de plus en plus difficiles à 

traiter. Ceci entraîne un surcoût dans les traitements, une difficulté à maîtriser les épidémies et des 

durées d’hospitalisation prolongées. Une meilleure connaissance des mécanismes moléculaire de 

résistance de souches clinique de KP pourrait améliorer le pronostic des patients et diminuer la 

pression de sélection des antibiotiques. 

1. Problématique 

Dans le monde Klebsiella pneumoniae est la  deuxième productrice de BLSE; après E. coli. 

En Algérie, le Réseau de la Surveillance de la Résistance des bactéries aux Antibiotiques 

(AARN)  rapporte qu’entre 2011 et 2013 Klebsiella pneumoniae est la 1ere productrice de BLSE. 

Au sein de l’Etablissement Hospitalier Universitaire 1er novembre 1954, Oran, Algérie 

(EHUO), les données du  les pourcentages de Klebsiella pneumoniae productrice de BLSE sont  

élevés (79,37% et 64%, entre 2011 et 2012 respectivement), ce qui l’a rend la première 

entérobactérie productrice de BLSE à EHUO responsable d’infection nosocomial. 

Due à ce haut pourcentage de résistance inhabituelle à EHUO, le laboratoire était intéressé 

de faire une étude moléculaire de la résistance de Klebsiella pneumoniae pour mieux comprendre 

ce problème de santé publique. 
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2. But du travail 

Le but de ce présent travail de recherche est de faire une caractérisation moléculaire  de 

souches cliniques de Klebsiella pneumoniae productrice de BLSE isolées à l’Établissement 

Hospitalier d’Oran 1er novembre 1954 ; par différentes méthodes de biologie moléculaire.  

Ainsi les objectifs fixés sont : 

 Le typage et la caractérisation de  quelques gènes de résistance aux antibiotiques de touts 

les isolats ; 

 Le typage génomique par électrophorèse en champ pulsé (PFGE) de tous les isolats et 

sélection des isolats présentatifs ; 

 Le séquençage du génome complet des isolats représentatifs ;  

 La caractérisation in silico pour le « Multi-Locus Sequence Typing » (MLST), tous les 

gènes de résistance aux antibiotiques, les réplicons, les gènes de virulence et du système 

immunitaire CRISPR-Cas des isolats séquencés ; 

  La phylogénétique des isolats séquencés, par deux approches  le « core genome MLST » 

(cgMLST) et les Single Nucleotid Polymorphism (SNP) du génome complet. 
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Les entérobactéries sont en général des hôtes normaux ou pathologiques du tube digestif de 

l'homme et des animaux. 

En 1937, Rahn propose de les rassembler au sein d’une seule grande famille : les 

Enterobacteriaceae. Les entérobactéries regroupent les bactéries à  Gram négatif de plusieurs 

genres de bactéries tels qu’Escherichia, Salmonella, Klebsiella, Shigella, présentant de fortes 

similitudes.  

La découverte des antibiotiques au milieu du 20ème siècle a permis de lutter contre les 

infections bactériennes. 

1. Structure générale des bacilles  à Gram négatif  

1.1 Paroi  

La paroi des bacilles à Gram négatif (BGN) est composée de la membrane externe, 

l’espace périplasmique et la de membrane périplasmique. Cette paroi donne leur forme aux 

bactéries ; elle constitue une interface d’échanges avec le milieu extérieur et surtout les protège 

contre toute agression extérieure (Figure 1) (Prescott et al., 2003). 

 

 

Figure 1. Paroi des bactéries à Gram négatif (Prescott et al., 2003). 
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1.1.1  Membrane externe  

La membrane externe sert de barrière de protection, régule le passage des sels biliaires, des 

antibiotiques et autres substances toxiques susceptibles de lyser ou d’endommager la bactérie. Elle 

empêche la perte des constituants comme les enzymes périplasmiques. La membrane externe se 

compose de : porines, lipopolysaccharide et lipoproteine de Braun (Figure 1) (Prescott et al., 

2003). 

1.1.1.1 Porines  

Les porines sont constituées de 3 protéines formant ainsi  des canaux étroits. De nombreux 

antibiotiques actifs sur les entérobactéries, comme les fluoroquinolones, utilisent la voie des 

porines pour aller jusqu’à leur site d’action (Prescott et al., 2003). 

1.1.1.2 Lipopolysaccharides (LPS)  

Les Lipopolysaccharides sont constitués par trois éléments : le lipide A, le polysaccharide 

central et la chaîne latérale O. Le lipide A s’insère dans la membrane externe et à partir de ce 

lipide se projettent, vers l’extérieur, le polysaccharide central et la chaine latérale O. Le 

polysaccharide central est constitué par un enchainement de sucres ; sa composition varie en 

fonction des bactéries. La chaine latérale O est dans le prolongement du polysaccharide central. 

Elle correspond à la partie terminale du LPS et est composée par un ensemble de sucres qui 

varient en fonction de la souche bactérienne (Figure 1) (Prescott et al., 2003). 

1.1.1.3 Lipoprotéine de Braun  

La lipoprotéine de Braun est insérée dans la membrane externe par son extrémité 

hydrophobe, et dans le peptidoglycane par liaison covalente (Prescott et al., 2003).   

1.1.2 Espace périplasmique  

L’espace périplasmique correspond à la zone située entre la membrane externe et la 

membrane plasmique. Il comprend notamment le peptidoglycane et les Proteines Liant les 

Pénicillines (PLP) (Figure 1) (Prescott et al., 2003). 

1.1.2.1 Peptidoglycane  

Les bacilles à Gram négatif comme les entérobactéries possèdent une couche mince de 

peptidoglycane, contrairement aux bactéries Gram positif comme les staphylococcus. Il représente 

5 à 10% du poids de la paroi (Prescott et al., 2003).  

Le peptidoglycane, appelé encore mureine, est un polymere constitué de plusieurs sous-

unités reliées entre elles. Chaque sous-unité est composée de 2 sucres, la N-acétylglucosamine 
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(NAG) et la N-acétylmuramique (NAM), et d’une chaîne tétrapeptidique. La chaine est composée  

par la L-Alanine, l’acide D-glutamique, l’acide mésodiaminopimélique et  la D-Alanine. Ce 

tétrapeptide est ensuite relié à la NAM. La liaison des tétrapeptides entre eux par un pont 

interpeptide permet d’obtenir un réseau dense de polymères. Les bactéries à Gram négatif 

possèdent moins de ponts interpeptidiques que les bactéries à Gram positif (Figure 1) (Prescott et 

al., 2003).  

1.1.2.2  Protéines Liant les Pénicillines (PLP)  

Les protéines liant les pénicillines sont des enzymes (transpeptidases et carboxypeptidases) 

associées à la face externe de la membrane cytoplamique. Leur rôle est d’assurer la synthèse du 

peptidoglycane. Ces enzymes sont la cible des antibiotiques comme les β-lactamines (Figure 1) 

(Prescott et al., 2003). 

1.1.3 Membrane plasmique  

La membrane plasmique représente la partie la plus interne de l’enveloppe bactérienne 

(Figure 1). Elle est composée de protéines, qui sont en proportions plus abondantes, et de lipides. 

Au sein de la bicouche lipidique coexistent deux types de protéines: 

 Les protéines « intrinsèques » représentent 70 à 80 % des protéines de cette membrane. 

Leurs régions hydrophobes sont enfouies dans la bicouche lipidique et leurs régions 

hydrophiles se situent à l’extérieur. Ces protéines peuvent être transmembranaires avec la 

région hydrophile qui traverse toute la bicouche lipidique. 

 Les protéines « extrinsèques » représentent 20 à 30 % des protéines. Elles sont hydrophiles 

et se situent à l’extérieur de la membrane, elles sont faiblement reliées à celle-ci. 

Cette membrane est une barrière perméable sélective : elle régule l’entrée et la sortie des 

substances nécessaires à la vie bactérienne. Des systèmes de transports permettent le rejet de 

déchets, les sécrétions et le passage des substances qui ne peuvent traverser directement la 

membrane plasmique (Prescott et al., 2003). 

1.2 Cytoplasme  

Le cytoplasme est la zone située entre la membrane plasmique et le matériel génétique. Il 

contient environ 15000 ribosomes représentant 90 % de l’ARN bactérien. Ce sont des organites de 

20 à 30 µm de diamètre. Leur constante de sédimentation est de 70 unités Svedberg [S] ; ils sont 

composés de 2 sous-unités de 50 et 30S. Ils sont le lieu de la synthèse protéique. De nombreuses 

inclusions de réserves énergétiques comme les granules de glycogène ou de poly-β-

hydroxybutyrate se retrouvent également dans le cytoplasme (Prescott et al., 2003).  
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1.2.1 Nucléoïde 

Le nucleoïde est le support de l’information génétique, il représente le chromosome 

bactérien. Le plus souvent, il s’agit d’un cercle unique d’acide désoxyribonucléique double brin, 

sur-enroulé grâce aux topo-isomérases (Prescott et al., 2003).  

1.2.2 Plasmides 

Les plasmides sont de l’ADN extra-chromosomique bi-caténaire généralement circulaire. 

Ils représentent 1 à 3 % de l’ADN total. Ils peuvent s’intégrer au chromosome ou se répliquer de 

façon indépendante à celui-ci. Ces plasmides peuvent porter des gènes de résistances aux 

antibiotiques. Étant transmissibles, ils peuvent disséminer cette résistance dans toute une 

population bactérienne (Prescott et al., 2003). 

1.3 Composants externes de la paroi bactérienne  

Les bactéries possèdent à leur surface externe un grand nombre de structures tels que les 

flagelles, les fimbriae et les pilis. 

1.3.1 Flagelles  

Les flagelles sont responsables de la mobilité. Ce sont des structures minces qui mesurent 

de 15 à 20 µm avec un diamètre moyen de 20 nm. Ils s’étendent à l’extérieur de la paroi cellulaire. 

Cette structure n’est pas visible en microscopie photonique par la coloration de Gram. La 

disposition de ces flagelles varie selon l’espèce bactérienne. Par exemple, chez Proteus vulgaris, 

les flagelles sont distribués sur toute la surface bactérienne, on parle de ciliature péritriche              

(Prescott et al., 2003). 

1.3.2 Fimbriae 

Les fimbriaes sont de minces appendices protéiques fins de plusieurs µm de long et 3 à 10 

nm de diamètre. Ils ne sont visibles qu’en microscopie électronique. Une bactérie peut être 

couverte de 1000 fimbriae. Certains de ces fimbriae ont un rôle d’adhérence sur les tissus de 

l’hôte. Les défenses antibactériennes reconnaissent ces fimbriae comme des antigènes majeurs 

(Prescott et al., 2003). 

1.3.3 Pilis  

Pilis sont les organes sexuels des bactéries. De 9 à 10 nm d’épaisseur et plus longs que les 

fimbriae, ils ont un rôle majeur dans les échanges génétiques entre les bactéries. Leur nombre peut 

varier de 1 à 10 par cellule (Prescott et al., 2003).  
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2. Antibiotiques  

Les antibiotiques sont considérés comme la révolution médicale de la deuxième moitié du 

20ième siècle car ils ont permis de faire considérablement reculer la mortalité associée aux 

infections bactériennes apportant ainsi un immense bénéfice à l’humanité. Le début de l’ère 

moderne des antibiotiques a été intimement associé à deux sommités : Sir Alexander Fleming et 

Paul Ehrlich (Aminov, 2012). 

2.1 Critères de classification des antibiotiques  
La classification des antibiotiques peut se faire selon: 

 L’origine : un antibiotique est élaboré par un organisme (naturel) ou produit de synthèse 

(synthétique ou semi-synthétique) (Courvalin et al., 2001; Walsh, 2003); 

 Le mode d’action sur : la paroi bactérienne, la membrane cytoplasmique, la synthèse des 

protéines ou, la synthèse des acides nucléiques (Neuman, 1990); 

 Le spectre d’activité : liste des espèces sur lesquelles les antibiotiques sont actifs (spectre 

étroit ou large) (Neuman, 1990); 

 La nature chimique : très variable, elle est basée sur une structure de base par exemple un 

cycle β-lactame sur laquelle il y a ensuite une hémi-synthèse. Cette dernière  permet de les 

classer en familles (β-lactamines, aminosides, tétracyclines… etc.) (Neuman, 1990). 

2.2 Principales familles des antibiotiques actifs sur les BGNs  

2.2.1  β-lactamines  
Les β-lactamines ont en commun un noyau β-lactame, elles présentent une analogie 

structurale avec la terminaison D-Ala-D-Ala du précurseur du peptidoglycane. Elles se fixent de 

manière covalente sur des protéines membranaires, appelées protéines de liaison à la pénicilline 

(PLP) (Cavallo et al., 2004) 

Parmi les β–lactamines on distingue: Les pénicillines, les céphalosporines. Il existe 

également des associations avec les inhibiteurs « acide clavulanique », les carbapénèmes et les 

monobactames (Cavallo et al., 2004), (Annexe 1). 

2.2.2  Aminosides ou aminoglycosides 
La streptomycine et la kanamicine étaient les premiers antibiotiques de la famille des 

aminosides qui n’est plus utilisée en clinique. Actuellement les plus utilisés sont la gentamicine, la 

tobramicine, l'amikacine, et la netilmicine (Sekhri-Arafa, 2010), (Annexe 2). 
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2.2.3  Quinolones 
Les quinolones de première génération dont le chef de file est l'acide nalidixique, 

n'agissent que sur les bacilles à Gram négatif et ne sont utilisées que dans le traitement des 

infections urinaires. Les quinolones de 2ème génération ou fluoroquinolones comprennent 

principalement la pefloxacine, l'ofloxacine et la ciprofloxacine. Elles sont bactéricides et sont 100 

fois plus actives que celles de la 1ère génération (Sekhri-Arafa, 2010), (Annexe 3). 

2.2.4  Sulfamides et triméthoprime 
Les sulfamides sont des analogues de l'acide para-aminobenzoïque. Le triméthoprime est 

un agent à large spectre, utilisé essentiellement en association avec un sulfamide (effet 

synergique) (Annexe 4).  

2.2.5  Nitrofuranes  
Les nitrofuranes sont des antibiotiques à large spectre. Ils sont utilisés exclusivement dans 

les infections urinaires (Singleton, 2005), (Annexe 5). 

2.2.6  Polymyxines  
Les polymyxines appartiennent à la classe des polypeptides cyclique. La colistine est 

l'antibiotique le plus utilisé (Nauciel et Vildé, 2001), (Annexe 6). 

2.2.7  Tétracyclines 
Les tétracyclines sont des antibiotiques à large spectre. Actuellement elles sont considérées 

comme simple marqueur phénotypique pour les Enterobactéries (Bergogne-Bérézin et 

Dellamonica, 1995), (Annexe 7). 

2.2.8  Chloramphenicol 
Le chloramphénicol est un antibiotique hydrophile à large spectre. Il est utilisé seulement 

comme marqueur phénotypique pour les BGN, sauf les Salmonelles et les Shigelles (Epaulard et 

Brion, 2009). 

Il est très actif pour le traitement de la fièvre thyphoïde, actuellement il est peu 

commercialisé en raison de sa toxicité (Epaulard et Brion, 2009), (Annexe 8). 

3.  Types de résistance aux antibiotiques 
Les résistances bactériennes aux antibiotiques peuvent être naturelles ou acquises. 

3.1 Résistance naturelle  (transfert vertical) 
La résistance naturelle aux antibiotiques, appelée aussi résistance intrinsèque est due aux 

gènes de résistance qui font partie du patrimoine génétique de la bactérie. La résistance naturelle 

c’est un caractère présent chez toutes les souches appartenant à la même espèce. Elle est fixe et 
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constante à l'intérieur du taxon et transmise à la descendance. Elle constitue un critère 

d'identification des bactéries et détermine le phénotype  « sauvage » des bactéries (Doublet, 2004). 

3.2 Résistance acquise (transfert horizontal) 
La résistance acquise ne concerne que quelques souches d’une même espèce ou bien d’un 

même genre, originellement sensible à un antibiotique donné (Mathur et Singh, 2005; Singleton, 

2005; Courvalin, 2008). 

 Elle est due à des modifications génétiques chromosomiques ou extra chromosomique; 

 Incorporation de nouveaux gènes codants pour des mécanismes de résistance. 

4. Mécanismes d’action des antibiotiques et la résistance aux antibiotiques 

4.1 Mécanismes d’action des antibiotiques  
Chaque antibiotique a une cible spécifique dans la cellule bactérienne. De ce fait, pour que 

l’antibiotique soit actif il cible les fonctions essentielles, par inhibition de la croissance 

(bactériostatique) ou qui entraine la mort de la cellule bactérienne (bactéricide). Les antibiotiques 

ont différentes cibles dans la bactérie (Figure 2. A). Les antibiotiques agissent sur : 

 La synthèse du peptidoglycane ; les β-lactames et les céphalosporines se fixent de manière 

covalente sur les PLP des bactéries en voie de croissance et donc sur la synthèse du 

peptidoglycane. Il en résulte une altération de la paroi ayant un effet létal pour la bactérie 

(bactéricide) (Livermore, 1987).  

 La synthèse d’ARN et ADN ; par inhibition des topoisomérases, enzymes intervenant dans 

la conformation de l'ADN, en particulier la topoisomérase II (ou ADNgyrase) et la 

topoisomérase IV. L’antibiotique se fixe sur le complexe formé par la topoisomérase et 

l'ADN (Drlica et Zhao, 1997). 

 La synthèse de protéines ; par inhibition en agissent préférentiellement sur la sous-unité 

30S et/ou la sous-unité 50S des ribosomes et cela au niveau des trois étapes principales de 

la traduction : initiation, élongation ou la terminaison (Drlica et Zhao, 1997). 

 Le métabolisme du folate ; en inhibant la dihydroptérate synthétase, d’où leur action sur la 

synthèse d'acides nucléiques (Kapoor et al., 2017). 
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Figure 2. Mécanismes de résistances des bactéries Gram-négatifs et les antibiotiques touchés 
(Ganewatta et Tang, 2015). 

4.2 Mécanismes de la résistance aux antibiotiques   
Huit mécanismes de résistance sont impliqués chez les bactéries à Gram négatif. Ces 

mécanismes comprennent, certains sont schématisés dans la Figure 2, A et B: 

 La perte de porines, qui réduit le mouvement de l’antibiotique à travers la membrane 

cellulaire (Poole, 2004); 

 La présence de β-lactamases dans l'espace périplasmique, ce qui dégrade les β-lactamines; 

 Une surexpression de la pompe d'efflux transmembranaire, ce qui expulse l'ATB à partir de 

la bactérie avant qu'il puisse avoir un effet; 

 La présence des enzymes de modification des antibiotiques, ce qui rend l'ATB incapable 

d'interagir avec sa cible; 

 Des mutations de la cible, qui empêchent l'ATB de se lier à son site d'action; 

 Des mutations ou des modifications ribosomales qui empêchent l'ATB de se lier et 

d'inhiber la synthèse des protéines ; 

 Des mécanismes de contournement métabolique, qui utilisent une enzyme alternative 

résistante pour contourner l'effet inhibiteur de l'antibiotique ; 

 Une mutation dans le lipopolysaccharide (LPS), qui rend la classe des polymyxines 

incapable de se lier à cette cible (Davies et Davies, 2010; Ganewatta et Tang, 2015). 
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5.  Supports génétiques de la résistance  
Les entérobactéries sont particulièrement efficaces pour échanger de l'information 

génétique et la résistance aux antibiotiques de ces espèces est souvent due à l'acquisition de gènes 

étrangers. Ces gènes ont été capturés à partir du chromosome d'espèces différentes. Ces 

mobilisations impliquent deux types différents d'éléments génétiques mobiles. Ceux qui sont 

capables de transférer ou de capter des gènes entre les molécules d'ADN tels d'insertion, les 

transposons, ou les cassettes des intégrons, et ceux qui permettent le transfert d'ADN entre 

cellules, tels que les plasmides conjugatifs et mobilisables ou les éléments intégratifs conjugatifs 

(ICE) (Furuya et Lowy, 2006). 

6.  Mécanismes de transfert  horizontal de gènes 
Il existe trois mécanismes bien connus de transfert d’ADN : la transduction, la 

transformation et la conjugaison. Un autre mécanisme, proposé récemment, permettrait 

également l’échange d’information génétique par des prolongements cytoplasmiques ou 

nanotubes (Figure 3) (Furuya et Lowy, 2006).  

Le support de l’information échangée peut être chromosomique ou extra-chromosomique. 

Les fonctions nécessaires au transfert peuvent être codées par la cellule donatrice, la cellule 

réceptrice ou l’ADN transféré (éléments génétiques mobiles) (Furuya et Lowy, 2006).  
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Figure 3. Représentation schématique du mécanisme de transfert de matériel génétique chez 

les bactéries (Furuya et Lowy, 2006). 
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Klebsiella pneumoniae  (KP) est une entérobactérie du genre Klebsiella. C’est un bacille 

Gram-négatif, germe opportuniste et responsable d’infections nosocomiales (Brisse et al., 2006). 

1.  Taxonomie 
Le genre Klebsiella a été nommé par Trevisan (1885) pour honorer le microbiologiste 

allemand Edwin Klebs (1834-1913) (Brisse et al., 2006). 

Le genre Klebsiella comporte six espèces ; deux espèces pricipales: Klebsiella oxytoca  et 

Klebsiella pneumoniae auxquels s’ajoutent des espèces moins fréquentes K. granulomatis, K. 

variicola, K. singaporensis et K. michiganensis (Brisse et al., 2006).  

L’espèce de Klebsiella pneumoniae est subdivisée en 3 sous espèces ; Klebsiella 

pneumoniae subsp. ozaenae, Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae et Klebsiella 

pneumoniae subsp. rhinoscleromatis (Figure 4) (Brisse et al., 2006; Brisse et al., 2013; Saha et al., 

2013). 

  

Figure 4. Taxonomie de Klebsiella pneumoniae et l’appartenance à la famille des 
entérobactéries. 
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2. Habitat 
KP est une espèce ubiquitaire. Elle peut être isolée de l’environnement (sols, eaux de 

surface, eaux usées, végétaux) ainsi que des flores commensales de l’homme et des animaux 

(Podschun et Ullmann, 1998; Brisse et al., 2006). 

3.  Caractères bactériologiques 

3.1  Caractères morphologiques  

Les colonies de Klebsiella pneumoniae sont d'un diamètre de 3 à 4 mm, lisses, bombées, 

brillantes, muqueuses, parfois filantes à l'anse de platine (Figure 5.A) (Avril et al., 2000; Brisse et 

al., 2006). 

Ce sont des bacilles à Gram négatif de 0.5 µm sur 3 µm environ, à extrémités arrondies, se 

présentant de manière isolée, groupés en diplo-bacilles ou en courtes chaînettes généralement 

capsulées. Cette bactérie se distingue par son immobilité constante, elle est asporogène, capsulée 

mais cette dernière peut être absente chez 5% des souches (Figure 5.B) (Avril et al., 2000; Brisse 

et al., 2006).  

 

Figure 5. Photographies d’une culture de Klebsiella pneumoniae et une observation au 
microscope éléctronique. 

Photographie A : Aspect macroscopique des colonies de Klebsiella pneumoniae après une culture 

de 18 heures, milieu CLED. Photographie B : Observation colorée (coloration de Gram) au 

microscope électronique de Klebsiella pneumoniae (Alamy, 2021). 

 

A             B 
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3.2 Caractères culturaux 

K.pneumoniae se développe en aéro-anaérobiose. Sur les milieux classiques d'isolement 

pour entérobactéries (Drigalski, Hektoen, Mac Conkey, EMB) après une incubation de 18 à 24 h à 

30 ou à 37 °C. En milieu liquide (bouillon nutritif, eau peptonée), la culture est rapide (quelques 

heures) à 30° et 37 °C pour K. pneumoniae avec parfois dépôt muqueux et collerette visqueuse en 

surface (Avril et al., 2000; Brisse et al., 2006). 

3.3 Caractères biochimiques  

K. pneumoniae présente les caractères généraux des entérobactéries : c’est une bactérie 

aéro-anaérobie facultative, fermentant le glucose et le lactose avec production de gaz, oxydase 

négative, catalase positive (Tableau 1) (Brisse et al., 2006). 

Tableau 1. Caractères biochimiques de Klebsiella pneumoniae (Brisse et al., 2006). 

Test Resultat attendu 

ONPG, KCN + 

H2S, desaminase, indole - 

Mobilité - 

VP + 

RM - 

Uréase +/- 

Citrate de Simmons + 

LDC + 

ODC - 

ADH - 

Production de gaz/ fermentation + 

Rhamnose + 

Arabinose + 

Sorbitol + 

Raffinose + 

Gélatinase - 

DNase, lipase - 

Les abreviations : ADH : Arginine DiHydrolase. KCN : Cyanure de potassium. LDC : Lysine 
décarboxylase. ODC : Ornithine décarboxylase. ONPG: Orthonitrophényl-β-D-galactopyranoside. 
RM: Rouge de Méthyle. VP : Voges-Proskauer. 
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3.4 Caractères antigéniques 

K. pneumoniae possède des antigènes communs avec ceux portés par les autres 

entérobactéries excepté l’antigène flagellaire du fait de son immobilité (Le Minor et Véron, 1989; 

Avril et al., 2000; Freney et al., 2000): 

 Antigène O : partie terminale du LPS ; 

 Antigène K : il existe au moins 77 antigènes K  décrits chez K. pneumoniae, K1 à K72, K74, 

K79 à K82 ; 

 Antigène de Kunin ou ECA (Enterobacteriaceae Common Antigen) : intérêt taxonomique ; 

 Antigènes d’adhésines (pili, fimbriae). 

4. Pouvoir pathogène de Klebsiella pneumoniae  

K. pneumoniae est l'agent causal de plusieurs types d'infections ; la pneumonie, la 

septicémie, l'infection urinaire, la bactériémie, la méningite et les abcès hépatiques pyogènes 

(Brisse et al., 2006). 

A l’hôpital, les infections dues à K. pneumoniae sont plus difficiles car elles prolongent la 

période d’hospitalisation des patients. Ces infections prolongées sont difficiles à traiter et 

pourraient également augmenter la fréquence de la mortalité (Podschun et Ullmann, 1998). 

4.1 Pneumonies 

Les pneumonies à K. pneumoniae peuvent être des pneumonies acquises en communauté  

ou en milieu hospitalier (nosocomiales). Elle est souvent une infection primaire. Les pneumonies 

nosocomiales à Klebsiella pneumoniae sont plus répandues que les pneumonies acquises en 

communautaire.  Dans l'ensemble, les pneumonies nosocomiales sont parmi les types les plus 

fréquents d'infections nosocomiales et sont la principale cause de mortalité parmi les infections 

nosocomiales (Magill et al., 2014; Paczosa et Mecsas, 2016). 

Bien que les pneumonies acquises en communauté soient assez courantes, ce sont des 

infections potentiellement graves qui peuvent progresser rapidement et mener à l'hospitalisation, 

soins intensifs, et des taux élevés de morbidité et de mortalité (Liam et al., 2001).  
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4.2 Infections urinaires  

Les symptômes des infections urinaires sont similaires à ceux provoquées par d'autres 

agents pathogènes bactériens notamment la dysurie, l'augmentation de la fréquence et de l'urgence 

de la miction et l'hématurie (Jacobsen et al., 2008; Wu et al., 2014).  

Ces infections urinaires peuvent généralement être traitées avec des antibiotiques. On 

s'inquiète car il y a de plus en plus de personnes porteuses de KP  résistantes de type BLSE et  

carbapénèmase dans leur tractus gastro-intestinal entraînant une augmentation de la morbidité et 

des séjours prolongés à l'hôpital (Brisse et al., 2006; Paczosa et Mecsas, 2016). 

4.3 Bactériémies  

 Les  KP provoquent également des bactériémies ; C’est la présence de bactérie pathogène 

dans le sang, ils peuvent être des bactériémies primaires ou des bactériémies secondaires résultant 

d'une propagation secondaire d'une infection primaire dans les poumons ou la vessie. De manière 

alarmante, les bactériémies à KP ont un taux de mortalité élevé entre 27,4 et 37% (Meatherall et 

al., 2009; Paczosa et Mecsas, 2016). 

4.4 Infections hépatiques, méningite  

Les KP hyper-virulentes causent des abcès hépatiques primaires dans les populations de 

patients qui ne semblent pas avoir de maladie hépatique (Podschun et Ullmann, 1998). Les 

infections hépatiques sont probablement déclenchées par une brèche dans les défenses de l'hôte 

dans le tractus gastro-intestinal qui permet au microbiote intestinal de dépasser la barrière 

gastrique et pénétrer aux tissus avoisinants. Ces infections peuvent provoquer d'autres infections 

secondaires à la suite d'une propagation hématogène ; les bactéries seront transportées dans le 

corps par le sang qui passe par le foie et provoquer par la suite de la méningite (Brisse et al., 2006; 

Lee et al., 2018). 

4.5 Autres types d’infections (la peau et les tissus mous)  

Les infections à KP peuvent également entraîner de graves infections de la peau et des tissus 

mous (tels que  cellulite « cellulitis », fasciite nécrosante et myosite), une endophtalmie et des 

abcès dans un certain nombre d'autres tissus (par exemple, cou, poumons et reins) (Keller et al., 

2013; Cheng et al., 2015; Paczosa et Mecsas, 2016). 
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5. Facteurs de risques 

Les facteurs de risque d’acquisition d’une nfection à KP en milieu hospitalier et 

communautaire sont nombreux (Paczosa et Mecsas, 2016) : 

 Les personnes immunodéprimées ou immuno-déficientes (les personnes âgées de plus de 

65 ans, cancéreux, nouveaux nés et les porteurs du virus HIV) ; 

 Les diabétiques ;  

 Les alcooliques ; 

 A l’hôpital : les patients nécessitant une ventilation mécanique ou des sondes urinaires (les 

transplantés, dialysés, les patients qui ont une pneumonie… etc.) ;  

 L'augmentation de l’utilisation anarchique des antibiotiques. 

6. Emergence et dissémination des KP résistantes 

La propagation de clones à haut risque est un processus complexe qui comprend des 

événements locaux, nationaux et internationaux. Bien que les voies de transmission puissent être 

énigmatiques, la littérature met en évidence de nombreuses voies de transmission présentées 

schématiquement dans la figure 6 (Navon-Venezia et al., 2017). 

Les modes de transmission peuvent impliquer une propagation de patient à patient en milieu 

hospitalier, une acquisition suite à des contacts avec des colonisateurs positifs, ainsi qu'une 

transmission via un voyage médical, et éventuellement à travers la chaîne alimentaire, les animaux 

de compagnie et les sources environnementales (Figure 6) (Navon-Venezia et al., 2017). 

6.1 Propagation d'origine médicale 

K. penumoniae  est considéré comme le pathogène principal des infections nosocomiaux 

(Pitout et al., 2015). Elle se propage d'une personne à l'autre. La colonisation peut durer jusqu'à 2 

à 4 ans (Conlan et al., 2016). Les porteurs ne développent pas toujours la maladie. K. pneumoniae 

peut survivre sur les surfaces des équipements hospitaliers. Les mesures de sécurité en cours d’une 

épidémie sont  la surveillance active, l'isolement strict des porteurs de K. pneumoniae et la 

division du personnel en un groupe soignant ;  un groupe s'occupant des patients infectés et l'autre 

travaillant uniquement avec des non-porteurs.  K. pneumoniae responsable d’infection 

nosocomiale peut avoir le potentiel d'émergence en communauté (Navon-Venezia et al., 2017). 
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6.2 Réservoir animal 

Les réservoirs possibles pour les clones de K. pneumoniae productrice de Carbapénèmase 

(KPC) en circulation sont des animaux qui peuvent échanger des agents pathogènes avec les 

humains via la chaîne alimentaire, un contact étroit ou une transmission professionnelle. Des KPC 

humains à haut risque ont été signalés chez divers animaux de compagnie dans la communauté: 

par exemple chez des chiens ou des animaux sauvages (Poirel et al., 2013; Coque et al., 2016; 

Navon-Venezia et al., 2017). Le rôle des animaux en tant que réservoir de clones de                     

K. pneumoniae à haut risque et son impact sur la santé humaine restent encore flous et devraient 

être étudiés (Navon-Venezia et al., 2017). 

6.3 Propagation internationale 

La propagation mondiale des clones à haut risque peut se produire en raison des voyages et 

du tourisme internationaux (Van Der Bij et Pitout, 2012). Cela peut inclure des déplacements pour 

raisons médicales, lors de voyages au cours desquels des personnes sont occasionnellement en 

contact avec des établissements de santé ou en visite dans un pays d'endémie. Les patients peuvent 

être transférés des régions épidémiques et propager un nouveau pathogène; ou un patient peut être 

soumis à une infection lors d'une hospitalisation dans un pays d'endémie (Zurfluh et al., 2015).  

Une surveillance active des patients de retour hospitalisés dans des zones d'endémie et des 

actions de contrôle des infections sont recommandées pour éliminer toute propagation 

supplémentaire et éviter de nouvelles acquisitions. Le transfert de clones à haut risque producteurs 

de BLSE peut être lié à la chaîne alimentaire et aux relations commerciales internationales comme 

la consommation d’aliments porteurs de plusieurs gènes de résistance. Une surveillance active doit 

être mise en place dans tous les établissements de santé; des mesures pour arrêter la contamination 

de l'environnement devraient être développées et utilisées de façon routinière (Navon-Venezia et 

al., 2017).  
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Figure 6. Emergence et probagation de Klebsiella pneuoniae à divers environements (Navon-
Venezia et al.,, 2017). 
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Chez les entérobactéries y compris Klebsiella pneumoniae, les principaux mécanismes de 

résistance sont: 

 Résistance aux ß-lactamines par inactivation enzymatique par les ß-lactamases; 

 Résistance aux fluoroquinolones par modification de la cible; 

 Résistance aux aminosides par inactivation enzymatique (Fauchère, 1997). 

Klebsiella pneumoniae possède différents variants du gène codant pour une pénicillinase 

chromosomique, qui confère la résistance naturelle aux pénicillines (amoxicilline, ticarcilline) 

(Stock et Wiedemann, 2001). 

Le résistome est défini comme l'ensemble de tous les gènes qui confèrent une résistance aux 

antibiotiques (D’Costa et al., 2006). KP joue également un rôle majeur dans la dissémination des 

mécanismes de résistance acquise notamment aux  β-lactamines, les aminosides, les quinolones, la 

tigécycline et les polymyxines (Navon-Venezia et al., 2017). 

1. Résistance de KP aux β-lactamines 

1.1 Classification des β-lactamases 

La première classification d’Amber dite structurale permet de classer les β-lactamases en 

quatre classes (A, B, C et D) (Ambler, 1980). La seconde est la plus récente et  la plus 

utilisée classification de Bush et Jacoby,  qui les classe selon leurs caractères fonctionnels et leurs 

substrats (antibiotique). Les enzymes de résistance sont classées en trois groupes:  

 Groupe 1 : les céphalosporinases qui ne peuvent pas être inhibé par l’acide clavulanique ; 

 Groupe 2 : le groupe d’enzymes qui peuvent être inhibées par l’acide clavulanique (sauf les 

groupes 2d et 2f) ; 

 Groupe 3 : les metallo-β-lactamases (Tableau 2) (Bush et Jacoby, 2010). 
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Tableau 2. Tableau résumant les classifications des β-lactamases d’après Amber (1980) et 
Bush et al., (2010).  

Bush et al. 
Classes 

Ambler 
groupes 

Substrats/Antibiotique 
Enzymes 

représentatives 
Acide 

clavulanique 

1 C Céphalosporines AmpC résistante 

2b A Pénicillines, céphalosporines TEM, SHV Sensible 

2be A Pénicillines, les 
céphalosporines à spectre 
élargi, monobactames 

TEM, SHV Sensible 

2d D Pénicillines, cloxacilline OXA  Résistante 
2e A Céphalosporines Céphalosporinases  

proteus vulgaris  
Sensible 

2f A Pénicillines, les 
céphalosporines et 
carbapénèmes  

NMC-A 
enterobacter 

cloacae 

Résistante 

3 B La majorité des β-lactames, y 
compris carbapénèmes. 

L1 
stenotrophomonas 

maltophilia 

Résistante 

1.2 Résistance de K. pneumoniae aux β-lactamines à Spectre Élargi (BLSE) 

Le terme BLSE a été proposé pour la première fois en 1988 (Jarlier et al., 1988). Klebsiella 

pneumoniae productrice de BLSE est capables d’hydrolyser les céphalosporines à large spectre, y 

compris les pénicillines autrement dites, une BLSE est une β-lactamase appartenant au groupe 

fonctionnel 2be (Classe A d’après Amber) et inhibée par l’acide clavulanique et qui peut 

hydrolyser les céphalosporines (Giske et al., 2009). Généralement, Les BLSE sont transmissible 

par plasmide entres les BGNs. Les enzymes BLSE les plus répandues sont CTX-M, TEM et OXA 

et leurs gènes sont blaCTX-M, blaTEM et blaOXA, bla pour β-lactamasase (Lahlaoui et al., 2014). 

1.3 Résistance de K. pneumoniae aux céphalosporinases, β-lactamases à médiation 
plasmidique (AmpC) 

La classe C correspond aux céphalosporinases d’après la classification de Bush et Jacoby., 

(2010) (Tableau 2). Les AmpC sont des β-lactamases plasmidiques,  hydrolysent 

préférentiellement les céphalosporines et les céphamycines à spectre étroit, large et élargi et 

résistent à l'inhibition par le clavulanate (acide clavulanique), le sulbactame et le tazobactam 

(Livermore, 1995; Philippon et al., 2002). 

Les AmpC, β-lactamases médiées par plasmide les plus couramment rencontrées 

appartiennent aux familles CMY, FOX, DHA et MOX codées par les gènes blaCMY, blaFOX, blaDHA 
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et blaMOX. Leurs prévalences ne sont pas exactes mais elles semblent moins courantes que les 

BLSE (Philippon et al., 2002). 

1.4 Résistance de K. pneumoniae aux carbapénèmes  

La résistance de K. pneumoniae est due à la production des carbapénèmases qui sont des 

enzymes capables d'hydrolyser les carbapénèmes. Ils ont émergé dans 3 des 4 classes moléculaires 

de Ambler : la classe A comprend notamment les enzymes de type KPC, la classe B, les métallo-

β-lactamases comme VIM ou plus récemment NDM-1 et enfin la classe D comprend des enzymes 

OXA (Queenan et Bush, 2007). 

1.5 Plasmides portant les gènes BLSE et carbapénèmases chez KP  

Peu d’études ont déterminé le type de réplicon des plasmides porteurs des gènes de 

résistance aux β-lactamine chez KP, elle peut avoir plusieurs plasmides en plus de son 

chromosome et 52 différents plasmides était rapporté, les réplicons les plus communs sont IncFII 

et IncL/M, IncFI, IncR et IncA/C (Navon-Venezia et al., 2017). Montrant ainsi la diversité des 

supports plasmidiques de la résistance aux antibiotiques chez KP (Tableau 3). 
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Tableau 3. Réplicons portant les gènes de résistance aux β-lactamines chez KP (Navon-
Venezia et al., 2017). 

 Gène de résistance Réplicons 

K
PC

 blaKPC-2 FIIk, FIBpkpQIL, R, N1(A/C2, R), X3(U), FIBpkpN3  
blaKPC-3 FIIk, FIBpkpQIL, R, N1, FIA-HI1 (X3), FIBpkpN3, I2, ColE 
blaKPC-4 N1 
blaKPC-5 X5 

NDM 
blaNDM-1 A/C2(R), FIIK, X3, N2, ColE, FIBpkpN3 
blaNDM-7 X3 

OXA 
blaOXA-48 L 
blaOXA-181 X3 

VIM blaVIM-1 N1(R) 
IMP blaIMP N1, N3, A/C2 
GES blaGES-5 N 

C
T

X
-M

 

blaCTX-M-3 M, HI2 
blaCTX-M-14 FII 
blaCTX-M-15 FIIk, FIBpkpN3, Rep3, HI1, FII, Y, FII, FIA 
blaCTX-M-17 ColE 
blaCTX-M-55 I1 
blaCTX-M-62 N3 

SHV 
blaSHV-7 A/C2 
blaSHV-12 N1, L, R, HI2 

A
ss

oc
ia

tio
ns

 bla KPC-3, blaSHV-12 X3 
blaNDM-1, blaCTX-M-15 FIIk, FIBpkpQil, HIB-FIB 
blaNDM-1, blaCTX-M-24 N1 
blaNDM-1, blaCTX-M-15, 

blaOXA-232 
HI1, R 

blaIMP-8, blaGES-5 ColE 
 

2.  Résistance de K. pneumoniae aux aminosides 

Les aminosides ont un large spectre antibactérien qui comprend les bactéries à Gram 

négatif et positif. Elle peut être chromosomique ou à mediation plasmidique. 

La résistance chromosomique aux aminosides chez KP touche la perméabilité cellulaire 

due à des altérations des systèmes de pompe à efflux (AcrAB-TolC et KpnEF) et à la perte de la 

porine putative, KpnO (Padilla et al., 2010).  

La résistance à médiation plasmidique est essentiellement due au groupe de gènes, les 

ARNr 16S méthyltransférases, conférent à une résistance aux aminosides, en modifiant par 

méthylation des sites de fixation de l’aminoside  à l’ARNr 16S (Skeggs, Thompson et Cundliffe, 

1985). Dix gènes ont été décrits armA, rmtA, rmtB, rmtC et rmtD, rmtE, rmtF, rmtG, rmtH et 

npmA avec prédominance du genre armA et rmtB (Wachino et Arakawa, 2012).  
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3.  Résistance de K. pneumoniae aux quinolones 

La résistance des entérobactéries aux quinolones de première génération (acide 

nalidixique, acide pipémidique) et aux fluoroquinolones (péfloxacine, norfloxacine, ofloxacine et 

ciprofloxacine) est due principalement à des modifications de leur cible: l'ADN gyrase. Cette 

résistance est croisée entre toutes les quinolones. Elle est progressive par accumulation des effets 

de mutations chromosomiques successives, l'acide nalidixique sera le premier touché puis la 

péfloxacine et la norfloxacine, ensuite l'ofloxacine et enfin la ciprofloxacine (Fauchère, 1997). 

Dans le cas de la résistance aux quinolones à médiation chromosomique, il y a une 

diminution de l'afflux de l’antibiotique dans la cellule (Poole, 2004). Cette résistance est due à des 

mutations chromosomiques dans les cibles de liaison des quinolones, l'ADN gyrase (sous-unités 

gyrA-gyrB) et la topoisomérase IV (sous-unités parC-parE) donc les mutations touchent les gènes 

gyrA, gyrB, parC et parE (Drlica et Zhao, 1997; Nam et al., 2013). 

Dans la résistance à médiation plasmidique, l'efflux de quinolones est augmenté avec une 

diminution de l'interaction du médicament avec la gyrase (topoisomérase IV) (Naeem et al., 

2016). La résistance aux quinolones médiés par des gènes nouvellement acquis à localisation 

plasmidique ont été décrits. Dans l’ordre chronologique de leur description, il s’agit des gènes 

qnrA, qnrB, qnrS, qnrC, qnrD et aac(6’)-Ib-cr (Strahilevitz et al., 2009). Il s’y ajoute qepA et 

oqxAB sont aussi des gènes codant pour la pompe à efflux spécifiques qui expulsent les quinolones 

à partir de la cellule bactérienne, contribuant ainsi à la résistance. 

4. Résistance de K. pneumoniae aux tétracyclines 

Le gène tetA code pour la pompe d'efflux contre les tétracyclines a été enregistrés dans des 

isolats de KP résistantes à la tétracyclines, la contribution de cette résistance n'est pas encore claire 

(Ahn et al., 2016).  RarA, RamA, RamR et AcrR interviennent dans la régulation positive de 

transcription des pompes efflux : AcrAB-TolC et OqxAB (Sekyere et al., 2016).  

D’autres gènes sont impliqués dans la résistance à haut niveau mais leurs rôles restent non 

connus telque l’expression diminuée d’une porine codé par le gène ompK35 (Branas et al., 2015). 
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5. Multi-résistance de K. pneumoniae (MRKP) 

La multi résistance aux antibiotiques c’est une résistance simultanée à plusieurs familles 

d’antibiotiques. Chez K. pneumoniae,  MRKP  peut englober des combinaisons de gènes de BLSE 

et/ou de carbapénémases avec des enzymes modifiant les aminosides, ou une association de 

carbapénémases CTX-M ou NDM avec des méthylases d'ARNr 16S (Krausse et al., 2016).  

Ces souches MRKP peuvent être pratiquement résistantes à toutes les classes 

d'antibiotiques disponibles, ce qui pose un grand défi aux cliniciens en raison des options de 

traitement disponibles limitées  (Fair et Yitzhak, 2014; Nordmann et Poirel, 2014).



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre 4 : Virulence chez Klebsiella pneumoniae
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KP utilise de nombreuses stratégies pour se développer et se protéger de la réponse 

immunitaire de l'hôte. Les facteurs de virulence chez K. pneumoniae constituent la capsule, qui 

sont : le lipopolysaccharide (LPS), les sidérophores, et les fimbriae, également connus sous le nom 

de pilis (Figure 7) (Paczosa et Mecsas, 2016).  

 

Figure 7. Représentation schématique de deux K. pneumoniae « classique » et « hyper-
virulente » (Paczosa et Mecsas, 2016).  Illustrant les quatre facteurs de virulence bien 
caractérisés : capsule, LPS, fimbriae (type 1 et type 3) et sidérophores.  

1.  Capsule  

Pour se protéger contre la réponse immunitaire de l'hôte, KP échappe à la phagocytose 

grâce à la capsule qui la rend plus difficile à être phagocytée. La capsule est une matrice 

polysaccharidique qui recouvre la cellule (Domenico et al., 1994). 

 Les K. pneumoniae ont des antigènes K qui sont de polysaccharides capsulaires. L’hyper-

capsule est associée avec l’hyper virulence et donc la pathogénicité de K.pneumoniae (Fang et al., 

2004 ; Yu et al., 2006). K1 et K2 sont associés à des souches hypervirulentes qu’on retrouve 

couramment en communautaire (Paczosa et Mecsas, 2016) . 

Le locus cps est un opéron chromosomique regroupant les gènes: wzi, wza, wzb, wzc, gnd, 

wca, cpsB, cpsG et galF (Arakawa et al., 1995 ; Pan et al., 2013). Les gènes rmpA et rmpA2 sont 

plasmidiques et régulent positivement la transcription des gènes de synthèse de la capsule (rcsA et 

rcsB) peut tous augmenter la production de la capsule (Hsu et al., 2011). Les gènes de la 

mucoviscosité; rcsA, rcsB et magA sont chromosomiques et peuvent augmenter l’épaisseur de la 

capsule (Yu et al., 2006). 
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1.1 Rôle de la capsule  

La capsule à quatre rôles définis pour la virulence et la défense de K. pneumoniae (Figure 8): 

1- Empêche la phagocytose et l'opsonophagocytose de la bactérie par les cellules 

immunitaires ; 

2- Entrave l'action bactéricide de peptides antimicrobiens tels que les β-défensines humaines 

1 à 3 et la lactoferrine en liant ces molécules à distance de la membrane externe (Llobet et 

al., 2011); 

3- Empêche les composants du complément, tels que C3, d’interagir avec la membrane, 

empêchant ainsi la lyse et l’opsonisation induites par le complément (Merino et al., 1992 ; 

Stover et al., 2015); 

4- Elimine l'activation fulminante de la réponse immunitaire, mesurée par la diminution de la 

production du « Reactives Oxygen Species» (ROS), d'IL-8, d'IL-6 et de TNF, en aidant à 

l'activation d'une voie dépendante de la NOD et en protégeant le LPS de la reconnaissance 

par les récepteurs des cellules immunitaires (Regueiro et al., 2010). 

 

Figure 8. Représentation schématique du rôle de la capsule dans la virulence chez                 
K. penumoniae (Paczosa et Mecsas, 2016). 
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2.  Lipopolysaccharides 

Le Lipopolysaccharide (LPS) est connu sous le nom d'endotoxine, est un composant 

majeur et nécessaire du feuillet externe de la membrane cellulaire de toutes les BGN (Figure 9). 

Bien qu'il existe une variation considérable des structures de LPS parmi les espèces bactériennes, 

il est typiquement composé d'un antigène O, d'un oligosaccharide central et d'un lipide A. Ces 

composants sont codés par des gènes dans les groupes de gènes wb, waa et lpx, respectivement 

(Merino et al., 1992; Majumdar et al., 2015) .  

Chez K. pneumoniae, il existe neuf sérotypes O principaux dont O1, O2 et O3, sont 

responsables de près de 80% de toutes les infections. Étonnamment, le nombre de sérotypes O 

signalés est faible, Les enzymes de biosynthèse de l'antigène O sont codées sur le locus rfb (Figure 

9) (Merino et al., 1992; Follador et al., 2016). 

Les gènes impliqués sont glf, kfoC, wbbM, wbbN et wbbO ce sont des gènes 

chromosomiques codant pour  des glycosyltranferase proteines. wzm et wzt sont des gènes 

chromosomiques qui codent pour ABC transport systèmes transmembranaires (Paczosa et Mecsas, 

2016). 

 

Figure 9. Organisation de rfb cluster (Follador et al., 2016). 

http://www.mgc.ac.cn/cgi-bin/VFs/gene.cgi?GeneID=VFG049062
http://www.mgc.ac.cn/cgi-bin/VFs/gene.cgi?GeneID=VFG049029
http://www.mgc.ac.cn/cgi-bin/VFs/gene.cgi?GeneID=VFG049073
http://www.mgc.ac.cn/cgi-bin/VFs/gene.cgi?GeneID=VFG049051
http://www.mgc.ac.cn/cgi-bin/VFs/gene.cgi?GeneID=VFG049040
http://www.mgc.ac.cn/cgi-bin/VFs/gene.cgi?GeneID=VFG049095
http://www.mgc.ac.cn/cgi-bin/VFs/gene.cgi?GeneID=VFG049084
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2.1 Rôles des LPS 

Les LPS (antigène O et lipide A) ont quatre rôles principaux (Figure 10) : 

1- Résistance au complément sérique : les souches qui ont l’antigène O complet « LPS lisse » 

résistent à la destruction par le complément (Merino et al., 1992). 

2- Antigène O se lie à C3b par complémentarité médiée, empêchant ainsi la liaison à la 

membrane de KP et par la suite la formation de pores (Marque et al., 1996). 

3- Lipide A protège KP contre les peptides antimicrobiens (telque les polymyxines) (Llobet et 

al., 2015). 

4- Activation de la réponse inflammatoire par le lipide A (Llobet et al., 2015).. 

Le système du complément joue un rôle crucial dans la défense humorale contre les agents 

pathogènes microbiens (Murphy et al., 2012). 

 

 

Figure 10. Rôle de lipopolysaccharide dans la virulence de K. pneumoniae (Paczosa et Mecsas, 
2016). 

 

 

 



Recherche bibliographique                                Chapitre 4. Virulence chez Klebsiella pneumoniae 
 

 

37 
 

3. Fimbriae de type 1  

Les fimbriae de type I sont  les principales structures adhésives, exprimés dans 90% des 

isolats cliniques et environnementaux de KP. Ils sont considérés comme facteurs de pathogénicité 

grâce à leurs structures adhésives filamenteuses pour se lier à la membrane des cellules (Struve et 

al., 2008; Stahlhut et al., 2009).  

Les gènes des fimbriae type 1 sont fimA, B, C, D, E, F, G, H, I et K (Struve et al., 2008; 

Rosen et al., 2015). 

3.1 Rôle de fimbriae type 1 

Le rôle est l’adhérence aux surfaces muqueuses ou épithéliales humaines qui se fait en trois 

étapes :  

 Augmentation de lectinophagocytose des macrophages et les neutrophiles par la sous-unité 

FimH (Stahlhut et al., 2009). 

 Invasion des cellules par sous-unités FimA (Struve et al., 2008). 

 Formation de biofilm  sur les surfaces abiotiques par la sous-unité FimA  (Struve et al., 

2008) (Figure 11). 

 

Figure 11. Représentation schématique des rôles de fimbriae de type 3 dans la virulence chez 
K. pneumoniae (Paczosa et Mecsas, 2016). 
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4. Fimbriae de type 3  

Les fimbriae de type 3 sont des filaments semblables à des hélices. Les fimbriae de type 3 

sont sensibles au mannose et ne lient donc pas le mannose. Les gènes qui code pour les fimbriae 

de type 3 sont mrkA; mrkB; mrkC; mrkD; mrkF; mrkH; mrkI; mrkJ. (Schurtz Sebghati et al., 

1998; Tarkkanen et al., 1998; Paczosa et Mecsas, 2016) 

4.1 Rôle de fimbriae type 3 

La fonction de fimbriae de type 3 au cours de l’infection à KP  est  la formation de biofilm. 

Les fimbriae de type 3 sont des structures adhésives en forme d’hélice qui liées  KP à la 

membrane de la cellule a infecté et même des dispositifs médicaux. Ils sont composés 

principalement de sous-unités MrkA, avec la sous-unité MrkD sur la pointe. 

 MrkD se lie à la membrane extra-cellulaire et augmente la production du (ROS) par les 

neutrophiles. 

 MrkA lie des surfaces abiotiques et biotiques c’est-à-dire avant l'utilisation des dispositions 

médicales et après lorsqu'elle rencontre l'hôte (Figure 12). 

 MrkB, -C et -E sont impliqués dans l'assemblage et la régulation de l'expression, tandis que 

MrkF est impliqué dans la stabilité de surface des fimbriae (Allen et al, 1991; Tarkkanen et 

al., 1998; Jagnow et Clegg, 2003). 

 

Figure 12. Représentation schématique des rôles de fimbriae de type 3 dans la virulence chez 
K. pneumoniae (Paczosa et Mecsas, 2016). 
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5.  Sidérophores et transporteurs du fer 

Pendant l’infection KP a besoin du fer, qui est un élément indispensable pour qu’elle 

puisse être invasive et doit être puisé de l’hôte. Cependant pendant la réponse immunitaire non 

spécifique, l'hôte le séquestre pour restreindre la croissance des pathogènes. Pour contourner ce 

problème KP produit les sidérophores et les transporteurs du fer (Bullen et al., 1972; Carniel, 

2001; Miethke et Marahiel, 2007). 

5.1 Sidérophores  

Les sidérophores, qui sont des molécules qui possèdent une plus grande affinité pour le fer 

que les protéines de transport de l'hôte ou le piéger dans l'environnement (Brock et al., 1991; Perry 

et al., 1999). KP codent plusieurs sidérophores : les entérobactine, les yersiniabactine, la 

salmochéline et l’aérobactine (Paczosa et Mecsas, 2016).  

5.1.1 Entérobactines  

L'expression des entérobactines est omniprésente chez les KP classiques et hyper-

virulentes. Ce sont des sidérophores, catécholates, prototypiques et ils ont la plus haute affinité 

pour le fer de toutes les siderophores (El Fertas-Aissani et al., 2013).  

Lors de l’inflammation, les mammifères (hôtes) produisent de la lipocaline-2 qui lie 

l'entérobactine pour former le complexe lipocaline-2/entérobactine empêchant ainsi la recapture 

par les récepteurs FepA sur la paroi de KP (Figure 13). Les entérobactines aident à la colonisation 

et à la dissémination de l’infection (Fischbach et al., 2006). 

Les gènes chromosomiques, entA, B, C, D, E et F codent les entérobactines et les gènes 

fepB, C, D et G codent les protéines de son transport. fepA codant pour son récepteur (Lai et al., 

2001; Lawlor et al., 2007; Hsieh et al., 2008; Müller et al., 2009). 

5.1.2 Salmochélines 

La salmochéline est une forme glucosylée de l'entérobactine. Cette modification est 

effectuée par des gènes trouvés sur le chromosome ou un plasmide dans le groupe de gènes  iroB, 

C, D et E. Le transport de la forme chargée en fer est médié par IroN. Cette modification empêche 

la liaison de la salmochéline par la lipocaline-2, empêchant ainsi la neutralisation des sidérophores 

et l'induction de l'inflammation par la lipocaline-2. Il est un déclencheur majeur de l'inflammation 

et de la dissémination bactérienne induite lors de l'infection à KP (Figure 13) (Hantke et al., 2003; 

Fischbach et al., 2005; Fischbach et al., 2006; Müller et al., 2009). 
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5.1.3 Yérsiniabactines 

Le yérsiniabactine est un sidérophore structurellement distincte de l'entérobactine et de la 

salmochéline et le facteur de virulence le plus courant associé aux infections pulmonaires 

humaines à KP (Lawlor et al., 2007).  

Contrairement aux entérobactines et les salmochélines, les yersiniabactines ne sont pas 

inhibés par la lipocaline-2 mais leurs fonctions sont réduites en présence de la molécule hôte 

transferrine (Figure 13) (Bachman et al., 2011; Paczosa et Mecsas, 2016). 

Les protéines nécessaires à la synthèse de la yersiniabactine sont codées par les gènes irp, 

et il est prédit que les transporteurs nécessaires à la sécrétion de ce sidérophore sont codés par les 

gènes ybt et fyu, et le récepteur de capture est codé par ybtQ (Bach et al., 2000; Lawlor et al., 

2007; Hsieh et al., 2008).  

5.1.4 Aérobactines  

L’aérobactine est le sidérophore le plus commun sécrété par des KP hypervirulentes et 

associé à l’hypercapsulation. La fonction d'aérobactine sidérophorique est nécessaire pour réussir 

une infection par KP hypervirulente dans les infections (Figure 13) (Vernet et al., 1995; Miethke 

et Marahiel, 2007; Yu et al., 2008) . 

Aérobactine cluster de gènes ; iucA, B, C et D, avec le transporteur d'aérobactine iutA sont 

transportés sur le même plasmide de virulence portant le gène rmpA responsable du phénotype 

mucoide (Nassif et Sansonetti, 1986; Hsieh et al., 2008; Russo et al., 2014). 

 

Figure 13. Représentation schématique du rôle des sidérophores dans la virulence chez K 

pneumoniae (Paczosa et Mecsas, 2016). 
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5.2 Transporteurs du fer  

Chez KP, le système de transport du fer est impliqué dans son acquisition. Le système est 

codé par un groupe de gènes KfuA, B et C (Fang et al., 2007; Hsieh et al., 2008; Jung et al., 2013). 

6.  Autres facteurs de virulence  

De nouveaux facteurs de virulence ont été identifiés. Ces facteurs comprennent les OMPs, 

pompes à efflux et les gènes impliqués dans le métabolisme de l’allantoïne. 

6.1  Outer Membrane Proteins (OMPs) 

Les OMPs sont importantes pour la virulence de KP.  

La lipoprotéine associée au peptidoglycane (Pal), la lipoprotéine muréine (LppA) et la 

protéine de la membrane externe A (OmpA) sont des protéines de la membrane externe (OMPs) 

dominantes sont importantes pour la virulence de KP, s’y ajoute les porines. 

 Les lipoprotéines Pal et LppA, jouent un rôle essentiel dans le maintien de 

l'intégrité de l'enveloppe cellulaire et à l'imperméabilité sélective de la membrane 

cellulaire d'une manière indépendante des LPS et de la capsule, offrant à KP un 

pouvoir contre les détergents anioniques et certains antibiotiques (Hsieh et al., 

2013; Paczosa et Mecsas, 2016). 

 OmpA favorise la virulence de KP en jouant un rôle contre la réponse immunitaire 

innée de l’hôte  (Jeannin et al., 2002; Gosset et al., 2003). 

 Les porines servent comme canal permettant l'entrée d'antibiotiques dans les 

bactéries. OmpK35 et OmpK36 sont des porines qui sont souvent mal ou pas 

exprimées dans les souches de K. pneumoniae résistantes aux antibiotiques donc 

c’est leurs pertes qui rendent la bactérie résistante aux antibiotiques (Hernández-

Allés et al., 2000). 

6.2 Pompes d’efflux 

AcrA et B est une pompe d'efflux qui a été impliquée à la fois dans la virulence et dans la 

résistance aux antibiotiques chez KP, leurs fonctions sont probablement médiées par l'exportation 

de molécules hôtes nuisibles ou d'antibiotiques hors de la cellule bactérienne (Padilla et al., 2010; 

Bialek-Davenet et al., 2015).  
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6.3 Métabolisme de l'allantoïne, facteurs de nutrition 

  Le métabolisme de l'allantoïne est une méthode par laquelle les bactéries peuvent obtenir 

du carbone et de l'azote de leur environnement. L'allantoïne est un intermédiaire métabolique de la 

dégradation des purines par divers organismes et c’est une source d'azote et source de carbone 

chez KP. Le rôle du métabolisme de l’allantoïne est de fournir une source d'azote pour augmenter 

la virulence de KP. Le groupe de gènes impliqué de ce métabolisme est : allA, B, C, D, R et S 

(Figure 14) (Chou et al., 2004; Yu et al., 2008). 

 

Figure 14. Carte métabolique de la voie de dégradation de l'allantoïne (Cusa et al., 1999). 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre 5 : Système de défense immunitaire chez 

Klebsiella pneumoniae.
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Un système de défense immunitaire a été découvert chez les archées contre les autres 

microorganismes. Il est présenté sous forme de séquences de Clustered, Regularly Interspaced 

Short Palindromic Regions (CRISPR) arrays. Chez les procaryotes, prés de  47 %  des bactéries et  

80 %  des archées portent des CRISPR-Cas systèmes dans leurs génomes (McDonald et al., 2019). 

Le système CRISPR-Cas fait l’objet de plusieurs travaux de recherche comme traitement 

contre le cancer, les maladies génétiques et comme substitution aux antibiotiques et donc une 

avancées pour la pharmacogénétique. 

1.  Organisation de CRISPR locus chez les procaryotes 

Les séquences  d’un system CRISPR-Cas actif dans les génomes procaryotes sont 

abondantes et variables. Ils comprennent le locus CRISPR non codant (array), contenant des 

séquences répétées et identiques (direct repeats)  en alternance avec  séquences uniques (spacers), 

accompagné de deux déterminants: les gènes cas et la séquence leader (Figure 15) 

(Szczepankowska, 2012). Par ailleurs, les spacers ont des motifs conservés de trois nucléotides 

aux extrémités 5’ ou 3’ appelées Protospacers Adjacent Motifs (PAM)(Aklujkar et Lovley, 2010). 

 

Figure 15. Organisation caractéristique d’un locus CRISPR (Szczepankowska, 2012). 
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2.  Système CRISPR-Cas chez KP  

Deux soustypes du système CRISPR-Cas ont été détectés chez KP ; I-E et I-E* (Figure 

16), qui sont chromosomiques (Shen et al., 2017).  

Le soustype I-E est compris dans la région iap – cysH et le sousbtype I-E* a en aval du 

système de transport ABC et en amont du gène de la glyoxalase (Shen et al., 2017; Mackow et al., 

2019).  

L’opéron cas pour les deux soustypes sont les mêmes huit gènes cas à la différence de 

l'emplacement relatif du gène cas6, qui s'est déplacé de l'aval de cas7–cas5 vers l'amont (Figure 

16). I-E a un seul locus alors que I-E* a deux loci de part et d’autre de l’opéron cas (Shen et al., 

2017). 

Chaque locus a son propre leader qui vient juste avant le premier DR. Le leader est une 

séquence promotrice (entre 20 à 500 pb) qui initie et  régule la transcription du locus. Comme 

chez tous les procaryotes, le promoteur une boite TATA (-10) et une boite BRE (-50).  

Chez KP, les DRs forment une structure en boucle car elles ont une séquence semi 

palindromique (voir figure) et constitue le soit. Par ailleurs, les spacers codent pour l’ADN 

étranger tel que les phages, plasmides et les chromosomes pour reconnaitre le non soit et 

déclencher une réaction immunitaire (Shen et al., 2017). 

Chez Klebsiella pneumoniae, les PAMs sont à l’extrimité 5′: 5′-AAG-3′ ou 5′-ATG-3′ pour 

le sous-type I-E et 5′-NAA-3′ pour le sous-type I-E* (Shen et al., 2017).  
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Figure 16. Architecture des locus et organisation des gènes des systèmes CRISPR et les différents DRs et leurs structures secondaires 
chez KP. Les losanges blancs représentent les locus CRISPR, et les flèches bleues représentent le gène cas sauf cas6 (flèches rouges). Les 
flèches grises et noires représentent les gènes en amont et en aval des loci CRISPR, respectivement. Les flèches jaunes représentent les 
transpositions (Shen et al., 2017).. 

C 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre 6 : Epidémiologie moléculaire de 
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Il s’agit de l’épidemiologie moléculaire des  gènes de  la résistance aux antibiotiques : les 

β-lactamines, les aminosides, les quinolones… etc. La résistance de K. pneumoniae est un 

probleme de santé publique partout dans le monde et dans les pays du tièrs monde telque Algérie. 

1. Épidémiologie moléculaire des β-lactamases chez KP dans le monde 
Epidémiologie moléculaire β-lactamases chez Klebsiella pneumoniae dans le monde est 

basée sur plusieurs articles scientifiques publiés entre 2000 et 2018. 

KP est très diversifiée et dans certains cas, des souches résistantes semblent s'être 

répandues dans tous les pays au fil du temps. De plus, certaines souches ont acquis 

indépendamment des gènes de résistance aux antibiotiques, probablement en réponse à un 

antibiotique (Moradigaravand et al., 2017). 

Le spèctre des infections et l'épidémiologie de KP ont radicalement changé à partir des 

années 1970, lorsque ce micro-organisme a été identifié en milieu hospitalier. En plus de 

l'efficacité de colonisation considérable, la résistance aux antimicrobiens a permis à KP de se 

propager rapidement dans les établissements de soins de santé (Tzouvelekis et al., 2012). La 

fréquence de l'association de la bactérie avec les cas d'infections hospitalières, ainsi que les taux 

de mortalité élevés dus à KP justifient la surveillance dans les milieux hospitaliers (Landman et 

al., 2007). Les données d'une enquête publiée en 2005 ont montré que le nombre de souches 

positives BLSE augmente dans le monde de 30% à 60% des souches de Klebsiella (Paterson et 

Bonomo, 2005). 

1.1 Europe 

  Le gène blaCTX-M-15 est majoritairement présent sur le continent européen (da Silva et al., 

2019).  L'origine du gène blaCTX-M-15 identifié chez KP au Portugal puis en France chez les clones 

ST336 et ST11, respectivement (Rodrigues et al., 2014; Jayol et al., 2016). Dans un hôpital 

portugais, l'augmentation de l'incidence du CTX-M-15 et SHV et de plusieurs autres types de 

BLSE sont associées à l'augmentation des clones épidémiques MDR-KP. blaOXA-48 et blaCTX-M-15 

étaient responsables d'une épidémie majeure impliquant 44 patients dans un hôpital de Madrid, 

Espagne, 2009 à 2014 (Tableau 4) (Rodrigues et al., 2014; Branas et al., 2015).  

Au Royaume-Uni et en Suède, ST14 était le type le plus fréquemment observé et les seuls 

gènes de résistance identifiés étaient de type NDM, avec blaNDM-1; le ST231 était le type le plus 

courant avec ST147 et ST273 au Royaume-Uni. En Suède, les isolats appartenaient à quatres STs 
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differents, car ils étaient importés de diverses régions du monde telles que l'Inde et l'Irak 

(Woodford et al., 2008; Giske et al., 2012)..  

L'Espagne avait le plus grand nombre de gènes différents (un total de 15 gènes) a été 

identifié, ce qui montre la diversité génétique en relation avec l'apparition de KP avec résistance 

aux antibiotiques β-lactames (Tableau 4). Cette caractéristique, du point de vue thérapeutique de 

l'infection, est un facteur difficile, étant donné que la variation des gènes de résistance diminue les 

options de traitement antimicrobien (da Silva et al., 2019). Le pays où la diversité génétique était 

la plus faible était la Grèce, où le seul gène isolé était blaKPC-2 dans deux cas d'épidémie. 

Considérant que les foyers étaient d'origine monoclonale et qu'il n'y avait pas d'identification d'une 

source commune ou d'un réservoir environnemental, le principal mécanisme de dissémination du 

blaKPC-2 dans ces cas était la transmission de patient à patient (Maltezou et al., 2009; Souli et al., 

2010). La plus petite diversité génétique peut être liée à un faible nombre de publications en Grèce 

(Tableau 4). 

1.2 Asie et Océanie 

Un total de 41 types de gènes de résistance différents a été identifié dans la littérature. 

Parmi ceux-ci, la plus grande diversité s'est produite en Chine, où 14 des 41 gènes ont été décrits, 

ce qui correspond à 41% du total des gènes apparentés dans le tableau 4. La variété des gènes en 

Chine peut être justifiée par sa forte densité de population, associée à des migrations intenses (da 

Silva et al., 2019). La Turquie a également  une grande diversité de gènes (11 gènes) et de l'Iran 

(10 gènes). La plus faible variété de gènes de résistance aux β-lactamines s'est produite au 

Pakistan (2 gènes)  (tableau 4) (da Silva et al., 2019).  

Dans la plupart des pays d'Asie et d'Océanie, le gène blaCTX-M, en particulier blaCTX-M-15, a 

été détecté chez KP. La β-lactamase CTX-M-15, détectée pour la première fois en 1999 en Inde, 

est actuellement reconnue comme la β-lactamase CTX-M la plus largement distribuée au monde 

(Tableau 4) (Feizabadi et al., 2010; Castanheira et al., 2011; Ginn et al., 2014; Tokajian et al., 

2015; da Silva et al., 2019).. 

Malgré la moindre diversité, les gènes identifiés au Pakistan, blaKPC et blaNDM-1, sont d'une 

grande importance pour le suivi du contrôle de résistance microbienne (Sattar et al., 2016). La 

première identification du gène blaOXA-48 dans un isolat de KP  a eu lieu en Turquie, isolée en 

2001, (Tableau 4) (Poirel et al., 2004). 
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1.3 Amérique 

La plus grande diversité de gènes de résistance aux β-lactamines s'est produite au Brésil, 

où 12 des 25 types différents de gènes identifiés sur le continent ont été signalés, représentant 48% 

du total des gènes présents sur ce continent (Tableau 4). Deuxièmement, dans la diversité des 

gènes de résistance, les États-Unis d'Amérique (USA) ont présenté 10 des 25 gènes identifiés; 

suivi du Canada (9 gènes différents) et de l'Argentine (6 gènes différents). La plus faible diversité 

de gènes de résistance est observée au Mexique (3 gènes différents). La plus petite variété de 

gènes au Mexique peut être justifiée par le faible nombre de publications sur le sujet dans ce pays    

(Tableau 4) (da Silva et al., 2019). 

Parmi les gènes de résistance identifiés sur le continent américain, blaCTX-M-2, blaSHV-1, 

blaSHV-5 et blaSHV-2 ont été isolés de KP dans 60% des pays américains répertoriés dans cette étude. 

Les gènes blaCTX-M-15, blaCTX-M-1, blaSHV-11, blaSHV-12, blaTEM-1, blaTEM-10 et blaKPC-2 étaient les 

deuxièmes plus fréquents dans les Amériques, étant trouvés dans 40% des cas (Tableau 4) (da 

Silva et al., 2019). TEM-10 est le plus fréquemment détecté dans les isolats de KP, étant trouvé 

aux États-Unis et en Argentine, le premier rapport a été en Argentine en 2003 (Paterson et al., 

2003). Au Brésil, le premier cas signalé de KPC était en 2009 (Tableau 4) (Peirano et al., 2009).  

1.4 Afrique 

Les données de la littérature ont  rapporté le problème des BLSE produites par                  

K. pneumoniae en Afrique sont rares, en particulier en Afrique subsaharienne (Blomberg et al., 

2005). La présence de KP présentant le gène de résistance blaNDM-1 a été identifiée au Kenya et en 

Afrique du Sud (Poirel et al., 2011; Brink et al., 2012). En plus de la NDM-1 β-lactamase, d'autres 

gènes de résistance ont été identifiés en Afrique du Sud, à savoir: blaSHV-5, blaSHV-2, blaTEM-10, 

blaTEM12, blaCTX-M-2 et blaKPC-2. En 2012, le gène blaCTX-M-2 a été identifié en Afrique du Sud 

(tableau 4) (Paterson et al., 2003; Brink et al., 2012).  
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Tableau 4. Épidémiologie moléculaire des β-lactamases dans le monde chez KP d’après Yone da Silva et al., (2019).  
Le pays Gènes  Références 

Europe 

France blaCTX-M-15, blaCTX-M-1, blaSHV-5, blaSHV-2, blaSHV-12, blaTEM-3, blaCMY-2, blaOXA-48. 
Baraniak et al., 2013 

Italie blaCTX-M-15, blaCTX-M-2, blaCTX-M-1, blaTEM-3, blaSHV-5. 

Espagne 
blaCTX-M-15, blaCTX-M-1, blaCTX-M-3, blaCTX-M-9, blaCTX-M-10, blaSHV-2, blaSHV-2a, blaSHV-5, blaSHV-12, blaDHA-1, blaTEM-3, 

blaTEM-4, blaTEM-25, blaTEM-133, blaOXA-48, blaVIM-1. 

Hernández et al., 2005; 
Baraniak et al., 2013; 
Branas et al., 2015 

Grèce  blaKPC-2. 
Maltezou et al., 2009; 
Souli et al., 2010; Van Der 
Bij et Pitout, 2012 

Royaume-Uni  blaNDM, blaNDM-1. 
Giske et al., 2012; Jain et 

al., 2014 
Portugal blaCTX-M-15, blaSHV-2, blaSHV-12, blaSHV-5, blaSHV-106, blaSHV-28, blaSHV-55.  Rodrigues et al., 2014 
Suède  blaKPC, bla NDM-1. Giske et al., 2012 

Asie et oceanie 

Singapour blaCTX-M-1, blaCTX-M-9, blaSHV-5, blaSHV-12, blaTEM-3, blaCMY-2, blaDHA. Ginn et al., 2014 
Australie blaCTX-M-3, blaSHV-2, blaTEM-1B. Paterson et al., 2003 

Turquie blaCTX-M-15, blaCTX-M-2, blaSHV-5, blaSHV-2, blaSHV-12, blaTEM-1B, blaTEM-1, blaTEM-2, blaOXA-1, blaOXA-9, blaOXA-48. 
Paterson et al., 2003; Bali, 
Açık et Sultan, 2010; 
Carrër et al., 2010 

Taiwan blaCTX-M-15, blaCTX-M-3, blaCTX-M-14, blaTEM-31, blaSHV-1, blaSHV-11, blaSHV-12. Ma et al., 2009 

Iran blaCTX-M-15, bla SHV-1, blaSHV-12, blaSHV-31, blaTEM-1, blaTEM-79, blaPER. 
Feizabadi et al., 2010; 
Nasehi et al., 2010 

Liban blaCTX-M-15, blaSHV-11, blaTEM-1B, blaOXA-1. Tokajian et al., 2015 

Pakistan blaKPC-2, blaNDM-1. Sattar et al., 2016 

Chine 
blaCTX-M-15, blaCTX-M-1, blaCTX-M-9, blaSHV-5, blaSHV-12, blaTEM-1B, blaTEM-1, blaTEM-2, blaOXA-10, blaKPC-2, blaIMP-4, 

blaNDM-1, blaDHA, blaCMY-2. 

Qi et al., 2011; Giske et 

al., 2012; Ginn et al., 2014 

Inde blaNDM-1, blaOXA-181, blaVIM-5. Castanheira et al., 2011 
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Le pays Gènes  Références 

Amérique 

Argentine blaCTX-M-2, blaTEM-10, blaTEM-12, blaSHV-2, blaSHV-5, blaKPC-2. 
Paterson et al., 2003; 
Pasteran et al., 2008 

Brésil 
blaCTX-M-15, blaCTX-M-1, blaCTX-M-1, blaCTX-M-2, blaCTX-M-8, blaTEM-31, blaSHV-1, blaSHV-11, blaSHV-12, blaSHV-31, blaSHV-

38, blaKPC-2, blaOXA-9. 

Peirano et al., 2009; 
Tollentino et al., 2011; 
Polyana et al., 2013; 
Andrade et al., 2014 

Canada blaCTX-M-15, blaCTX-M-2, blaCTX-M-3, blaCTX-M-14, blaTEM-1, blaSHV-1, blaSHV-2, blaSHV-11, blaOXA-1. Denisuik et al., 2013 
Mexique blaSHV-1, blaSHV-2, blaSHV-5. Miranda et al., 2004 

Etats unis blaCTX-M-1, blaCTX-M-9, blaTEM-10, blaSHV-5, blaSHV-12, blaOXA-10, blaOXA-48, blaOXA-181. 
Mathers et al., 2013; Ginn 
et al., 2014 

Afrique 

Kenya blaNDM-1. Poirel et al., 2011 

Afrique du sud blaCTX-M-2, blaTEM-10, blaTEM-12, blaSHV-5, blaSHV-2, blaNDM-1, blaKPC-2. 
Paterson et al., 2003; 
Brink et al., 2012 

Tanzanie blaCTX-M-15, blaSHV-11, blaTEM-104, blaTEM-176. Mshana et al., 2013 
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2. Épidémiologie moléculaire  de la résistance aux aminosides chez KP 
Les gènes de résistance à médiation plasmidique de toutes les classes, les familles de gènes 

aac, aad et aph, ont été identifiés chez KP. La famille des 16S rRNA MethylTransferases (RMTs)  

à médiation plasmidique connues c’est le groupe de gènes rmtA à H), et le gène armA (Navon-

Venezia, Kondratyeva et Carattoli, 2017). En Asie, les gènes armA et rmtB sont le plus souvent 

retrouvés chez Klebsiella pneumoniae (Ma et al., 2009; Zhou et al., 2010). armA est retrouvé 

souvent sur le même plasmide qui porte le gène de résistance aux carbapènemes (KPC) en Italie, 

chine, Pologne et en Iran (Zacharczuk et al., 2011; Frasson et al., 2012; Saadatian Farivar et al., 

2018). 

3. Épidémiologie moléculaire de la résistance aux quinolones chez KP 
La résistance chromosomique de KP aux quinolones est probablement les mutations de 

gyrA et parC sont plus fréquentes que gyrB et parE (Nam et al., 2013).  

La résistance aux quinolones est due à des gènes plasmidiques. En premier, le plus répandu 

géne de résistance retrouvé chez KP est aac(6′)-Ib-cr, suivi par le groupe de gènes qnr’s (Eftekhar 

et Seyedpour, 2015). Le variant de aac(6′)-Ib, aac(6′)-Ib-cr est retrouvé partout dans le monde  

(Pasom et al., 2013; Silva-Sánchez et al., 2013; Tokajian et al., 2015; Venkataramana Geetha et 

al., 2020). 

Les gènes qnr les plus décrits sont qnrA, qnrB, qnrS dans le monde entier, leurs 

distribitions géographifique et leurs prévalences sont diversent (Alshammari et Ali Al-Skhattat, 

2015).  La découverte du gène qnrA était  décrit chez une  souche de KP au etats unis en 1994 et 

depuis qnrA est retrouvé partout dans le monde sauf aux pays de l’Amerique du sud chez les 

entérobactéries (Martinez-Martinez et al., 1998; Robicsek et al., 2006).  

Par ailleurs, depuis les années 2000, le gène qnrB est associé au genre klebsiella et à KP en 

paticulier dans différentes régions du monde telque à l’excpetion de la Thailande où le qnrS est 

plus prévalent (Karah et al., 2010; Pasom et al., 2013; Silva-Sánchez et al., 2013; Machuca et al., 

2014; Tokajian et al., 2015) et en Portugal où une étude recente à rapporté seulement qnr 

(Carvalho et al., 2021). Lors de cette dernière décénie, des etudes  ont rapporté qnrS et en faible 

prévalence que qnrB chez Klebsiella pneumoniae dans differents pays de l’Asie (Wang et al., 

2008; Al-Marzooq et al., 2014; Izadi et al., 2017; Venkataramana et al., 2020). 

Un effet intéressant concernat l’évolution  des gènes de résistance qnr’s dans le temps. En 

Inde, en 2012,  les gènes qnrB et qnrA étaient retrouvés avec une dominace de qnrB mais en 2020 

une étude a rapporté la présence de qnrB et qnrS et  pas qnrA (Tripathi et al., 2012; 

Venkataramana et al., 2020). 
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Chez Klebsiella pneumoniae,  qepA est peu commun des PMQR mais des études récentes 

ont rapporté sa présence en Iraq et en Iran (Khoshnood et al., 2020; Kareem et al., 2021). 

4. Épidémiologie moléculaire de la résistance à la polymyxine chez KP 
Le premier isolat clinique de Klebsiella aerogenesa résistant à la colistine (maintenant 

classé comme KP) a été isolé au cours de la première période d'utilisation (Davis, Lilly et 

Lowbury, 1969). La première flambée hospitalière de MDR-KP résistantes à la colistine a été 

signalée en 2004 en Grèce et depuis lors, un nombre croissant de rapports sur la récupération de 

souches résistantes à la colistine ont émergé du milieu clinique (Antoniadou et al., 2007). Dans un 

récent programme de surveillance mondiale, Bradford et al. (2016) ont rapporté que bien que les 

taux de résistance à la colistine, parmi les bactéries produisant des carbapènemases étaient de 

12%, KP représentait 95% de tous ces isolats. 

Des taux élevés de résistance à la colistine (jusqu'à 36%) ont été trouvés chez KP résistants 

aux carbapénèmes dans des zones d'endémie comme l'Italie, liés à une mortalité plus élevée 

(Capone et al., 2012). La description des isolats porteurs de mcr-1 vient tout juste de commencer, 

mais la propagation de ce gène est déjà considérée comme une menace sérieuse (Karaiskos et al., 

2017). 

5. Épidémiologie moléculaire de la résistance à la tétracycline chez KP 
Les gènes tetA codant pour la pompe d'efflux contre les tétracyclines ont été enregistrés 

dans des isolats de KP résistantes à la tétracyclines, la contribution de cette résistance n'est pas 

encore claire, il était décrit en Chine et en Portugal (Morita et al., 2018; Carvalho et al., 2021).  

RarA, RamA, RamR et AcrR interviennent dans la régulation positive de transcription des pompes 

efflux : AcrAB-TolC et OqxAB (Sekyere et al., 2016). Une résistance à haut niveau est observée 

quand il y a une transcription réduite du gène ompK35 (une porine) (Kä Llman et al., 2008).  

 

6. Épidémiologie moléculaire des gènes de résistance chez KP en Algérie 
La caractérisation moléculaire des gènes de résistance en Algérie sur KP est rapportée sur 

quelques publications concentrées au nord ; le centre et l’est du pays (Touati et Mairi, 2020).  

Les gènes de la β-lactamases les plus répandus en Algérie sont blaCTX-M-15, blaCTX-M-3, 

blaSHV-12.blaOXA-1.et blaTEM-1. Loucif et al., (2016) ont décrit une épidemie à KP productrice de 

carbapénemase à l’hopital de Batna, les souches avaient le ST101 et les gènes suivants blaOXA-48, 

blaCTX-M-15, blaSHV-1, et blaTEM-1D. Ils ont trouvé que le gène blaOXA-48 est porté sur un plasmide 
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conjugative IncL/M-type (Tableau 5).  Une étude récente a rapporté que parmis les 

entérobactéries, Klebsiella pneumoniae est la plus productrice de carbapènemases en Algérie 

(Touati et Mairi, 2020). 

Concernant les autres types de résistances aux antibiotiques, les gènes trouvés en Algérie 

sont aac(6′)-Ib-cr, qnrB, armA, aadA1, aadA2, tetA, sul2, dfrA5 et merA (Tableau 5). 
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Tableau 5. Epidémiologie moléculaire des gènes de résistance aux antibiotiques en Algérie. 

Wilaya Enzymes et gènes de β- lactamases Gènes de résistance aux quinolones  
Gène de résistance 
aux 
aminoglycosides 

Autres 
gènes de 
résistance 

Références 

NP blaCTX-M-15 / / / Touati et al., 2007  
NP blaCTX-M-15 / / / Touati et al., 2012  
Alger blaCTX-M-3, bla CTX-M-15 / / / Messai et al., 2008  
NP blaCTX-M-15 / / / Touati et al., 2010 
Alger blaCTX-M-3, blaCTX-M-15, blaSHV-98, blaSHV-99, blaSHV-100 / / / Ramdani et al., 2011  

Tlemcen blaCTX-M-15 / / / 
Baba Ahmed et al., 
2012  

Annaba 
 blaCTX-M-3, bla CTX-M-15, blaSHV-12, blaDHA-1 / / / Nedjai et al., 2012  

Béjaia blaCTX-M-15, blaCTX-M-3, blaTEM-1, blaOXA-1 aac(6′)-Ib-cr / / Gharout-Sait et al., 2012 

Tlemcen blaCTX-M-3, blaCTX-M-15 aac(3’)-II, aac(6′)-Ib-cr, qnrB2 / / 
Baba Ahmed et al.,  
2013  

NP 
blaCTX-M-15, blaSHV-11, blaSHV-12,  blaSHV-110, blaOXA-23, blaOXA-24, 

blaNDM-1 

/ / / Berrazeg et al., 2013 

Annaba 
blaCTX-M-15, blaTEM-1, blaSHV-1a, blaSHV-2a, blaSHV-12, blaSHV-

32, blaSHV-33, blaSHV-133 
qnrB42 

armA, aadA1 

aadA2 
/ Belbel et al., 2014  

Laghouat bla CTX-M-15 DHA1 / / / Bonnet et al., 2014 
Alger VIM19 / / / Robin et al., 2010  

Alger 
CTXM-15 et OXA-1 
 

aac(6')Ib-cr 

 

aac(3)II 

 

tetA, sul2, 

dfrA5, 

merA 

Lynda Anssour et al., 
2015 

Batna blaCTX-M-15, blaOXA-48, blaSHV-1, blaTEM-1D / / / Loucif et al., 2016 

NP : non précisé. 
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Le séquençage permet de déterminer la succession des bases nucléotidiques de 

l’ADN ; il a révolutionné la recherche scientifique. Sanger et al., (1997) séquençaient le 

premier génome d’un virus bactérien par synthèse enzymatique. Depuis lors, des 

améliorations techniques considérables ont permis l’émergence de nouvelles technologies de 

séquençage (NTS) dites «à haut débit» (Tableau 6). Ces NTS ont massivement accéléré la 

vitesse de séquençage et ont simultanément réduit son coût. L’utilisation des séquenceurs à 

haut débit a conduit à une augmentation exponentielle du nombre de génomes bactériens 

séquencés (Diene et al., 2014). 

Tableau 6. Tableau comparatif de différentes technologies de séquençage à haut débit 
(Diene et al., 2014). 

 

Sanger Roche Illumina Life Technologies 
Pacific 
Biosciences 

Sanger 
454 

Junior 
Titanium 

454 GS 
FLX+ 

MiSeq 
HiSeq 

2000/2500 

Ion 
torrent 
PGM 

5500xl 
SOLiD 

PacBIO RS 

Sortie 1977 2005 2006 2010 
Méthode Synthèse Ligation SMRT 

Reads 1.1 Kb 400 pb 700 pb 300 pb 150 pb 400 pb 2*60 pb 5 à 20 Kb 
Durée 3 h 10 h 23 h 27 h 11 J 4 h 6 J 2 J 

Cout par 
Mpb 

2400 $ 20 $ 10 $ 0.26 $ 0.07 $ 0.5 $ 0.13 $ 0.14 $ 

SMRT: Single molecule real time sequencing. Pb: paire de base, Kb: kilo base, h: 

heures et J: jours.  

La phylogénie moléculaire a pour but de reconstruire les relations de parenté entre des 

séquences de nucléotides ou d’acides aminés ; on peut ainsi étudier les relations de parenté 

entre les espèces qui les portent mais, aussi, l’évolution du génome. Comme l’a si bien 

exprimé Dobzhansky (1900-1975), « rien n’a de sens en biologie, si ce n’est à la lumière de 

l’évolution» (Lopez, Casane et Philippe, 2002). 

1. Séquençage du génome complet « Whole genome sequencing » 
La génomique bactérienne, permettant l’étude des génomes bactériens (leur structure, 

leur évolution, la fonction des gènes codés et leur régulation), est principalement basée sur 

l’isolement et la culture d’une bactérie donnée. L’obtention d’une culture pure est une étape 

essentielle pour relier le phénotype particulier d’une souche bactérienne à son contenu en 

gènes, notamment pour étudier spécifiquement sa virulence, sa pathogénicité ou sa résistance. 

Comme illustré dans la figure 17, le séquençage du génome complet d’une bactérie s’effectue 

en quatre étapes principales :  
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a. Extraction de l’ADN génomique, soit à partir d’une culture bactérienne pure, soit 

directement à partir d’un échantillon;  

b. Séquençage de l’ADN avec ou sans amplification préalable ; 

c. Assemblage bio-informatique du ou des génomes séquencés ; 

d. Analyse des séquences obtenues (Figure 18) (Diene et al., 2014). 

  
Figure 17. Différentes étapes du séquençage d’un génome bactérien (Diene et al., 2014). 

NTS : nouvelles technologies de séquençage. 
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2. Méthodes de  construction des arbres phylogénétiques 

La construction des arbres phylogénétiques moléculaires utilise deux groupes de 

méthodes; les méthodes fondées sur les caractères et les méthodes fondées sur les distances. 

2.1 Les méthodes fondées sur les caractères 

Les méthodes fondées sur les  caractères sont  le maximum de parcimonie (MP) 

(Farris, 1970; Fitch, 1971) et la vraisemblance  « Maximum Likelihood » (ML) (Felsenstein, 

1981). Elles se basent toutes les deux sur le nombre de mutations (substitutions, insertions et 

délétions) qui affectent chacune des séquences étudiées (Hasegawa et Fujiwara, 1993). 

2.2 Les méthodes fondées sur les distances 

Les méthodes fondées sur les distances se basent sur la mesure des distances entre les 

séquences, c'est à dire le nombre de substitutions de nucléotides ou d'acides aminés entre 

chaque paire de séquences. Elles peuvent reconstruire des arbres enracinés ou non-enracinés. 

Pour ces méthodes, plus la ressemblance entre deux unités est importante, plus leurs liens de 

parenté sont étroits. Parmi ces méthodes, on distingue : 

2.2.1 La méthode UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean)  

La méthode UPGMA de Sokal et Michener (Sokal et Michener, 1958), qui, par 

itérations successives, réduit progressivement la taille de la matrice fournissant l'ensemble des 

distances entre toutes les paires de séquences, et produit un arbre enraciné (Michaud, 2012). 

2.2.2 La méthode Neighbor-Joining 

La méthode Neighbor-Joining (NJ) est la plus utilisée ; elle a été développée en 1987 

par Saitou et Nei (Saitou et Nei, 1987; Hasegawa et Fujiwara, 1993). Cette méthode à la 

différence avec la méthode UPGMA, effectue la recherche séquentielle des voisins en 

minimisant la longueur totale de l'arbre, et produit des arbres non enracinés (Michaud, 2012).
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Figure 18. Analyse du génome complet (WGS) (Quainoo et al., 2017). 

 Les différentes étapes de l'analyse des données WGS sont indiquées en orange (assemblage, caractérisation génomique, génomique 
comparative et phylogénie). Les outils d'analyse sont regroupés en fonction de l'étape d'analyse qu'ils effectuent et sont séparés par l'interface 
utilisateur dans les tons de bleu (suites logicielles d'analyse complètes, basées sur le Web et ligne de commande.
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3. Applications de la génomique en microbiologie clinique 

3.1 Caractérisation génomique 

De nouvelles applications des NTS émergent dans le domaine médical telles que : le 

développement d’outils moléculaires de diagnostic plus performants, l’investigation 

approfondie d’épidémies, l’étude de la pathogénicité d’une souche bactérienne, ainsi que la 

détection des facteurs de virulence (virulome) ou des gènes codant pour la résistance aux 

antibiotiques (résistome). Les approches NTS permettent d’analyser de manière exhaustive le 

micro-organisme en question et permettra, dans le futur, de fournir ces résultats aussi 

rapidement que les méthodes conventionnelles. Bien que les téchnologies génomiques 

évoluent rapidement, leur mise en œuvre généralisée dans les laboratoires de microbiologie 

clinique et de santé publique est limitée par le besoin de pipelines semi-automatisés efficaces, 

d'un contrôle de la qualité et d'une interprétation des données normalisés, d'une expertise et 

d'une infrastructure en bio-informatique (Diene et al., 2014; Quainoo et al., 2017). 

3.2 Phylogénétique 

La caractérisation du génome et les outils de comparaison peuvent être utilisées pour 

estimer la phylogénie des isolats pathogènes. Les phylogénies estimées permettent aux 

cliniciens d'établir des réseaux détaillés de transmission des souches épidémiques entre 

différents patients et d'informer les protocoles d'isolement des patients appropriés. Les 

cliniciens voudront savoir :  

a)  Si les isolats bactériens provenant de différents patients sont-ils presque identiques ou 

seulement éloignés? 

b)  Différents isolats pathogènes proviennent-ils du même groupe d'épidémies ou 

d'événements de transmission distincts? 

c) Quel patient héberge la souche source initiale de l'épidémie?  

Plusieurs algorithmes de phylogénie qui répondent à ces questions en calculant des 

estimations de phylogénie via des méthodes bayésiennes ou des méthodes ML sont 

disponibles (Felsenstein, 1981). Ces algorithmes de phylogénie sont capables de modéliser le 

signal évolutif mieux que les méthodes de NJ et de MP  mais sont moins adaptés à un grand 

nombre de souches en raison des coûts de calcul (Hasegawa et Fujiwara, 1993; Quainoo et al., 

2017). Un certain nombre de modèles de substitution de nucléotides doivent être appliqués 

pour inférer la phylogénie aussi précisément que possible. Le modèle le plus fréquemment 
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utilisé est d’utiliser les données nucléotidiques et les Single Nucleotid Polymorphisms (SNPs) 

(Posada et Crandall, 2001). 

3.3 Avantages et limites des technologies WGS en clinique  

La téchnologie de séquençage par synthèse Illumina est toujours la solution WGS la 

plus largement utilisée à ce jour et semble être la mieux adaptée aux protocoles d'épidémie où 

la haute précision et la fiabilité sont prioritaires. En raison de sa position bien établie sur le 

marché du séquençage, Illumina a développé une gamme d'instruments qui cherchent à 

répondre à une variété de demandes et de capacités de séquençage (Quainoo et al., 2017).  

Les inconvénients de cette technologie sont les lectures relativement courtes, qui 

interdisent la résolution des régions à grande répétition / faible complexité, et la possibilité 

d'extensions de base incomplètes (mise en phase et pré-phasage), qui, ensemble, augmentent 

les taux d'erreur finaux. Le rendement élevé de la plupart des instruments Illumina augmente 

en outre la durée totale des analyses, un inconvénient particulièrement important pour 

l'analyse des pathogènes, où l'acquisition rapide des résultats affecte directement le succès de 

la lutte contre les épidémies. Enfin, les coûts par exécution relativement élevés des 

séquenceurs Illumina impliquent que si une exécution de séquençage échoue, elle peut coûter 

plusieurs milliers de dollars et potentiellement compromettre les budgets du projet (Quainoo 

et al., 2017). 

Eventuellement, Pacific Biosciences fournit une solution WGS avec une vitesse de 

séquençage élevée et est la mieux adaptée lorsque la confirmation rapide de l'identité d'un 

pathogène est prioritaire (Loman, Quick et Simpson, 2015). Pour les hôpitaux aux capacités 

financières et spatiales limitées ou simplement dans des situations où un séquençage rapide 

est souhaité pour être proche du lit du patient, Oxford « Nanopore Technologies » présente 

une alternative prometteuse MinION car il est mobile donc plus accessible avec les coûts 

d'instrument et de consommables les plus bas. MinION est une solution rentable pour les 

environnements hospitaliers (Magi et al., 2018). 
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1.  Matériel 

1.1 Matériel biologique  

Les souches utilisées dans ce travail font partie d’une collection de souches du laboratoire de 

Bactériologie de l’Etablissement Hospitalier Universitaire d’Oran « EHUO ». Ce laboratoire réalise 

les analyses bactériologiques de tous les services de cet hôpital.  Un total de 219 souches cliniques 

de Klebsiella sp. productrices de BLSE prises au hasard ont fait l’objet de cette étude, (Annexe 9). 

Ces souches ont été isolées, à partir de différent types de prélèvement (sang, urine, prélèvement 

distal protégé, cathéter centraux, liquide abdominaux…etc.), entre 2011 et 2012. Le transport des 

souches en Suède était effectué par le biais de notre université. 

2. Méthodes  
La partie exeprimentale et analyses de biologie moléculaire ont été faites au laboratoire du Pr. 

Christian G. Giske, Clinical Microbiology, Karolinska University Hospital Solna, Stockholm, 

Sweden. 

2.1 Identification par spectrométrie de masse  

Les 219 souches ont été identifiées par la spectrométrie de masse, basée sur le MALDI-

TOF/MS à l’aide du Microflex® (Bruker Daltonics, USA), il s’agit d’une désorption-ionisation 

laser assistée par matrice (ou MALDI: Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization). L’échantillon 

à analyser est déposé sur une cible et est traité par une matrice appropriée. Après introduction de la 

cible dans le système, elle est bombardée par un laser. Les ions ainsi générés dans la chambre 

d’ionisation sont accélérés dans un champ électrique qui les dirige dans un tube de vol vers 

l’analyseur. Ce dernier permet de séparer et de classer les ions accélérés selon leur temps de vol 

(TOF : Time-Of-Flight) et de produire un spectre de masse. Le spectre de masse obtenu est une 

sorte d’empreinte digitale spécifique et unique de la composition en protéines du micro-organisme 

analysé, qui peut être comparé à une banque de données de spectres.  
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Figure 19. Etapes de l’identification bactérienne par spectrométrie de masse (MALDI-TOP-
MS).  (https://www.mdpi.com/2309-608X/5/1/4/htm) 

 

Concernant les étapes d’identification par spectrométrie de masse, une culture de la souche à 

identifier est préparée sur gélose au sang (Annexe 10), incubée pendant 18h à 37°C. Les souches 

sont déposées à l’aide d’un objet stérile, sous la forme d’un fin frottis sur les puits successifs, 

recouvert par 1 µL de matrice qui est l’acide α-cyano-4-hydroxycinnamique (α-CHCA). Après 

séchage, la plaque est introduite dans l’appareil pour analyse. Un contrôle de qualité BTS constitué 

d’une souche d’Escherichia coli doit être déposé à chaque projet (Figures 19).  

Le logiciel BIOTYPER RTC® compare le spectre obtenu avec les spectres de références de 

la base de données. Le résultat de l’identification apparait sous la forme d’un score de corrélation 

entre le spectre obtenu et le spectre de référence le plus proche identifié. L’analyse nécessite 

l’acquisition de 240 spectres minimum pour obtenir un résultat (Figure 19). La lecture des résultats 

fait intervenir deux paramètres, le score et la couleur (Tableau 7). 

 

 

 

 

Ajout du matrix (α-CHCA) 

Séchage 

https://www.mdpi.com/2309-608X/5/1/4/htm


Matériel et méthodes 
 

 

67 
 

Tableau 7.  Tableau de l’interprétation des scores de corrélation.  

Score Description Symbole couleur 

3.000 à 2.300 Bonne identification +++ Vert 

2.229 à 2.000 Identification probable de l’espèce ++ Vert 

1.999 à 1.700 Identification probable du genre + Jaune 

1.699 à 0.000 Degré de confiance insuffissant pour l’identification - Rouge 

2.2 Mise en évidence des souches carbapénèmases et les gènes de résistance aux  
carbapénèmes  

Le kit de confirmation KPC/MBL et OXA-48 (ROSCO DIAGNOSTICA®, Danemark) a été 

utilisé selon les recommandations de EUCAST pour la détection des mécanismes de résistance V2.0 

(Juillet, 2017) ; les souches qui présentaient un diamètre inférieur de 27 mm avec le méropénème 

doivent être tésté. Sur la gélose du milieu  Mueller-Hinton (MH) qui est préalablement ensemencé 

de la suspension bactérienne à 0,5 McFarland, les disques sont posés puis icubation pendant 18 

heures à 37°C et lecture des résultats selon le manuel.  

2.2.1 Identification des gènes carbapenemase avec GeneXpert® Carba-R 

Les systèmes GeneXpert sont automatisés ; de la purification des échantillons, amplification à 

la détection des gènes pour des échantillons simples ou complexes en utilisant la PCR ou la PCR en 

temps réel (RT-PCR). 

Les systèmes nécessitent l'utilisation de cartouches jetables Xpert Carba R Assay contant les 

réactifs de PCR et hébergent le processus de la PCR. Puisque les cartouches sont autonomes, la 

contamination croisée est minimisée entre les cartouches pendant le processus de test. Ce système 

intègre la purification des échantillons, l’amplification d'acide nucléique et détection de la blaKPC, 

blaNDM, blaVIM et blaOXA-48 gènes de résistance aux carbapénèmes dans les échantillons. Les 

résultats sont obtenus dans environ 48 minutes. 

Une deuxième confirmation avec GeneXpert® et Carba-R kit-assay (USA) pour les souches 

qui ont l’enzyme OXA-48 seulement après le test ROSCO. Après culture des souches à tester sur 

une gélose au sang à 37°C pendant 18 heures. A l’aide d’un écouvillon une colonie est prélevée et 

mélangeé à une solution. Le mélange est transféré à l’aide d’une pipette dans le kit Carba-R qu’on 

insert dans l’appareil GeneXpert (Figure 20). 
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Figure 20. Etapes de l'utilisation de Xpert Carba-R. 
(https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-3-319-95111-9_6) 

2.3 Caractérisation moléculaire des gènes de résistance par PCR en temps réel 
SYBR-Green 

2.3.1 Extraction de l’ADN 

L’extraction de l’ADN a été effectuée par méthode choc thermique sur toutes les souches ; 4 à 

5 grandes colonies ont été prélevées, mise en suspension dans  un eppendorf contenant 200µL d’eau 

qualité biologie moléculaire (Sigma Aldrich), après homogénéisation (vortex) suivie d’un chauffage 

à 95°C pendant 5 minutes puis d’une centrifugation pendant 2 minutes;  l’ADN total est conservé 

dans le surnageant.  

2.3.2 PCR en temps réel SYBR Green 

La caractérisation  pour tous les gènes de résistances a été effectuée par PCR en temps réel 

SYBR Green, à l’aide du système Rotor Gene 3000 apparatus (Corbett Research, Australie). 

L’analyse des résultats  a été faite avec le logiciel Rotor Gene Real Time Analysis Software  V 6.1. 

L’interprétion se fait à l’aide de deux courbes, du melting (la fusion) et la quantitative, en 

comparaison avec le contrôle positif (Figures 21 et 22). 

 

La même composition a été utilisée pour le mix réactionnel pour toutes les PCR-SYBR 

Green. Un volume total de 25 μl du reaction mixture contient  12.5 μl QuantiTect SYBR Green 

PCR Kit (Qiagen, Germany), 1.25 μl de chaque amorces (10 μM), 7.5 μl d’eau RNase-free  et 2.5 μl 

DNA à tester. Les couples d’amorces sont en Annexe 11. 
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Figure 21. Quantité de la fluoresence généré du logitiel Rotor Gene Real Time Analysis 
Software V 6.1. La courbe bleu est la souche à testé (557), la courbe verte est le contrôle positif et 

le courbe rouge est le contrôle négatif. Le threshold est 0.1. 

 

Figure 22. Courbes de fusion générée du logitiel Rotor Gene Real Time Analysis Software V 
6.1. La courbe bleu est la souche à testé (557), la courbe verte est le contrôle positif et le courbe 

rouge est le contrôle négatif. Le threshold est 1.5. 

2.3.2.1 Amplification des groupes de gènes blaCTX-M 

L'amplification du blaCTX-M a été effectuée comme décrit précédemment pour tous les isolats 

(Tofteland et al., 2007). Les isolats positifs au CTX-M ont été criblés pour les groupes CTX-M-1, 

CTX-M-2 et CTX-M-9 (Woodford et al., 2006).  Les conditions thermiques étaient les suivantes : 

dénaturation à 95°C pendant 15 min, puis 40 cycles de 30 secondes  à 95°C, 1 minute à 52°C et 1 

minute à 72°C, et une extension finale de 65°C pendant 30 secondes. Toutes les PCR ont été 

réalisées en présence d'un contrôle positif approprié. Les couples d’amorces sont en Annexe 11. 
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2.3.2.2 Amplification des gènes de résistance aux quinolones et les fluoro-quinolones  

L’amplification de sept gènes de résistance plasmidiques, aux quinolones et les fluero-

quinolones (qnrA, qnrB, qnrC, qnrD, qnrS, qepA et aac(6)-Ib) a été réalisé pour toutes les souches, 

les couples d’amorces sont en Annexe 9. Les conditions thermiques pour l’amplification des gènes 

qnrA, qnrB, qnrC, qnrD, qnrS, qepA étaient les suivantes: dénaturation à 95 ° C pendant 15 

minutes, puis 30 répétitions de 30 s à 95 ° C, 1 minute à 52 ° C et 1 minute à 72 ° C, et une 

extension finale de 65 ° C pendant 30 secondes. Un témoin positif de PCR a été utilisé pour tester 

toute défaillance d'amplification pour les groupes CTX-M. Par ailleurs, les conditions de la PCR 

pour aac(6)-Ib était comme suite : dénaturation à    95 °C pendant 15 minutes, puis 45 cycles, 20 

secondes à  95 °C, 40 secondes à 59 °C et 20 secondes à 70 °C, et une extension finale de 65 ° C 

pendant 30 secondes (Zhou et al., 2011). Les couples d’amorces sont en Annexe 11. 

2.3.2.2.1 PCR-RFLP 

Pour les produits de PCR positives pour le gène aac(6)-Ib, nous avons réalisé une digestion 

enzymatique par BtsCl (New England Biolabs, Ipswich, USA)  après une incubation à 50°C 

pendant 2 heures. La séparation du produit de digestion est faite par une électrophorèse à l’aide 

d’un gel d’agarose 2% commercialisé prêt à l’utilisation E-Gel® (Invitrogen, USA) pendant 15 

minutes.  

2.3.2.3 Amplification des gènes de résistance aux aminosides (16S rRNA méthylases)  

Les souches résistantes à l’amikacine ont été testées pour la présence des gènes de 16S rRNA 

méthylases ;  armA, rmtA, rmtB, rmtC et rmtD, en utilisant les conditions d’amplification 

suivantes : une dénaturation à 95 °C pendant 15 minutes et 35 répétitions du cycle : 30 s à 95 °C et        

1 min à 58 °C et 1 minutes à 72 °C, et une extension finale à 65 °C pendant 30 secondes 

(Castanheira et al., 2008). Les couples d’amorces sont en Annexe 11. 

2.3.2.4 Amplification du gène de résistance à  la coléstine  

Une amplification  du gène mcr1 est réalisée uniquement pour les souches présentant un 

profile intermédiaire ou résistante à la colistine. Les conditions de cette PCR étaient : une 

dénaturation à 94°C pendant 15 minutes, à 25 répétitions ; 94°C durant 30 secondes, 30 secondes à 

58°C, 90 secondes à 58°C et 60 secondes à 72°C, et une étape d’élongation finale à 72°C pendant 

10 minutes (Liu et al., 2016). Les couples d’amorces sont en Annexe 11. 
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2.4 Puces d’ADN “Check MDR CT101” 

Pour les souches négatives au screening de tous les groupes CTX-M mais aussi pour les 

souches qui étaient résistantes à la cefoxitine nous avons fait une extraction de l’ADN par automate 

(QIAGEN, Germany) et dosage par le Nanodrop®. Le kit  Check MDR CT101 (Checkpoints®, The 

Netherlands) était utilisé (Figure 23). L’analyse des résultats est faite par Check-Point Software V 

1.2 (Figure 24).  

2.4.1 Le principe du kit Check MDR CT101 

Le principe du système de diagnostic Check-Points est basé sur la reconnaissance moléculaire 

spécifique des séquences cibles d'ADN et l'amplification ultérieure avec des amorces universelles.  

 

Figure 23. Photo du kit Check-MDR CT101,  le tube CP array (TA) et le lecteur. 

 

Figure 24. Images typiques de puces à ADN obtenues avec la configuration «Check-MDR 
CT101». 

La puce de l’ADN a de micro-réaction fixée en rangées ordonnées. Le microréseau se 

compose d'oligonucléotides complémentaires uniques (cZIP) ciblant des sondes individuelles. 

Quand l'hybridation des produits de ligature amplifiés par PCR au microréseau est terminée, la 

détection colorimétrique des réactions positives est initiée. Les polygones délimitent les panneaux 
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dans le réseau. Chaque panneau définit les résultats de typage pour une souche et se compose de 

points de contrôle et de points marqueurs spécifiques, numérotés de 1 à 96. Les résultats sont 

automatiquement interprétés par le logiciel fourni par le constructeur (Figure 24).  

(A) Affichage théorique des sondes matricielles pour la souche 1 (I), la souche 2 (II) et la souche 3 

(III); les points noirs se réfèrent aux cibles détectées dans le panneau B. (B) Résultats du tableau 

pour E.coli CP157 (TEM-1, FOX-3; panneau I), E. coli CP27 (NDM-1, TEM-1, CTX-M-15 et 

CMY-58; panneau II) et K. pneumoniae CP07 (SHV -11,DHA-1; panneau III). 

C’est pour une détection moléculaire rapide et identification des carbapénèmases (KPC et 

NDM), ESBL (CTX-M, TEM et SHV) et AmpC (CMY, DHA, FOX, MOX, ACC, MIR et ACT). 

Le Check-MDR CT101 est un test de diagnostic à base de Microarrays qui identifie la 

présence de gènes TEM, SHV, CTX-M, KPC, NDM et AmpC ainsi que des mutations conduisant à 

des types de spectre étendu d'enzymes TEM et SHV. Check-MDR CT101 détecte les mutations 

TEM aux positions E104K, R164S / H et G238S et les mutations SHV aux positions G238S / A et 

E240K couvrant les ESBL cliniquement les plus pertinents TEM et SHV. 

2.4.2 Mode l’utilisation du kit Check MDR CT101 

L’extraction de l’ADN et le dosage sont fait à partir d’une suspension bactériennes à 0,5 

McFarland en utilisant une extraction par automate (QIAGEN, Germany) et dosage par le 

Nanodrop® ; 

La ligature est une étape de la reconnaissance de l’ADN (5 à 50 ng/µL d'ADN) qui dure 2.5 

heures. 5µL de la solution A est ajoutée aux tubes (fournis dans le kit), 10µL d’ADN (1/100 

élution) et jusqu’à 10 µL d’eau ultrapure ou le tampon TE 0.1. Les tubes sont fermés et le mélange 

se fait à l’aide d’un minifuge. Le mélange doit virer au bleu (Annexe 12). 

L’amplification de l’ADN par PCR est réalisée après avoir mélangé deux solutions B et C 

dans un tube  en suivant l’Annexe 13. 30 µL de la solution B et C sont ajoutés à chaque tube et bien 

mélangé. Suivi d’une PCR qui dure 1.5 heures, le programme selon l’Annexe 14. Une fois le 

programme terminé, les tubes peuvent être conservés à 4°C. 

Pour la détection et lecture des résultats, les produits de PCR ont ensuite été hybridés au 

réseau et révélés par colorimétrie qui prendra en tout 90 minutes.  

L’arraytube (AT) est préparé en raison d’un AT pour 3 tubes (échantillons). L’AT est chauffé à 

50°C. 300 µL du tampon de détection sont ajoutés à chaque AT et incubé pendant 2 minutes puis 

mixer à 400 rpm à l’aide d’un thermomixer. Le tampon est enlevé et répété l’étape précédente. Les 

amplicons sont récupérés et chauffés à 98°C pendant 2 minutes. 10 µL de chaque tube à AT  sont 

transférés (au total de 30 µL par AT, enfin l’AT devrait contenir 330 µL) pour Incubation à 50°C 
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pendant 30 minutes à 400 rpm à l’aide d’un thermomixer. Le tampon de détection est remplacé par 

300µL de tampon de blocage. l’AT est incubé à 50°C pendant 5 minutes à 400 rpm. Le tampon de 

blocage est remplacé à nouveau par 300 µL tampon de blocage. La température est ajustée à 30°C 

et incubation pendant 10 minutes. Une dilution est préparée composée de la solution  conjugée avec 

le tampon de détection, (Annexe 15). La solution tampon de blocage est enlevée et 150 µL de la 

solution conjugée diluée est ajoutée puis incubation à 30°C, pendant 15 minutes et 400 rpm. La 

solution tampon  de blocage et éliminée et 600 µL du tampon de détection sont ajoutés et incuber à 

30°C, pendant 2 minutes et 400 rpm. Le tampon de détection est enlevé et par 600 µL du tampon de 

détection sont à nouveau ajoutés, suivi d’une incubation à 30°C, pendant 2 minutes et 400 rpm. Le 

tampon de détection est retiré et 150 µL de la solution Staining sont ajoutés puis laisser 15 minutes 

à température ambiante. L’AT est mis dans l’appareil pour lecture des résultats. 

Les résultats sont lus dans un lecteur de tube à matrice monocanal (Alere, Cologne, 

Allemagne) et automatiquement interprétés par le logiciel. 

L'ensemble du processus de détection des puces à ADN nécessite 7 heures d'effort selon les 

instructions du fabricant. 

2.5 Typage moléculaire par analyse de profils 

2.5.1 Principe du PFGE 

L’électrophorèse sur gel pulsée est souvent citée sous l’acronyme anglais PFGE (Pulsed Field 

Gel Electrophoresis). Le principe est de choisir une enzyme qui coupe l’ADN génomique en très 

peu de sites; on a suivi le protocole PulseNet pour non-O157 E.coli et la digestion de l’ADN 

génomique était faite par XbaI (BioLabs®, New England) pour tous les isolats en présence d’une 

souche de référence E. Coli EHEC G5244 (Ribot et al., 2006).  

L’analyse des résultats (gels) se fait par le programme GelComparII V 5.10 (Applied Math, 

Belgium) ; ce dernier permet de regrouper les souches en groupes « clusters »  sous forme de 

dendrogramme ; c’est un diagramme de branchement qui représente les relations de similarité entre 

un groupe d'entités. Le dendrogramme est généré selon « the Dice similiraty » et « the Unweighted 

Pair-group Method with Arithmetic Average (UPGMA) ». Le coefficient de Dice utilisé est ≥ 0.80 

selon Tenover et al. (1995). 
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2.5.2 Mode opératoire 

Cette technique est longue et se fait sur plusieurs étapes qui durent cinq jours.  Une culture 

préable doit se faire la veille des souches sur une gélose au sang et incubation à 37°C pendant 18 

heures. La liste des produits chimiques et solutions tampons (Annexe 16). 

2.5.2.1 Premier jour  

L'ADN est préparé dans des bouchons d'agarose. Un gel de Seakem Gold agarose à 0,8% est 

préparé et chauffé. A l’aide d’un écouvillon, 5 grandes colonies fraîches sont prélevées et mises en 

suspension dans un tube eppendorf avec 250 µL du tampon SE. Les tubes sont chauffés au bain-

marie à 54°C. 250 µL de Seakem Gold Agarose fondu à chaque suspension bactérienne préchauffée 

sont ajoutés dans chaque eppendorf. Le mélange se fait doucement avec une pipette. 85 µL/puits 

sont pipetés immédiatement, 4 puits par échantillon. Les gels sont solidifiés pendant 10 à 15 

minutes au réfrigérateur à 4°C. 

Les tubes à essai par chaque échantillon sont mélangés avec 5 mL de CLB et 25 µL de 

protéinase K (1 mg/ml). 

 Retirez le ruban adhésif des peignes. Appuyez sur les gels de la face inférieure du peigne 

dans chaque tube. Mélanger en retournant doucement le tube.  

 les échantillons sont incubés dans un bain-marie à 54°C pendant une nuit.  

 Chauffer l'eau ultra-pure et le tampon TE à environ 50°C (environ 30 ml pour chaque 

échantillon).  

2.5.2.2 Deuxieme jour  

La digestion enzymatique est stoppée suivi de lavages. En utilisant un tamis en plastique est 

utilisé pour éliminer les solutions et récupérer les gels. Les gels sont lavés 3 x 10 ml d'eau ultrapure 

et 2 x 10 ml de TE. Les échantillons sont sous agitation pendant environ 15 min après chaque 

lavage. Les gels sont conservés dans 5 ml de TE au réfrigérateur à 4°C. 

2.5.2.3 Troisieme jour  

La digestion de l’ADN génomique par l’enzyme XbaI. Les tubes eppendorf sont numérotés 

selon le protocole complété.La souche témoin doit être présente dans un puits sur six, soit 3x sur un 

gel à 15 puits. La solution OPA est dilué 10 x dans de l'eau Sigma à raison de 100 µL par tube. Les 

gels sont divisé à raison de ¼ par échantillon avec un scalpel / lamelle et placer dans le tampon 

OPA. L’incubation dure 15 minutes à 36 ± 1°C. Le tampon OPA est aspiré. 100 μl de tampon de 

restriction (10 µL de NEB 10x, 1 µL de BSA 100x, 88,6 µL d’H2O pure, 0,4 µL l’enzyme XbaI) est 
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ajoutée dans chaque échantillon. L’incubation dure une nuit (16 heures) à 36 ± 1°C. Le clivage est 

arrêté en aspirant le tampon et en ajoutant 250 µL tampon TE 1x. Les gels avec de l'ADN clivés 

peuvent être conservés pendant quelques semaines à 4°C en attendant l'électrophorèse. 

2.5.2.4 Le quatrième jour 

L’électrophorèse de l’ADN génomique en champ pulsé est réalisée dans un tampon        

TBE 0,5x L’appareil d’électrophorèse est mis en marche (Chef DR-III, BioRad) ainsi que la pompe 

et lorsqu'il n'y a plus de bulles dans les tuyaux, l'unité de refroidissement démarre et est réglée à     

14 ˚C. La vitesse de la pompe doit être d'environ 1 L / min. L’agarose Ultra Pure est préparé à 1% 

dans TBE 0,5 x et Conservé à 55 ° C. d’autre part le tampon des échantillons est aspiré et les ¼ des 

gels sont placé sur le peigne à gel de sorte que l'échantillon 1 se termine à l'extrême gauche et 

l'échantillon 2 à droite de l'échantillon 1 et ainsi de suite. L’excès de liquide est aspiré en ajustant la 

position des disques sur le peigne. Les ¼ des gels sont fixés avec une goutte d'agarose et laissé 

reposer. Le peigne est placé dans le moule de façon à ce que l'échantillon 1 se retrouve à l'extrême 

gauche. 80 ml du gel d’agarose sont versés délicatement dans le moule. Les bulles sont repoussées 

avec une pipette pasteur en plastique. Le dispositif est laissé au  repos environ 20 minutes. Le 

peigne est retiré  l’agarose est versé à nouveau dans tous les puits. Le gel polymérise pendant 

encore 20 minutes. 

Le moule est démonté. Le gel et la plaque sont placés dans l'appareil d'électrophorèse et le 

disque est inséré dans le cadre. Le programme est sélectionné suivant le gradient de tension: 6 

V/cm, Angle: 120˚, Temps de commutation initial: 2,2 secondes, Temps de commutation final: 54,2 

secondes. Rampe linéaire, Temps de conduite: 22 heures. 

2.5.2.5 Cinquième jour 

Le cinquième jour est le jour de la coloration et visualisation du gel. Une fois 

l’électrophorèse terminée, arrêtez l'unité de refroidissement et la pompe lorsque l'électrophorèse est 

terminée. Prenez la plaque avec le gel pour la coloration. 

Pour la coloration avec GelRed, préparez la solution GelRed 3x dans un récipient sombre 

dans le compartiment de gel: mélanger 20 mL de NaCl 1 M avec 180 mL d'eau ultrapure et ajouter  

60 µL GelRed (10 000x). Laisser la coloration du gel se faire pendant 30 minutes. Puis laver le gel à 

l'eau courante pendant environ 5 minutes. 

Visualisation du gel avec GelDoc 2000 et prendre une photo pour l’analyse et normalisation 

en utilisant les marqueurs de tailles (Annexes 17 et 18) avec le GelComparII (Figure 25). 



Matériel et méthodes 
 

 

76 
 

 

 

 

Figure 25. Etapes de l’analyse des gels PFGE en utilisant GelCompare II. 
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2.6 Séquençage du génome complet « Whole Genome Sequencing » (WGS) 

Le séquençage du génome complet des bactéries pathogènes représente relativement un 

nouveau moyen de plus en plus accessible de suivre les épidémies de maladie, qui a obtenu le 

succès dans de multiples contextes appliqués. En utilisant des technologies de séquençage d'ADN 

massivement parallèles (ou "nouvelle génération"), il est maintenant possible d'examiner les 

génomes complets ou presque complets des isolats bactériens. 

 A partir des résultats obtenus  de la PFGE, nous avons pris une souche de chaque grand 

cluster qu’on appelle « un représentant » et les souches qui étaient impossible de les typer par la 

PFGE. 19 souches ont été sélectionnées pour être séquencées après extraction de l’ADN total en 

utilisant MagNApure 96 system (Roche Diagnostics, Nederland, Netherlands). La quantification de 

l’ADN extrait est effectué par l’appareil Qubit 3.0 fluometer (Life Technologies, Thermo Fisher 

Scientific Inc.) et le QubitDs DNA HS Kit (High Sensivity) selon les recommandations de la 

plateforme SciLifeLab à Stockholm, Suède. 

Dans cette étude, le génome complet de 19 souches ont été séquencées au niveau du 

SciLifLab par HiSeq 2500 (Illumina, San Diego, USA); c’est une technique de "séquençage par 

synthèse", où des molécules d'ADN individuelles sont attachées à la surface des cellules 

d'écoulement et une amplification isotherme de pontage est utilisée pour amplifier les signaux. 

Celles ci sont ensuite séquencées en utilisant des nucléotides marqués par un fluorophore réversible, 

qui sont lus optiquement à partir de chaque cellule d'écoulement. Bien que ceux-ci aient des 

précisions élevées et produisent de grandes quantités de données brutes, les longueurs de lecture 

individuelles ont tendance à être plus courtes, ce qui peut être problématique pour les génomes avec 

de grandes répétitions.  

2.7 Analyses bioinformatiques des séquences « short raw reads »  

L'assemblage (assembly) et le rognage (trimming) de tout le génome ont été réalisés de novo 

des « shorts raw reads » d'Illumina en utilisant workbech CLC V.11.0 (Qiagen®, Danemark) et le 

module Microbial. 

2.7.1 Caractérisation génomique in silico 

2.7.1.1 Confirmation de l’espèce bactérienne et la contamination 

Une fois les séquences introduites dans le programme du CLC workbech V.11.0 (Qiagen, 

Danemark) et le module Microbial, il va nous confirmer l’espèce et si l’échantillon était contaminé 

avant de faire d’autres analyses poussées. 
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2.7.1.2 Les gènes de résistance et les élements mobiles 

 La base de données  Centre for Genomic Epidemiology (https://cge.cbs.dtu.dk) a été 

utilisée pour la détection de gènes de résistance aux antibiotiques, l'identification, le typage de 

réplicons et leuts pMLST; ResFinder, MLSTFinder, PlasmidFinder, respectivement, à partir des 

séquences ajustées assemblées (.fasta) (Larsen et al., 2012; Carattoli et al., 2014; Zankari et al., 

2017).  

 Prédiction des prophages: pour identifier les prophages putatifs, nous avons utilisé 

PHASTER (PHAge Search Tool Enhanced Release) en utilisant les paramètres par défaults (Zhou 

et al., 2011; Arndt et al., 2016). 

2.7.1.3 Système CRISPR-Cas architecture et environement 

 Caractérisation et identification des gènes cas, CrisprCasFinder (https://crisprcas.i2bc.paris-

saclay.fr/CrisprCasFinder/Index) a été utilisé qui indique l'orientation du CRISPR-Cas et 

identifier les gènes cas, le type et le sous-type du système CRISPR-Cas. 

 La caractérisation moléculaire des systemes CRISPR-Cas, les séquences assembées et 

trimmées des 19 K. pneumoniae séquencées ont été analysés à l'aide de la plateforme 

CRISPRFinder pour retrouver les « directe repeated » (DR) et les « spacers » ont été 

extraites manuellement. 

 Pour identifier les spacers correspondant aux séquences protospacers des plasmides, des 

phages ou bien autotargeting. Les spacers ont été alignés en utilisant MAFFT V 7 

(https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) (Katoh, Rozewicki et Yamada, 2019) pour 

supprimer les spacers identiques, puis les spacers uniques ont été comparées aux séquences 

génomiques de virus (taxid: 10239) et de bactéries (taxid: 2) disponibles dans la base de 

données NCBI en utilisant le nucléotide BLAST et l'algorithme BLASTn. 

 Les DRs étaient regroupés à l’aide du MAFFT V 7. Puis Weblogo 

(https://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi) est utilisé pour avoir les sequences consenus des 

DRs I-E et I-E*. CRISPRmap (http://rna.informatik.uni-freiburg.de/CRISPRmap/) est utilisé 

pour avoit la structure secondaire en ARN des DRs. 

 Prédiction des leaders, sont recherchés par investigation et Blasting des régions en amant et 

en aval du locus CRISPR (the array) (~1kb) puis BPROM (Bacterial promoter prediction 

program) était utilisé pour prédire tout les éléments promotionnels (-10, -35 et le promoteur) 

pour chaque CRISPR loci (Solovyev, 2011). 
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2.7.1.4 Les gènes de virulence et les determinants capsulaires 

 Les contigs assemblés et rognés ont été téléchargés sur le site Web 

(http://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html), pour identifier automatiquement tous les 

loci et allèles numérotés actuellement disponibles dans BIGSdb et les gènes de virulences, 

K-types et gènes d’efflux en utilisant «Virulence genes sheme», «cps capsule (wzi et wzc) » 

et «Efflux pumps» respectivement. 

 Kaptive V 0.7.0  est utilisé pour prédire le K-type (Wick et al., 2018). 

2.7.1.5 La détermination du gènome réference le plus proche 

K-mer est aussi realisé pour déterminer le génome de référence le plus proche de nos souhes 

bactériennes à l’aide  CLC Genomics Workbench V.11.0 (Qiagen®, Danemark) et le module 

Microbial. 

2.7.2 Génomique comparative et phylogénétique 

 Phylogénétique moléculaire: afin de mieux comprendre les relations génétiques entre les 

isolats de K. pneumoniae sequencées, le typage des SNP du génome entier a été réalisé 

comme suit: les lectures d'isolats séquencés ont été directement cartographiées sur le 

chromosome de K. pneumoniae CG43 (GenBank), génome référence: NC_022566 avec le 

CLC Genomics Workbench V.11.0 (Qiagen®, Danemark) en utilsant les paramètres par 

défaut. Les SNP ont été appelés par l'algorithme “Quality-based variant detection”. Les SNP 

candidats ont été filtrés comme décrit précédemment. Des SNP de haute qualité ont été 

utilisés pour construire un arbre à probabilité maximale: Maximum Likelihood tree 

(MLTree). 

 L’outil de comparaison du génome BIGSdb effectue une analyse du génome de base MLST 

«cgMLST sheme 632 loci». 

 Le profil allélique de ce dernier a été analysé par BioNumerics 7.6.3 et la relation clonale 

entre isolats a été étudiée par Minimum Spanning Tree (MST). L'analyse MST a également 

été étendue en superposant les principales caractéristiques des isolats tels que les facteurs de 

virulence, les ARG et les sites d'infection. Les groupes clonaux ont été créés comme 

précédemment décrit (Bialek-Davenet et al., 2014). 

 

http://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html
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2.7.3 Annotation 

L’annotation et la gestion des arbres phylogénétiques a été faite en utilisant iTOL V5 
(Interactive Tree Of Life) qui est un outil en ligne (Letunic et Bork, 2021).  

2.7.4 Soumission à SRA 

Les séquences (double reads) ont été soumises à the National Center for Biotechnology 

Information (NCBI), the Sequence Read Archive (SRA). 
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1. Identification moléculaire des isolats et les tests de sensibilité aux 
antibiotiques 

 Au total, 219 souches de Klebsiella sp. ont été réidentifiées par MALDI-TOF-MS, 

quatre souches n'étaient pas Klebsiella pneumoniae; les souches 673 et 682 étaient Klebsiella 

oxytoca, la souche 459 était E. Coli et la souche 589 était Raoultella planticola (Annexe 19).  

 215 souches ont été confirmées comme étant des Klebsiella pneumonie. 22 isolats ont 

été exclus pour les raisons suivantes: si un patient en avait deux isolats avec le même 

antibiogramme ou si le test de synergie était négatif, cela signifiait que les souches étaient 

négatives pour les BLSE. Finalement, un total de 193 isolats de Klebsiella pneumoniae 

productrices de BLSE a été sélectionné pour la caractérisation moléculaire. 

 Concernant les souches productricent de carbapénemases, un total de 8 souches avait 

d'une zone d’inhibition d’un diamètre inférieur à 27 mm avec le méropénème (10 µg), 7 souches 

avaient le phénotype BLSE et la perte de la porine membranaire et une souche a été confirmée 

comme produisant blaOXA-48 par GeneXpert® Carba-R (Tableau 8 et Figure 26). 

Tableau 8. Résultats du  kit de confirmation KPC/MBL et OXA-48, ROSCO 
DIAGNOSTICA. 

Identifiant MEM IPM ERT MRPBO MRPDP MRPCX TEM Interprétation 

330 23 31 21 1 0 0 28 BLSE+perte de 
porine 

533 26 33 30 1 1 0 25 BLSE+perte de 
porine 

598 26 34 28 1 2 0 24 BLSE+perte de 
porine 

624 24 26 19 1 2 0 14 BLSE+perte de 
porine 

631 19 18 15 1 9 1 0 OXA-48 

644 26 29 26 2 2 2 19 
BLSE+perte de 
porine 

676 23 28 16 2 0 1 17 
BLSE+perte de 
porine 

695 22 27 19 0 0 0 28 
BLSE+perte de 
porine  

MEM : méropèneme (10µg), IPM : imipèneme (10µg), ERT: értapèneme (10µg), TEM : 
Temociline (30 µg). 
MRPBO: Méropèneme 10 µg +  acide phenylboronique (KPC et l’inhibiteur d’AmpC). 
MRPCX: Méropèneme 10 µg + cloxacilline (inhibiteur d’AmpC). 
MRPDP: Méropèneme 10 µg +  aide dipicolinique (inhibiteur de Metallo-β-Lactamase). 



Résultats 
 

83 
 

 

Figure 26. Photographie du résultat du kit de confirmation KPC/MBL et OXA-48, ROSCO 
DIAGNOSTICA.  La souche N° 631 productrice de BLSE et carbapènemase OXA-48. 

2. Caractérisation moléculaire des gènes de résistance par PCR-SYBR 
Green,  de puces à ADN et PCR-RFLP 

  La prévalence des qnr et aac(6')-Ib-cr variants était très élevée, à 65,28% (126/193) et 

71,5% (138/193), réspectivement; 63,21% (122/193) étaient des variants de qnrB1, alors que 

4/193 (2,07 2%) étaient des qnrS. Pour les souches résistantes à l'amikacin. Nous avons trouvé 

17/24 isolats positifs pour armA et 7/24 étaient négatifs pour tous les gènes de l'ARNr 16S 

méthylases (Tableau 9). Annexe 20, c’est une photographie du produit de PCR du gène aac(6')-

Ib de la digestion par l’enzyme BtsCl. 

  L'analyse par micropuce Check-MDR CT101 a montré que les isolats résistants à la 

céfoxitine, 4/6 avaient le gène CMY II (blaCMYII) et deux isolats étaient négatifs (Tableau 9). 
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Tableau 9. Résultats de la caractérisation moléculaire par PCRs SYBR Green, PCR-RFLP 
et  puces d’ADN. 

  
Nombre  

  Total 193 
Pr

év
al

en
ce

 d
es

 g
èn

es
 r

és
is

ta
nc

e 
 

CTX-M positive 192 
CTX-M 1 groupe 191 
CTX-M 9 groupe 1 
ESBL-SHV 1 
qnr postive 127 
qnrB 123 
qnrS 4 
acc(6')-Ib-cr 140 
armA 17 
CMYII  4 

C
om

bi
na

is
on

 d
es

  g
èn

es
 r

és
is

ta
nc

e 
 

CTX-M Groupe 1 seulement 30 
CTX-M Groupe 1, acc(6')-Ib-cr 28 
CTX-M Groupe 1, armA 6 
CTX-M Groupe 1, CMYII 1 
CTX-M Groupe 1, qnrB 10 
CTX-M Groupe 1, qnrB, acc(6')-Ib-cr 100 
CTX-M Groupe 1, qnrB, acc(6')-Ib-cr, armA 5 
CTX-M Groupe 1, qnrB, acc(6')-Ib-cr, armA, CMYII 2 
CTX-M Groupe 1, qnrB, acc(6')-Ib-cr, CMYII 1 
CTX-M Groupe 1, qnrB, acc(6')-Ib-cr, OXA-48 1 
CTX-M Groupe 1, qnrB, armA 4 
CTX-M Groupe 1, qnrS, acc(6')-Ib-cr 3 
CTX-M groupe9, qnrS 1 
SHV_Variant seulement 1 

 

3. Typage génomiques (PFGE) 
 Les résultats de PFGE ont montré que la plupart des isolats (n = 191) étaient typables et 

une minorité, deux isolats étaient non typables (380 et 666). Selon le seuil de similarité de 80%, 

l'analyse PFGE a subdivisé les 191 isolats en 12 types de PFGE ou “Cluster”. Peu de génotypes 

d’entre eux étaient des singletons; un ou plusieurs isolats ont un génotype unique et distinct. Les 

génotypes restants sont un groupe variable ou des groupes clonaux constitués de deux isolats ou 

plus. 
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 La PFGE a montré une similarité de 63.7% entre les isolats, ce qui indique un degré de 

parenté relativement plus élevé entre les membres de la population. Il est important de noter que 

l’analyse PFGE permet de distinguer les isolats apparentés par clonage des isolats non 

apparentés. Le groupe C11 en bleu était le groupe le plus prédominant (n = 35), suivi par les 

autres groupes de taille moyenne et mineure (Figures 27 et 28). Annexe 21, présente 

Électrophorèse sur gel en champ pulsé après digestion par Xbal, profils de macro-restriction de 

l'ADN génomique de 193 isolats cliniques KP productricent de BLSE. 
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Figure 27. Minimum Spanning Tree basé sur la matrices de similarité (coefficients de Dice) 
des profiles PFGE en détails. Chaque nœud unique représente un modèle PFGE distinct. La 
zone grise de chaque couleur représente un groupe de motifs étroitement liés; des complexes ont 
été créés si la distance maximale des voisins était de 10 valeurs de similitude. La taille de chaque 
nœud correspond au nombre d'isolats. Les nombres sur les nœuds correspondent aux ST des 
isolats qui ont été soumis au séquençage du génome entier. 
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Figure 28. Minimum Spanning Tree basé sur la matrices de similarité (coefficients de Dice) des profiles PFGE. Chaque nœud unique 

représente un modèle PFGE distinct. Les nœuds condensés représentent des modèles étroitement liés avec ≤ 10 valeurs de similitude. La taille de 

chaque nœud correspond au nombre d'isolats. Les nombres sur les nœuds colorés correspondent aux ST des isolats qui ont été soumis au 

séquençage du génome entier. 
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4. Caractérisation moléculaire par séquençage du génome complet 

4.1 Qualité des séquences et bio Project 

La qualité des séquences est présentée dans le tableau 10. Le contrôle de la qualité du 

séquençage a montré que la couverture 10x était ˃98% pour 19 isolats et la couverture 30x 

était ≥ 98% pour 18 isolats. Le taux de duplication principal était ≥ 9,49% et la taille médiane 

principale de l'insert entre 186 et 267. Bioproject PRJNA672836 (accession no. 

SAMN16579464 à SAMN16579482). 

Tableau 10. Tableau de la qualité des séquences. 

Identifiant 
Reference 
Genome 

Total Reads 
Median 
Insert 
Size 

Duplication 
Rate 

Mapped 
rate 

Coverage 
10X 

246 NC_016845.1 5 320 333 244 10,67% 81,37% 98,56% 

571 NC_016845.1 5 346 336 191 10,48% 82,33% 98,49% 

601 NC_016845.1 5 338 742 199 10,08% 79,97% 98,58% 

631 NC_016845.1 5 258 002 186 10,12% 81,39% 98,58% 

640 NC_016845.1 5 618 409 189 10,57% 79,69% 98,45% 

644 NC_016845.1 4 855 854 200 10,67% 84,57% 98,56% 

657 NC_016845.1 5 167 685 193 10,39% 85,67% 98,26% 

660 NC_016845.1 6 258 380 190 10,83% 81,02% 98,28% 

666 NC_016845.1 5 161 487 187 10,42% 84,15% 98,63% 

676 NC_016845.1 5 443 767 191 10,13% 80,78% 98,67% 

287 NC_016845.1 4 585 411 241 10,26% 79,71% 98,52% 

687 NC_016845.1 5 438 227 188 9,79% 79,10% 98,79% 

352 NC_016845.1 4 367 779 252 10,39% 80,60% 98,19% 

380 NC_016845.1 4 276 198 263 10,62% 78,15% 98,53% 

383 NC_016845.1 3 767 413 267 9,90% 82,69% 98,50% 

440 NC_016845.1 4 559 455 254 11,34% 82,38% 98,64% 

448 NC_016845.1 4 402 256 256 10,55% 81,20% 98,26% 

469 NC_016845.1 5 442 132 255 10,32% 74,78% 98,36% 

671 NC_016845.1 4 914 438 187 9,49% 81,05% 98,76% 
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4.2 Analyses génomiques 
 Gènes de résistance, MLST (type de séquence), replicons trouvés par ResFinder, 

MLSTfinder et PlasmideFinder respectivement pour les isolats séquencés. 

4.2.1 Gènes de la résistance 
 La cartographie des gènes de β-lactamases a montré que toutes les souches 

séquencées avaient les enzymes CTX-M qui est blaCTX-M-15, alors que 17/19 isolats avaient un 

variant blaSHV et qu'une seule souche avait la présence simultanée de blaOXA-48 et blaCTX-M-15. 

Deux variantes de blaCMY-2 et de blaCMY-16 ont également été trouvées dans des souches 

d'arbres (3/19). Dans deux isolats, nous notons en outre la présence de blaOXA-1, une présence 

simultanée de blaOXA-10 et de blaCMY-16 (Figure 29). 

 La cartographie des gènes de résistance aux aminosides a montré que toutes les 

souches présentaient au moins l'un des gènes de résistance suivants: aac(3)-IIa (11/19), 

aac(3)-IId (6/19), aacA4 (1/19), aadA2 (3/19), aadA1 (3/19), aph (3'')- Ib (11/19), aph (3')-

VIb (2/19), aph(3')- la (2 / 19) et aph(6)-Id (10/19). Deux isolats avaient armA (Figure 29). 

 Les gènes de résistance aux fluroquinolones étaient notamment aac(6')-lb-cr (11/19), 

qnrB1 (12/19), qnrB5 (1/19) avec 100% d’identité et la requête n’était pas bonne; les résultats 

de BLASTING ont montré qu’il s’agissait de qnrB19, qnrS1 (1/19), nous notons également la 

présence simultanée de oqxA et de oqxB. La majorité des isolats présentaient plusieurs 

déterminants de la résistance aux β-lactames, aux aminosides et aux fluoroquinolones qui 

confère un à phénotype multi-résistant (Figure 29). 
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Figure 29. Gènes de résistance des 19 souches séquencées. 

Les codes couleurs correspondent aux pourcentages de l’identification en vert : ID=100% et query/HSP sont identiques. En jaune: 99 ≥ID ˃ 100 
et query/HSP identiques, en bleu: ID%=100%  et query/HSP differents.  En noir: 99% ˃ID ≥ 98% et le query/HSP identiques.
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 En outre, nous avons détecté d'autres résistances, telles que la résistance des gènes du 

phénicol: catA1, catB4, cm1A1 et floR  dans 16 isolats, mais avec une bonne identification; les 

gènes catB4, cm1A et floR étaient présents simultanément dans deux souches, des résistances 

aux gènes sulfonamide ont été observées dans dix-huit isolats: sul1 (8/19) et sul2 (14/19) 

détectés dans quatre isolats, des gènes étaient présents simultanément dans 4 isolats. Le gène 

de résistance à la tétracycline tet (A) a été détecté dans 10 souches sur 19 et les gènes de 

résistance au triméthoprime dfrA1, dfrA5, dfrA14 et dfrA12 ont également été détectés dans 17 

isolats; dfrA1 (1/19), dfrA5 (2/19), dfrA14 avec une bonne identification (11/19), dfrA12 

(2/19). Deux gènes de résistance aux macrolides ont été détectés ere(A) (2/19) et mph(A) dans 

une souche (Figure 30). 
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Figure 30. Array des autres gènes de résistance. 

Codes couleurs. Vert: ID=100% et query/HSP identiques. Jaune: 99 ≥ID ˃ 100 et le 
query/HSP identiques, en bleu: ID%=100% et le query/HSP differents.  Noir: 99% ˃ID ≥98% 
et le query/HSP identiques. Rouge: ID%=100% et le query/HSP différents. 
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4.2.2 Type de séquence (ST) par MLST 

 Parmi les 19 génomes séquencés, 16 STs distincts ont été trouvés et la plupart d'entre 

eux ont été bien décrits dans la littérature. Les STs trouvés sont 16 ST: ST13, ST14, ST23, 

ST37, ST48, ST86, ST147, ST307, ST348, ST392, ST405, ST831, ST1111, ST1426, ST1942 

et ST2108 (Tableau 11). Parmi ces STs on a quatre STs (ST14, ST23, ST37 et ST147) qui 

sont épidémiques (High-risk clones) (Tableau 11). 

Tableau 11. MLST des 19 souches séquences et ses sept gènes de ménages.  

ID 
Strain 

gapA InfB mdh  pgi phoE rpoD tonB ST 

246 3 4 6 1 7 4 38 ST147 
287 2 1 5 1 17 4 42 ST111 
352 2 3 1 1 10 1 19 ST13 
380 2 1 1 1 10 1 18 ST183 
383 2 1 1 1 9 4 12 ST23 
440 2 1 20 1 12 15 16 ST348 
448 2 1 62 3 10 4 110 ST405 
469 9 4 2 1 1 1 27 ST86 
571 2 5 1 1 2 1 43 ST1942 
601 3 4 6 1 7 4 38 ST147 
631 3 5 1 1 12 4 46 ST1426 
640 3 4 6 1 7 4 40 ST392 
644 3 5 1 1 12 4 46 ST1426 
657 2 9 2 1 13 1 16 ST37 
660 1 6 1 1 1 1 1 ST14 
666 2 1 1 3 12 1 5 ST2108 
669 2 1 1 1 9 4 12 ST23 
671 4 1 2 52 1 1 7 ST307 
676 2 9 2 1 13 1 16 ST37 
687 2 5 2 2 7 1 10 ST48 
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4.2.3 Gènes de la virulence et sérotypes 

 Les gènes contribuant à la pompe à efflux AcrA, B et / ou à la pompe à efflux OqxA, 

B ont été trouvés chez toutes les souches (Tableau 12). Les gènes de virulence et les K-types 

(wzi et wzc) sont rapportés dans le tableau 13. 

Tableau 12. Résultats des gènes de pompes d’efflux 

 Pompe à efflux 
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246 N1 N1 1 1 1 12 20 53 N1 4 1 1 27 3 24 1 2 
287 43 N2 N1 19 1 2 4 N1 N2 4 1 4 N1 3 N1 2 N1 
352 N2 N3 1 N1 1 2 2 N2 N3 3 6 2 3 3 1 1 6 
380 N3 N4 1 N2 1 1 2 N3 N4 4 1 2 N2 3 23 2 14 
383 2 2 2 2 1 2 1 2 2 2 2 1 2 2 2 1 2 
440 23 N6 2 9 1 2 1 N5 N6 4 2 2 20 4 1 2 2 
448 N4 N5 1 15 1 2 1 N4 N5 4 6 16 N3 21 6 2 4 
469 1 20 1 5 1 2 4 5 5 3 5 1 5 4 3 1 2 
571 N5 N7 1 N3 1 1 N6 N7 N1 7 7 21 N4 3 1 1 5 
601 N1 N1 1 2 1 12 20 53 N1 4 N1 N1 27 3 24 1 2 
631 N6 N8 1 2 1 2 1 55 N8 4 1 2 21 4 1 1 2 
640 N1 N1 1 2 1 12 20 53 N1 4 1 1 27 3 6 1 2 
644 N6 N8 1 2 1 2 1 55 N8 4 1 N2 21 4 1 1 2 
657 N7 N9 1 3 1 1 1 N7 N9 4 5 1 6 16 2 1 5 
660 3 3 1 3 1 3 2 3 3 3 3 2 3 3 1 1 1 
666 47 N6 1 3 1 2 2 N8 N10 4 N2 2 2 3 6 1 6 
671 N8 41 1 20 1 1 1 N9 N11 4 2 1 3 3 2 1 1 
676 27 33 2 3 1 2 4 24 26 N2 3 17 14 16 1 1 10 

87 28 40 12 3 1 1 2 68 37 7 16 21 4 7 4 1 11 
N : nouvel allèle. 
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Tableau 13. Résultats de la virulence et les sérotypes (K-types).  

Isolats wzc wzi K-Types Virulence gènes/clusters Hypervirulence 
246 64 64 K64 mrk Classique 

287 63 63 K63 
Yersiniabactines 

mrk 
Classique 

352 3 40 K3 
Yersiniabactines 

mrk, kfu, clb 
Virulente 

380 19 18 K18 
Yersiniabactines 

mrk 
Classique 

383 1 1 K1 

Yersiniabactines 

Aerobactin/Récépteur 

Allantoinase 

Salmochelines 

kfu, mrk, clb, mce 

rmpA/A2 

Virulente/HV 

440 62 94 K62 
Yersiniabactines 

mrk, clb  
Virulente 

448 937 143 K151 
Yersiniabactines 

kfu,mce, kvg, mrk   
Virulente 

469 2 2 K2 

Yersiniabactines 

Aerobactines 

kvg, mrk, rmpA/A2 

Virulente/HV 

571 61 155 K61 mrk, kvg Classique 
601 64 64 K64 mrk  Classique 
631 21 177 K20 mrk  Classique 
640 28 187 K27 mrk  Classique 
644 21 177 K20 mrk Classique 
657 919 50 K15 mrk Classique 

660 2 2 K2 
Yersiniabactines 

kfu, mrk 
Virulente 

666 32 31 K31 

Yersiniabactines 

Allantoinases  

mrk 

Virulente 

671 939 173 K102 mrk Classique 
676 13 12 K12 mrk Classique  

687 987 167 K124 
Yersiniabactines 

mrk 
Classique 

Yersiniabactines: ybt cluster, irp1, irp2 et fyuA.  
Aerobactines/récépteure: iuc cluster/iutA.   
Allantoinases: all cluster, fdr, glx, ybb cluster, ylb cluster, KP1_1364, KP1_1371, hyi et gcl. 
Salmochelines: iroB, C, D et N.  
HV : Hypervirulente. 
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4.2.4 Détection et identification des systèmes CRISPR-Cas 

Dans cette étude, l'occurrence du système CRISPR-Cas était de 47,36% (9/19 isolats), 

deux groupes sont visibles; le premier est constitué de 5 isolats sous-typés I-E et le second est 

composé de 4 isolats sous-typés I-E *. Dans nos résultats, les isolats ayant des ST: 392, 147, 

2108, 348 étaient de type I-E et ceux qui avaient des ST: 13, 23, 111 et 14 étaient de type      

I-E*. L'anti-CRISPR était absent dans tous les isolats ayant le système CRISPR-Cas. Les 

isolats ayant le sous-type I-E avaient le plus grand nombre d'entretoises. 

 Les systèmes CRISPR-Cas sont toujours associés à des gènes cas sous forme d’un 

opéron. En règle générale, le système se compose de huit ou sept gènes cas quand il s’agit de 

sous-type I-E les gènes cas identifiés étaient, de 5'à 3': cas3, cse1, cse2, cas7, cas5, cas6, cas1 

et cas2 ou de 5'à 3' de direction: cas3, cse1, cse2, cas6, cas7, cas5, cas1 et cas2  (Figure 34). 

 Dans l'ensemble, cela suggère que l'opéron cas est conservé dans les souches 

contenant les systèmes CRISPR-Cas et a probablement une histoire évolutive commune pour 

toutes ces souches de Klebsiella.  

 Les séquences consensus des DR ont montré deux groupes avec des régions 

conservées de parts et d’autres. Les principaux changements ont été détectés au milieu de la 

séquence (positions 12, 13 et 14) pour le type I-E*. Nos résultats montrent que la séquence 

DR était symétrique et partiellement palindromique. Chaque sous-type a un type de DR mais 

les deux ont le motif 1 de la super classe B (Figure 31). Toutes les sequences des DR du type 

I-E étaient identiques.  

 Un total de 184 espaceurs non dupliqués a été trouvé; 135 espaceurs étaient uniques 

et 49 partagés entre les matrices CRISPR. Les résultats des espaceurs de dynamitage ont 

montré que 158 espaceurs avaient des espaceurs d'homologie parfaite ciblant 16 

bactériophages, 18 plasmides et 155 chromosomes. Certains espaceurs correspondaient aux 

chromosomes, aux plasmides et / ou aux phages. Les isolats dans le même ST (ST147) 

avaient le même tableau et la même organisation. Le taux des spacers auto-targting était de 

5% (9 sur 184) trouvé dans 5 des 9 isolats (55,55%) (Tableau 14 et Figure 35). 

 Trois leaders ont été trouvés: le leader 1 (96 pb), le leader 2 (252 pb) et le leader 3 

(47 pb). Le premier pour le sous-type I-E et les deux derniers pour le sous-type I-E *. Les 

leaders1 et les leaders 3 ont été conservés mais les leaders 2 avaient 96,4% d'identité. 

Concernant le promoteur core (-10, -35 et promoteur) a été trouvé pour les leaders 1 et leader 
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2 uniquement, les leaders 3 n'avaient que le promoteur. En recherchant les leaders 2, nous 

avons trouvé un système de transport ABC en amont (Figures 38 et 40). 

Tableau 14. Distribution des différents éléments du système CRISPR-Cas. 
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Total isolats séquencés  19 

Total isolats avec le système CRISPR-Cas 9 

Total CRISPR arrays 13 

Soustype I-E 5 

Soustype I-E* 4 
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Total spacers  184 

Le nombre des spacers partagés (shared) 49 

Le nombre des spacers uniques 135 

Spacers avec homologie 158 

Sans homologie 26 

Homologie avec phages 16 

Homologie avec chromosomes 155 

Homologie avec plasmides 18 

Spacers avec self-targeting  9 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31. Séquences consensus des DR I-E et I-E* et leurs structures secondaires en 
ARN. La séquence consensus de DR du type I-E: Motif 1, Famille 1, Super classe B, 
L'énergie libre de l'ensemble thermodynamique est de -15,73 kcal / mol. La fréquence de la 
structure MFE dans l'ensemble est de 42,26%. La diversité de l'ensemble est de 1,80. La 
sequence consensus de DR du type I-E*: Motif 1, Super classe B, 95,3% d'identité, L'énergie 
libre de l'ensemble thermodynamique est de -12,09 kcal / mol. La fréquence de la structure 
MFE dans l'ensemble est de 52,87%. La diversité d'ensemble est de 0,56. 

-15.73 Kcal/mol 

 

 

-12.09 Kcal/mol 
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Figure 32. Alignement des séquences leaders 1 du système CRISPR-Cas sous-type I-E. 

La taille des  leaders 1 est de 96 pb avec 100% d’identité.
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Figure 33. Aligements des séquences leaders 2 et 3 du système CRISPR-Cas sous-type I-E*. 

Les tailles sont de 252 et 47 pb avec  93% et 100% d’identité respectivement.
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Figure 34. Organisation et architecture des CRISPR-Cas systèmes des souches séquencées. 
BRE BOX (B Recognition Element).
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Figure 35.  Distribution des spacers dans les CRISPR loci avec les résultats du Blasting. 

Spacers sont representés sous forme de box  codés d’A1 à B89 sans répitition. Les speacers identiques ont les mêmes couleurs et codes. P: 
plasmids, V: virus or Phage, S: Self-target, RS: the reverse self-target, les spacers colorés en rouge n’avaient pas d’homologie. +: spacer plus 
long.
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4.2.5 Eléments génétiques mobiles  

4.2.5.1 Détection et identification des phages 

 Les séquences analysées en utilisant Phaster ont montré que toutes les souches avaient au 

moins un phage ou au maximum neuf phages. La transduction médiée par les phages conduit à 

l'évolution bactérienne et peut transférer des éléments génétiques mobiles. Les éléments génétiques 

mobiles ont mis au point des stratégies sophistiquées pour détourner les machines d’emballage de 

l’ADN du phage. Notre analyse a montré que le blaCTX-M15 est hébergé dans la séquence incomplète 

du processus PHAGE_Salmon_SJ46_NC_031129 qui un phage de Salmonella. Il se pourrait que les 

phages soient responsables de transfert horizontal de gène de résistance tel que blaCTX-M15 chez KP 

productrice de BLSE (Tableau 15). 

4.2.5.2 Réplicons plasmides 

 En utilisant PlasmidFinder, 17 types de réplicons de plasmides de petits et de grands 

plasmides ont été détectés (tableau 15). 

 Réplicons des grands plasmides : le réplicon FII(K) a été trouvé dans 13/19 des isolats. Le 

réplicon FIB(K) a également été trouvé dans plusieurs isolats de souches 12/19.  Le 

réplicon FIB(pQil) a été trouvé dans 3 isolats et le FIB(Mar) dans deux isolats et il était 

présent simultanément avec le FIB(K).  

 Groupe de plasmides incompatibilité : les réplicons identifiés provenaient des groupes 

d'incompatibilité plasmidique IncF, IncHI1, IncL/M, IncA/C2, IncR. Le réplicon IncHI1B 

n'a été détecté chez trois isolats. Le plasmide IncL/M a été détecté dans deux souches et le 

réplicon IncL/M (pOXA-48) a été trouvé dans une souche. Cette souche avait IncL/M 

(Poxa-48), IncFII(K) et IncFIB(K). IncA/C2 a été trouvé dans deux isolats et le réplicon 

IncR est présent dans quatre isolats. 

 Groupe de plasmides de petites tailles (Col) : Quatre séquences de réplicons détectées, 

Col(RNAI) chez trois isolats, pVC dans un isolat, 440I dans des isolats d’arbres et 440II 

dans une seule souche. Nous avons noté la présence de Col (RNAI) et de Col440II dans une 

souche. Des plasmides de la famille Q1 ont également été trouvés dans trois des isolats. 
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Tableau 15. Tableau des éléments mobiles réplicons et prophages. 
Isolat Réplicons pMLST Prohage (nombre) 

246 
IncFIB(pQil), IncHI1B, IncFII(K)e, 
IncFIA(H1)f 

K5:A22:B- Intact (3) 

287 IncFIB(K)c, IncFII(K)c, IncRb K2:A-:B- 
Intact (3) 
Incomplet (4) 
Douteux (2) 

352 
IncL/M 
Col440IIe, ColRNAId - 

Intact (2) 
Incomplet (1) 
Douteux (1) 

380 
IncR, IncL/M, IncFIB(K)c, IncQ1a, 

IncFII(K)b 
K8:A-:B- 

Intact (4) 
Incomplete (2) 

383 IncFIB(pQil), IncFII(K)e K5:A-:B- Intact (1) 
440 IncFIB(K)e, IncFII(K)f K7:A-:B- Intact (2) 

448 IncFIB(K)c, IncFII(K)f K7:A-:B- 
Intact (3) 
Incomplete (1) 

469 
ColRNAIb 

IncHI1Bb, IncNb, IncFII(K)f 
K7:A-:B- 
IncN ST9 

Intact (2) 
Incomplete (2) 
Douteux (1) 

571 IncFIB(Mar), IncFIB(K)c, IncHI1Bb, IncQ1a - 

Intact (3) 
Incomplet (2) 
Douteux (1) 

601 
IncFIB(pQil), IncHI1B, IncFII(K)e, 
IncFIA(HI1)f 
Col44Ie 

F-:A-:B- Intact (3) 

631 IncL/M(pOXA-48), IncFIB(K)c, IncFII(K)c K5:A22:B- 
Intact (5) 
Douteux (1) 

640 
IncA/C2 , IncFIB(K)c, IncFII(K)f, IncHI1Bb, 

IncFIB(Mar)b 
K2:A-:B- 
IncA/C2 ST3† 

Intact (3) 
Incomplet (1) 

644 IncFIB(K)c, IncFII(K)c K2:A-:B- 
Intact (5) 
Douteux (1) 

657 IncHI1B, IncQ1a - 
Intact (1) 
Douteux (4) 

660 ColRNAI, IncFIB(K)b, IncRb, IncFIId K9:A-:B- 
Intact (3) 
Incomplet (1) 
Douteux (1) 

666 IncFIB(K)e F-:A-:B- 
Intact (1) 
Incomplet (1) 
Douteux (1) 

671 IncFIB(K)c, IncFII(K)f , Col44Ie K7:A-:B- Intact (3)  

676 IncR, IncA/C2_ST3, ColpVCe 
IncA/C2 ST3 

 

Intact (1) 
Douteux (3) 

687 
IncA/C2, IncFIB(K)f, (Col44If))×2, 
IncFII(K)c 

K7:A-:B- 
IncA/C2  

ST 3, 9† 

Intact (3) 
Incomplet (2) 
Douteux (2) 

Légende Tableau 15.  (a): ID%=100% et le query/HSP different. (b): 99 ≥ID ˃ 100  et query/HSP 
était identique/bon. (c): 99% ˃ID ≥ 98% et query/HSP était identique/bon. (d):  ID 100% ˂ et 
query/HSP different. (e): 97% ≥ID ˃ 98% et query/HSP était identique/bon. (f): 95% ≥ID ˃ 97% et 
query/HSP était identique/bon. †: ST le plus proche. 
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4.2.6 Arbre K-mer 

Le K-mer est utilisé pour déduire le génome référence le plus proche et dans notre étude 

c’était le génome NC_022566 qui sera utilisé pour l’arbre core SNP (Figure 36). 

 

 

Figure 36.  Arbre K-mer. 

4.3 Comparative génomique et analyse phylogénétique 

4.3.1 Core SNP 

 Les séquences génomiques ont été interrogées à l'aide d'une analyse phylogénétique des 

SNP sur l'ensemble du génome. L'analyse a été effectuée à l'aide du CLC Genomics Workbench. 

L'analyse phylogénétique à base de SNP a révélé une forte discontinuité au sein des isolats; des 

isolats non apparentés étaient apparemment groupés en branches hétérogènes bien séparées les unes 

des autres (Figure 37 et Tableau 16). Au total, 85 965 SNP étaient présents dans l'alignement, avec 

19 701 différences moyennes de SNP sur toutes les paires de séquences. Fait intéressant, l'analyse 

basée sur les SNP a fourni une résolution optimale, en particulier pour les ST identiques ; les isolats 

qui ont le ST1426 différaient avec 27 SNPs. 
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Figure 37. Arbre Core SNP des 19 génomes. 

Tableau 16. Tableau des nombres de SNP entre les souches séquencées (Matrix SNPs). 
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4.3.2 Core génome MLST 

 La base de données BIGSdb-Kp a été utilisée pour identifier le nombre d'allèles de 

cgMLST provenant de WGS de chaque isolat. Nous avons utilisé un ensemble de 632 gènes, définis 

comme le cgMLST strict. À première vue, ces résultats indiquent une sorte de congruence entre 

PFGE et MLST, à quelques exceptions près. Chaque groupe PFGE s'est vu attribuer un ST distinct. 

Le plus grand groupe C11 a identifié deux ST liées: ST392 et son SLV ST147. Deux groupes 

distincts (C9 et C10) ont montré avoir le même ST37. 

 Afin de mieux comprendre la relation clonale entre les isolats, nous avons utilisé la 

méthode MST basée sur les profils alléliques de cgMLS632. Le MST a révélé le caractère apparent 

des isolats et clairement montré le lien entre les ST. Comme le montre la figure 30, il y avait une 

grande divergence parmi les isolats expliquée par le nombre élevé de mésappariements alléliques 

(472 à 511). Fait intéressant, les MST démontrent une congruence totale entre cgMLST632 et 

PFGE. Trois isolats du groupe C11 se sont avérés être liés ensemble dans le même groupe clonal 

(Figure 44). L'analyse MST a révélé des relations intéressantes entre les isolats et a révélé la 

répartition des caractéristiques principales des isolats, tels que les facteurs de virulence, la catégorie 

des sites de résistance aux antibiotiques et d'infections (Figures 39 et 38). 
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Figure 38. MST cgMLST. Les cerles en couleurs montrent les souches qui ont les mêmes STs.  
En rouge le ST37, en bleu ST147 et en vert le ST1426. 
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Figure 39. Quatre MSTs selon la source de prélèvement et les profiles de virulence et résistance. 

 A: MST versus gènes de virulence, B: MST versus types infection, C:MST versus profil des gènes de résistance, D: MST versus MDR et classes 
de virulence. MDR:Multi-Drug Resistance. UTI: Urinary Tract Infection. 
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4.4 Annotation des résultats et superposition à l’arbre des SNPs 

Le fichier de l’arbre a été téléchargé et associés avec les autres résultats en utilisant 

des couleurs pour le pourcentage de l’identification (Figure 40). 
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Figure 40. Heatmap annotation des résultats génomique associés à l’arbre de core SNPs. Sur les branches les nombres de SNPs qui 
diffère entre les souches proches. Le scale est modifié. 
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L'analyse de 219 Klebsiella spp. des isolats provenant de différents services et sources 

ont montré que l'identification des espèces n'était pas cohérente. La spectrométrie MALDI-

TOF est  de plus en plus utilisée dans les laboratoires de microbiologie médicale, son pouvoir 

discriminatoire dépend de la base de données sous-jacente, qui nécessite une conservation et 

des mises à jour continues, en particulier lorsque des taxons étroitement liés tels que 

Klebsiella spp. sont analysés. Dans ce cas, les analyses basées sur le WGS sont mieux 

adaptées à l'identification des espèces (Rodrigues et al., 2018; Wyres et al., 2020). 

Conformément aux études précédentes, une proportion substantielle des isolats de l'étude  

215/219 (98,17 %) ont été classés comme K. pneumoniae avec une bonne identification. 

La méthode PFGE a permis de distinguer les souches et de définir avec précision les 

clones dominants. Actuellement, les approches de typage basées sur le WGS sont devenues 

une méthodologie de référence de typage internationale. En conséquence, le motif MLST à 

sept gènes peut facilement être extrait des données WGS; les génomes analysés peuvent être 

triés en 16 ST différentes. L'analyse MLST a montré que la propagation du BLSE-KP est 

largement multi-clonale, en revanche, la propagation internationale de KPC-KP est limitée à 

des clones spécifiques. Le PFGE et le MLST ont identifié que le plus grand cluster était 

ST147 (n = 35), ce type de séquence pose une grave menace pour la santé publique dans le 

monde. Notamment, ST147, ST23 et ST14 sont des clones épidémiques. Ces ST répartis dans 

le monde entier sont associés à la majorité des infections nosocomiales et communautaires à 

K. pneumoniae chez l'Humain (Paczosa et Mecsas, 2016; Wyres et al., 2020). Néanmoins, le 

ST23 était rapporté chez K. pnuemoniae isolées du bétail et des animaux de compagnie 

(Anzai et al., 2017; Zhang et al., 2019). 

Dans ce travail, nous rapportons la diversité de la multirésistance dans les isolats 

cliniques BLSE-KP entre 2011 et 2012, d'un hôpital «EHUO» à Oran, en Algérie. 

Phylogénétiquement, les isolats étaient génomiquement diversifiés et caractérisés par de 

multiples combinaisons d'ARG. Les BLSE sont généralement associées à une multirésistance 

et sont devenues un grand défi pour le contrôle des infections en santé humaine et ont entraîné 

un échec du traitement (Coelho et al., 2010; Wang et al., 2013). Dans notre travail, le groupe 

CTX-M 1 a été trouvé dans presque tous les isolats (99%) et présenté plus tard blaCTX-M-15 

dans les 19 isolats séquencés, ce qui était attendu en raison de sa prédominance dans la 

plupart des régions du monde (Livermore et al., 2007; Tokajian et al., 2015; Anssour et al., 

2016). Rodrigues et al., (2014) ont rapporté que CTX-M-15 était associé à l'augmentation des 
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clones épidémiques MDR-KP (ST15, ST147 et ST336). Dans notre étude, deux isolats étaient 

ST147 et pourraient représenter un risque plus élevé dans le cadre nosocomial, en raison de la 

proportion à provoquer des éclosions. Les réplicons prédominants étaient IncFIIK et 

IncFIBK. Il a été rapporté que blaCTX-M-15 est principalement hébergé sur les plasmides 

IncFIIK dans les isolats de BLSE-KP et il a été décrit comme dynamique, avec la capacité de 

disséminer les ARG parmi les entérobactéries (Coelho et al., 2010; Dolejska et al., 2012). La 

combinaison caractéristique blaCTX-M-15, blaTEM-1B, blaOXA-1, qnrB et aac (6′)-Ib-cr a été 

trouvée dans 8/19 isolats et 7/8 étaient également associés au réplicon du groupe IncF qui 

était auparavant décrite partiellement au Maroc; les gènes blaCTX-M-15, blaTEM-1b, blaOXA-1, 

aac(6′)-Ib-cr et qnrB1 ont été co-transférés et portés par un plasmide conjugatif de haut poids 

moléculaire (Barguigua et al., 2013). En Algérie, le premier signalement de KP producteur 

d'OXA-48 localisé dans le plasmide de type IncL/M, appartenant au clone pandémique 

ST101, a été daté d'un isolement de souche en mai 2014 (Loucif et al., 2016). Dans la 

présente étude, le KP producteur d'OXA-48 a été isolé chez un patient souffrant d'une 

infection urinaire en 2012 et appartient au clone non épidémique ST1426, au réplicon IncL/M 

et au blaOXA-48. Cela signifie que blaOXA-48 était présent avant le premier rapport officiel de 

l'Algérie. 

En ce qui concerne les enzymes pAmpC, le type CMY-2 a été trouvé, présenté comme 

blaCMY-2 et blaCMY-16. Le CMY-2 est le type d'enzyme AmpC le plus répandu avec la plus 

grande distribution géographique, y compris l'Algérie (Koeck et al., 1997; Iabadene et al., 

2009). Au cours des deux dernières décennies, le PMQR a été signalé par l’acquisition des 

gènes qnr, qepA et aac(6’)-Ib-cr (Poirel, Cattoir et Nordmann, 2008). Il a été précédemment 

décrit que le gène qnrB était le prédominant parmi les souches d'Afrique (Maroc, Sénégal, 

Cote d’Ivoire, Cameroun et le Madagascar) tandis que le gène qnrS était principalement 

détectée dans les souches du Vietnam (Breurec et al., 2013). Nos résultats ont montré une 

prévalence élevée de PMQR; les plus trouvés étaient aac(6')Ib-cr (71,5%) et qnrB (65,3%: 

63,2% étaient qnrB1), et rarement qnrS (2%) présenté comme qnrS1 par séquençage. Le 

premier rapport de qnrS1, qnrB1 et qnrB4 isolés à partir d'isolats cliniques d'Enterobacter 

cloacae provenant d'hôpitaux algériens, en 2008 (Iabadene et al., 2008). A Alger, Klebsiella 

oxytoca isolée de l'hôpital de traitement des eaux usées avait des gènes PMQR (qnrB1 et 

aac(6')Ib-cr) (Anssour et al., 2016). Cette étude est le premier rapport de qnrS1 dans le 

BLSE-KP en Algérie. Comme décrit précédemment, les isolats cliniques porteurs de armA 

ont été associés aux plasmides IncL/M, avec la présence concomitante du blaCTX-M3 (Bercot  et 
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al., 2008). De plus, armA a été identifié sur des plasmides IncN, chez des animaux (Anssour 

et al., 2016). Dans la présente étude, armA a été trouvé dans deux isolats (352 et 469); l'un 

avait un réplicon IncL/M et le second réplicon IncN typé ST9. Ainsi, nous suggèrons que le 

contact animal et la nourriture (viande animale) représentent un réservoir potentiel et une voie 

de dissémination du plasmide IncN hébergeant armA aux humains par HGT.  

Mais aussi, une séquence incomplète du phage de salmonelle a été trouvée hébergeant 

blaCTX-M-15. Il a été précédemment décrit que les bactériophages pourraient contribuer à la 

propagation des ARG parmi les entérobactéries isolées des animaux et de la nourriture, 

mettant en évidence le rôle de HGT des ARG et blaCTX-M en particulier (Zhang et LeJeune, 

2008; Rodriguez-Lazaro et al., 2017). Ainsi, les prophages pourraient être un réservoir pour 

propager les ARG par transduction. Cette étude est le premier rapport que la séquence 

incomplète d’un phage de salmonella (SJ46_NC_031129) hébergeant  blaCTX-M15 dans la 

production de K. pneumoiae productrice de BLSE isolée à partir des isolats 469 et 571. 

Dans cette étude, les outils du Centre d'épidémiologie génomique fournissent des 

résultats en quelques minutes, selon la réponse du serveur. Comme nous nous y attendions, 

tous les isolats très virulents et résistants portaient des réplicons de grands plasmides 

permettant la propagation horizontale de gènes de résistance et de facteurs de virulence. Pour 

la caractérisation précise des plasmides et la détection des gènes portés, il serait nécessaire 

d’isoler les plasmides et de les séquencer. 

Dans la litérature, pour les souches virulentes ou hypervirulentes de K.pneumoniae sont 

plus retrouvées dans les cas d’infection communuataire  que les infections nosocomiales. 

Certains gènes de virulence tel que  les gènes d’hypermucosité sont souvent associés avec 

l’hypervirulence de K.pneumoniae. Le gène chromosomique de la «  Mucoviscosity-

Associated Gene A » (magA) était découvert en 2004 est retrouvé chez les souches qui ont le 

K-type, K1 (Fang et al., 2004, 2010; Yu et al., 2006). Ce gène n’était pas trouvé dans cette 

étude.  

Plusieurs sérotypes d'antigènes K ont été rapportés dans le monde, les plus étudiés 

étaient K1 et K2 car ils étaient associés à une infection grave  (Vernet et al., 1995; Fang et al., 

2010; Jung et al., 2013; Follador et al., 2016). Il a été constaté que le K1 était associé à ST23 

et le K2 a été trouvé dans plusieurs ST: 25, 65, 86, 380, 14, 66, 374, 493 et 1013 (Cubero et 

al., 2019). En plus magA deux autres gènes plasmidiques « Regulators of Mucoid 
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Phenotype » (rmpA et rmpA2) sont connus comme des gènes de la régulatuion de la 

transcription de deux gènes chromosomique qui codent pour la capsule (wzi et wzc), et donc 

du phénotype d’hypermucosité  des souches hypervirulentes (Lin et al., 2019).  Dans cette 

étude, les isolats virulents étaient K2 (ST14), K3 (ST13), K6 (ST348), K31 (ST2108) et K151 

(ST405). Mais les souches HV sont les souches 383 et 469 ils ont le K-type K1 et K2 

respectivement, car elles possedaient les gènes rmpA et rmpA2 (Tableau 14). 

L'analyse MST a donné un aperçu des différentes caractéristiques, de leur combinaison 

et de leur lien. La figure 2 a montré que trois isolats de CG147 étaient isolés d'origines 

différentes, présentaient peu de facteurs de virulence (classiques) et MDR. Concernant le 

CG1426, les isolats apparentés étaient également isolés d'origines distinctes, possédaient peu 

de facteurs de virulence et ne présentaient pas les mêmes profils ARG. Le profil MDR et 

Virulent a été observé dans 6 des 19 (2 sang et 4 autres prélèvements). L'association MDR et 

Virulent présente un risque sanitaire élevé en augmentant la mortalité et les antibiotiques 

moins efficaces. Il a été rapporté que la prévalence de MDR-Virulent-KP est en augmentation 

et ce rapport fournirait des arguments supplémentaires pour améliorer la sensibilisation 

clinique pour MDR-virulent-KP (Liu et al., 2018). 

Le système CRISPR-Cas n'est pas largement distribué dans les génomes de K. 

pneumoniae, typé I-E et I-E* avec peu de différences par rapport à l'arrangement des gènes.  

Ostria Hernandez et al., (2015) Ont rapporté que ce système était constitué de huit gènes cas 

dont les gènes cas identifiés étaient, de 5′ à 3 ': cas3, cse1, cse2, cse3, cse4, cas5e, cas1 et 

cas2. Les systèmes CRISPR-Cas sont impliqués dans la limitation de l’entrée d’ADN étranger 

dans les bactéries et les archées et ont également été associés à l’expression de facteurs de 

virulence dans les bactéries. Ainsi, selon Bondy-Denomy et al, il est difficile de trouver des 

informations sur le contenu des spacers, le pourcentage de ceux-ci présentant une 

concordance avec une séquence connue ou de celles uniques à une espèce spécifique dans les 

publications et fournissant un point de vue fondamental sur la fonctionnalité de ce système. 

Ces données seront utiles pour interpréter les fonctions de ces systèmes dans les souches 

étudiées et amélioreront notre compréhension de l'évolution bactérienne, ainsi que de l'impact 

du transfert horizontal de gènes dans l'environnement et la santé humaine (Bondy-Denomy et 

al., 2013). Dans trois études, le système CRISPR-Cas dans les génomes de KP avait une 

prévalence variable comprise entre 11,5% et 54,4% (Ostria-Hernández et al., 2015; Shen et 

al., 2017; Sangal et al., 2018).  
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Une relation a pu être observée entre les ST, le type CRISPR-Cas et les types 

d'échantillons; concernant les infections urinaires, de 6 isolats: 4 n'avaient pas de système 

CRISPR-Cas et 2 avaient un système CRISPR-Cas typé IE tandis que 7 isolats isolés à partir 

d'échantillons de sang, 3 isolats n'avaient pas de système CRISPR-Cas, 3 isolats avaient un 

sous-type IE *, un isolat avait IE. Dans une autre étude, le type IE a été trouvé dans des isolats 

provenant principalement d'échantillons d'infection urinaire et ayant ST34, ST45, ST66, 

ST67, ST147, ST273, ST383, ST392 et ST941, tandis que le sous-type IE * a été trouvé dans 

des isolats d'échantillons sanguins présents dans ST14 ,ST 15, ST23, ST111,  ST374, ST493 

et ST505 (Ostria-Hernández et al., 2015). La longueur de la séquence leader est variable, mais 

doit être d'au moins 60 pb et peut aller jusqu'à 500 pb (Jansen et al., 2002; Yosef et al.,2012). 

Apparemment, la longueur de la séquence est relativement conservée au sein d'une espèce. 

Les longueurs des leaders corroborent avec les travaux antérieurs de Shen et al., (2017) 

paradoxalement, les leaders 3 manquaient (-10) et (-35) des sites nécessaires à la transcription 

du array. Yosef et al., (2012) ont suggéré que les sites (-10) et (-35) sont essentiels pour 

l'interférence et non pour le processus d'adaptation. Ainsi, les spacers self-target dans les loci 

en aval des leaders 3 ne pourraient pas avoir de fonction d'auto-immunité.  

Contrairement à l’approche phylogénétique basée sur les SNP, elle a identifié des isolats 

étroitement apparentés qui avaient été précédemment obtenus par PFGE et cgMLST, mais 

avec une résolution beaucoup plus fine. En outre, l'analyse phylogénétique a révélé la 

congruence entre l'analyse basée sur sur le SNP et le cgMLST, en particulier au sein d'isolats 

étroitement apparentés. Au cours de notre étude, nous avons utilisé trois approches pour 

évaluer la relation génétique entre les isolats. Le PFGE, qui est une méthode basée sur la 

bande, a été considéré pendant les dernières décennies comme le «gold standard» pour les 

enquêtes sur les épidémies. En raison de son niveau de résolution élevé, la méthode PFGE a 

permis de distinguer les souches et de définir avec précision les clones dominants. 

Parallèlement à cgMLST, nous avons utilisé tous les SNP partagés entre les isolats et 

nous avons construit une phylogénie profonde qui fournissait des résultats fiables et 

concordants. En réalité, et selon nos résultats, l’approche basée sur le SNP a fourni une 

résolution bien meilleure et un comportement très discriminant dans la caractérisation des 

isolats. Ce fait n’est pas surprenant puisque nous n’avons pas procédé à une comparaison 

équitable. En effet, nous avons utilisé deux approches différentes, l’une basée sur tous les 

SNP des génomes et l’autre sur 632 gènes strictement conservés. De nos jours, la majorité des 



Discussion des résultats 

 

115 
 

analyses sont basées sur des approches basées sur le SNP qui ont fourni une résolution 

exceptionnellement élevée. Cependant, ces approches sont plus flexibles car elles ne sont pas 

soumises à des schémas prédéfinis. Les analyses dépendent de la qualité du séquençage, de 

l’assemblage et essentiellement de la sélection du génome de référence. En conséquence, de 

telles approches tendent à être moins normalisées et peuvent entraver la comparabilité entre 

différentes études, en particulier si différents paramètres sont utilisés, à savoir un génome de 

référence différent. L’analyse des SNP du génome complet et cgMLST, en particulier parmi 

les isolats étroitement apparentés. 

Le cgMLST632 est plus apte à gérer les ambiguïtés et les incertitudes données par le 

MLST traditionnel. Le schéma cgMLST632 a permis de distinguer les souches apparentées et 

non apparentées, même entre celles qui avaient la même ST, par exemple. ST147 et ST1426. 

Plus que cela, le cgMLST632 ajoute plus de résolution sur deux isolats de ST37, qui 

différaient de 294 locus. Afin de vérifier ce fait, nous avons téléchargé tous les isolats de 

ST37 du BIGSdb-Kp. Un MST a été établie sur la base de leurs profils cgMLST; le résultat a 

montré une grande complexité au sein de ces isolats (Figures 38 et 39). En fait, avec cet 

accord, les isolats de ST37 sont hétérogènes et peuvent en théorie être membres de lignées 

différentes. 

Zhou et al., (2017) ont conçu un schéma étendu de cgMLST basé sur un total de 1143 

gènes conservés de 671 génomes KP. Le nouveau cgMLST a pu distinguer les isolats 

épidémiques des isolats non épidémiques et a mis en évidence la possibilité de révéler 

plusieurs sous-clones du clone épidémique ST11. En outre, sur la base de cette cgMLST, un 

seuil avec une différence d'allèles <10 a été appliqué pour le regroupement des souches 

d'épidémie. Dans le même contexte, peu d'études ont validé ce seuil strict (<10 différence 

d'allèles) pour tracer des grappes locales et régionales de KPC ST512 à partir de plusieurs 

établissements de santé en Finlande, et pour rechercher un éventuel lien épidémiologique 

entre les isolats multi-resitante de KP ST348 chez les chevaux et les humains au Portugal 

(Giraud et al., 2019; Van Beek et al., 2019). 

En plus de cgMLST, nous avons mené une analyse basée sur le SNP et construit une 

phylogénie profonde qui a fourni des résultats fiables et concordants. Premièrement, à la 

différence entre les isolats au sein de ST identiques; Les isolats ST1426 différaient avec 27 

SNP et deuxièmement, savoir que l'occurrence des isolats 631 et 644 était sporadique malgré 

leur date de clôture d'isolement (1 mois); les isolats ont montré une légère différence dans 
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leurs profils de résistance et de types de réplicon (Figures 39 et 40). En particulier, le blaOXA-48 

et son type de réplicon associatif IncL/M ont été restreints uniquement dans l'isolat 631. Les 

mêmes caractéristiques pour les deux isolats (601 et 246 avaient tous deux ST147) à 

l'exception qui différait avec 48 SNP et isolés séparément dans un intervalle de temps d'un an. 

Ces isolats sont éloignés de leur SLV ST392 (2465 SNP). Dans le même contexte de ST 

identiques (ST37), l'amplitude du polymorphisme atteint 12506 SNPs (Tableau 16), en raison 

d'un événement de recombinaison majeur. L'analyse basée sur le SNP a fourni un aperçu de la 

diversité génétique des clones détectés de BLSE-KP et a prouvé sa capacité à mettre 

facilement à l'échelle les différences de SNP parmi les isolats non liés et étroitement liés. 

Cependant, on ne sait toujours pas si un seuil SNP simple ou strict est approprié pour la 

définition de cas d'une épidémie. Les seuils de SNP varient considérablement même pour un 

agent pathogène et la difficulté à définir le seuil d'allèle /SNP reste un sujet de discussion dans 

les simulations d'épidémie (Schürch et al., 2018).   

Prises ensemble, les données WGS sont de plus en plus utilisées pour caractériser et 

typer les isolats bactériens. Il est important de noter que ces données peuvent fournir des 

informations détaillées sur les génotypes, tels que les profils MLST pour la compatibilité 

ascendante. De plus, les informations basées sur le WGS peuvent également fournir d'autres 

données de sous-typage, telles que la prédiction in silico du résistome, du virulome, des 

sérotypes et du système CRISPRs-Cas. 
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Les données de surveillance et d'épidémiologie de la résistance aux antimicrobiens en 

Afrique en général et en Algérie en particulier sont encore rares. Les rapports du système de 

surveillance algérien ne sont statistiquement pas représentatifs de la situation; peu de 

laboratoires collaborent par rapport à la taille du pays. Pour compléter les approches actuelles, 

la surveillance génomique sentinelle du MDR-Virulent-KP pourrait être d'une grande 

importance pour la santé publique en Algérie. 

Cette étude a révélé la dissémination de K. pneumoniae productrices de BLSE dans 

l'EHUO et a montré que l'hôpital est un réservoir de lignées hautement pathogènes. Surtout, 

WGS a fourni un aperçu plus approfondi de la caractérisation épidémiologique des principaux 

clones, y compris le résistome, le virulome, le typage de réplicons plasmidiques, le typage de 

phages et le contenu CRISPR-Cas. L'analyse basée sur le cgMLST et le core SNP a pu 

montrer la relation phylogénétique entre les clones étudiés; notre découverte a mis en 

évidence une propagation polyclonale de BLSE-KP avec une grande diversité génétique. En 

outre, les analyses basées sur les SNP ont fourni une résolution optimale pour les isolats 

cliniques et ont indiqué qu'il n'y avait aucune preuve d'une épidémie classique entre 2011 et 

2012 dans cet hôpital. En termes de résistome et de virulome, les souches pandémiques ont 

démontré un profil MDR et /ou virulent. Ces souches pandémiques posent un sérieux défi 

pour la prévention clinique, le diagnostic et le traitement. Sans aucun doute, il existe un 

besoin d'approches plus complètes pour mieux comprendre l'évolution et la transmission de 

ces clones à haut risque. A notre connaissance, il s'agit du premier signalement de qnrS1, des 

gènes de virulence et du système CRISPR-Cas chez K. pneumoniae en Algérie.  

De nos jours, la majorité des analyses sont basées sur des approches basées sur SNP qui 

ont fourni une résolution exceptionnellement élevée. Cependant, ces approches sont en 

revanche plus souples car elles ne sont pas soumises à des schémas prédéfinis. Les analyses 

dépendent de la qualité du séquençage, de l'assemblage et essentiellement de la sélection du 

génome de référence. Par conséquent, ces approches ont tendance à être moins standardisées 

et peuvent entraver la comparabilité entre différentes études, en particulier si différents 

paramètres sont utilisés, c'est-à-dire un génome de référence différent. 

Eventuellement, il serait intéressant de retester les souches ou d’autres pour la colistine 

pour determiner la concentration minimale inhibitrice par microdilution en milieu liquide et 

non pas par difussion milieu gélosé. Puis de séquencer plus de souches de K. pneumoniae  et 

de d’autres espèces des entérobactéries sur le territoire algérien et de faire une étude unifiée 
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dans le but de surveillance de la résistance et de l’hygiène dans les hôpitaux avec la 

collaboration des cliniciens. D’autre part, les infections communautaires et des personnes qui 

ont voyagé doivent être rapporté et étudié de plus prés. Faire des analyses poussées pour 

déterminer l’environoment des gènes de la résistance et la virulence surtout les élements 

génétique mobile telque les élements transposables et les sequences d’insertion qui ont un rôle 

dans la dissimination de la résistance aux antibiotiques et la virulence.  

Il faudra faire des études approfondies en agroalimentaire éssentiellement, élevage des 

animaux d’être aussi surveiller car les éleveurs utilisent des antibiotiques pour traiter les 

animaux destinés à l’alimentation et donc pourrait jouer un rôle dans la dissémination de la 

résistance aux antibiotiques.   

Enfin, les isolats de BLSE-KP provoquent des infections nosocomiales et donc des 

problèmes de santé publique, et la surveillance génomique doit être une priorité en milieu 

hospitalier. 
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Annexe 1. Structure chimique de quelque β-lactamines et leurs inhibiteurs (Fair et Tor., 
2014). 

Note : Le noyau β-lactame est marqué en bleu 
 

 

Annexe 2. Structure chimique de quelques aminoglycosides (Fair et Tor., 2014). 

Note : L'anneau 2-DOS est en bleu. 

Pénicilline                     Méthicilline          Oxacilline 

Ampicilline                Amoxicilline                  Piperacilline 

Imipénem             Méropénem        Acide clavulanique      Tazobactam 

Streptomycine             Gentamicine        

Tobramycine                   Amikacine        
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Annexe 3. Structures chimiques de quelques quinolones (Fair et Tor., 2014). 

 

 

 

Annexe 4. Structure chimique d’une sulfonamide et le trimthoprim (Fair et Tor., 2014). 

Note : La fraction sulfonamide est surlignée en bleu. 

 

 

 

 

Annexe 5. Structure chimique de la nitrofurantoine (Fair et Tor., 2014). 

Acide nalidixique                      Ciprofloxacine            Levofloxacine 

Sulfamethoxazole           Trimethoprim 
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Annexe 6. Structures chimique de deux polymyxines (Fair et Tor., 2014). 

 

 

 

Annexe 7. Structure chimique des tétracyclines (Fair et Tor., 2014). 
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Annexe 8. Stucture chimique du Chloramphénicol (Fair et Tor., 2014). 

 

Annexe 9. Liste des isolats. 

Le sexe : M : Masculin, F : Féminin. 
Les services : umc : urgence médico-chirurgical, reach : Réanimation chirurgical, cardio : 
Cardiologie, reamed : réanimation médicale, gastro : gastrologie, chvas : chrirugie vasculaire, 
rea : réanimation, reed : rééducation fonctionnelle, nephro : néphrologie, hemato : 
hématologie, chhb : chirurgie hépatho-billiare, chorth : chirurgie orthopédique, neurch : 
neurochirurgie, orl : , medint : médecine interne, uro : urologie, gyn : gynécologie, chgen : 
chirurgie générale, neonat : néonatalogie, neurch : neurochirurgie, chcard : chirurgie 
cardiaque, maxfac : maxillo-faciale. 
La nature du prélévement : ps : pus, sa : sang, cc : catéthère central, ur : urine, tr : prélevement 
trachéal. 

NP : non préciser. 

Identifiant Service Age Sexe Date de prélèvement 
Nature du 

prélèvement 
228 SK/11 umc 58 F 16/01/2011 ps 
242 SK/11 reach 78 F 14/02/2011 ur 
244 SK/11 reamed 34 M 12/02/2011 sa 
245 SK/11 reamed 69 M 11/02/2011 cc 
246 SK/11 reach 45 M 13/02/2011 cc 
247 SK/11 reamed 74 M 14/02/2011 cc 
248 SK/11 reamed 45 F 14/02/2011 tr 
249 SK/11 reach 49 M 12/02/2011 ur 
251 SK/11 reamed 49 F 17/02/2011 sa 
255 SK/11 cardio 74 M 14/02/2011 sa 
256 SK/11 reamed 73 F 21/02/2011 sa 
257 SK/11 gastro 17 M 23/02/2011 ps 
260 SK/11 reamed 60 M 01/03/2011 cc 
261 SK/11 reamed 20 F 03/03/2011 ur 
263 SK/11 reach NP M 01/03/2011 ur 
266 SK/11 chvas 57 F 05/03/2011 ps 
268 SK/11 reamed 19 M 08/01/2011 ur 
269 SK/11 reamed 45 M 08/03/2011 cc 
272 SK/11 reamed 20 F 09/03/2011 sa 
276 SK/11 reamed 20 F 13/03/2011 cc 
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Identifiant Service Age Sexe Date de prélèvement 
Nature du 

prélèvement 
278 SK/11 reed 19 F 14/03/2011 ur 
279 SK/11 rea NP F 17/03/2011 sa 
281 SK/11 reamed 17 F 21/03/2011 gf 
283 SK/11 reaumc 59 M 21/03/2011 sa 
287 SK/11 reamed 51 M 26/03/2011 sa 
302 SK/11 nephro NP M 11/04/2011 di 
304 SK/11 reamed 70 M 11/04/2011 cc 
305 SK/11 umc NP M 13/04/2011 tr 
306 SK/11 reach 78 F 30/03/2011 cc 
307 SK/11 reamed 47 M 19/04/2011 tr 
311 SK/11 reamed 30 M 20/04/2011 tr 
313 SK/11 chhb 36 M 24/04/2011 ps 
316 SK/11 hemato 54 M 28/04/2011 sa 
318 SK/11 reach 52 M 08/05/2011 ps 
320 SK/11 reach 26 M 08/05/2011 lc 
322 SK/11 reamed 69 F 09/05/2011 ur 
324 SK/11 reach 27 M 09/05/2011 tr 
328 SK/11 reach 21 F 16/05/2011 tr 
330 SK/11 reamed 79 M 21/05/2011 ur 
331 SK/11 reamed 21 F 22/05/2011 cc 
336 SK/11 chorth 77 F 24/05/2011 ps 
337 SK/11 umc 53 M 28/05/2011 ps 
339 SK/11 neurch 39 M 29/05/2011 sa 
341 SK/11 reach 14 F 01/06/2011 ur 
342 SK/11 chvas NP M 04/06/2011 ps 
343 SK/11 nephro 74 M 06/06/2011 ur 
344 SK/11 chorth 73 M 07/06/2011 ps 
345 SK/11 reach 77 F 07/06/2011 cc 
346 SK/11 umc 29 F 08/06/2011 ps 
347 SK/11 reamed 28 M 10/06/2011 cc 
348 SK/11 reamed 18 M 10/06/2011 sa 
349 SK/11 reaumc 18 M 12/06/2011 cc 
350 SK/11 reamed 79 M 12/06/2011 ps 
352 SK/11 reamed 66 M 13/06/2011 cc 
355 SK/11 reamed 35 M 20/06/2011 ur 
356 SK/11 reach 14 F 24/06/2011 ur 
366 SK/11 reed 71 M 30/06/2011 ur 
368 SK/11 reamed 65 M 08/07/2011 sa 
369 SK/11 reamed 66 M 13/07/2011 ur 
373 SK/11 reach 23 F 20/07/2011 sa 
375 SK/11 chvas 59 M 22/07/2011 ps 
376 SK/11 nephro 74 M 24/07/2011 ur 
377 SK/11 chvas 72 M 26/07/2011 ps 
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Identifiant Service Age Sexe Date de prélèvement 
Nature du 

prélèvement 
379 SK/11 uro 67 M 27/07/2011 ps 
380 SK/11 reach 17 M 27/07/2011 ur 
382 SK/11 medint 60 M 02/08/2011 ps 
383 SK/11 neurch ND M 02/08/2011 ps 
385 SK/11 chvas 60 M 04/08/2011 ps 
387 SK/11 chvas 60 M 06/08/2011 ps 
390 SK/11 umc 35 M 08/08/2011 tr 
391 SK/11 reach 49 M 10/08/2011 tr 
393 SK/11 reach 29 F 14/08/2011 cc 
394 SK/11 reaumc 22 M 14/08/2011 tr 
395 SK/11 reaumc 67 M 14/08/2011 tr 
396 SK/11 nephro 72 M 16/08/2011 ur 
399 SK/11 hemato 24 F 21/08/2011 gf 
400 SK/11 reach 52 F 17/08/2011 cc 
404 SK/11 reamed 63 F 24/08/2011 cc 
406 SK/11 reamed 18 M 22/08/2011 ur 
408 SK/11 reach 16 M 02/09/2011 tr 
412 SK/11 reach 37 M 03/09/2011 ps 
416 SK/11 chorth 69 F 07/09/2011 ps 
417 SK/11 orl NP F 05/09/2011 cc 
429 SK/11 umc 20 F 14/09/2011 ab 
430 SK/11 chvas 30 M 14/09/2011 ps 
431 SK/11 neonat 16 M 24/08/2012 lc 
435 SK/11 chvas 20 M 22/09/2011 ps 
436 SK/11 nephro 35 F 18/09/2011 liquide d'ascite 
440 SK/11 nephro 35 F 28/09/2011 ps 
442 SK/11 reaumc 23 M 03/10/2011 sa 
448 SK/11 reamed 41 F 09/10/2011 tr 
449 SK/11 chvas 70 F 10/10/2011 ps 
454 SK/11 reamed 22 F 25/10/2011 tr 
460 SK/11 chgen 56 M 23/10/2011 ps 
464 SK/11 chorth 57 F 04/11/2011 ps 
469 SK/11 umc 41 M 06/11/2011 ps 
471 SK/11 chvas 59 M 11/11/2011 ps 
474 SK/11 nephro 74 F 14/11/2011 cc 
475 SK/11 chorth 22 M 13/11/2011 ps 
476 SK/11 cardio 70 F 16/11/2011 cc 
477 SK/11 reed 41 F 23/11/2011 cc 
486 SK/11 reamed 46 M 05/12/2011 tr 
494 SK/11 nephro 86 M 07/12/2011 ur 
498 SK/11 medint 69 M 14/12/2011 ps 
500 SK/11 reamed 69 M 18/12/2011 ur 
517 SK/12 reamed 16 M 01/01/2012 ur 
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Identifiant Service Age Sexe Date de prélèvement 
Nature du 

prélèvement 
518 SK/12 gyn 29 F 04/01/2012 gf 
521 SK/12 neonat NP M 10/01/2012 lc 
523 SK/12 nephro 57 M 15/01/2012 ur 
526 SK/12 reamed 56 F 18/01/2012 lp 
527 SK/12 maxfac 28 F 19/01/2012 ps 
529 SK/12 chorth 26 M 20/01/2012 ps 
532 SK/12 orl 58 M 23/01/2012 ps 
533 SK/12 hemato 24 F 24/01/2012 ur 
538 SK/12 neonat 1 M 31/01/2012 lc 
539  SK/12 neonat 5d F 02/02/2012 lc 
542 SK/12 reamed 63 M 05/02/2012 ur 
544 SK/12 reamed 47 M 08/02/2012 tr 
545 SK/12 reed 38 M 12/02/2012 ps 
546 SK/12 nephro 70 M 18/02/2012 ur 
551SK/12 reach 35 F 19/02/2012 cc 
555 SK/12 reamed 88 M 21/02/2012 ur 
557 SK/12 reamed 35 F 19/02/2012 sa 
561 SK/12 reach 53 F 22/02/2012 gf 
571 SK/12 chhb 74 F 29/02/2012 ps 
572 SK/12 neurch 8 M 28/02/2012 lc 
573 SK/12 neurch NP M 06/03/2012 lc 
574 SK/12 gastro NP M 08/03/2012 ab 
576 SK/12 reaumc 23 M 11/03/2012 ps 
579 SK/12 chorth 38 M 11/03/2012 cc 
581 SK/12 chvas 47 M 19/03/2012 ps 
582 SK/12 nephro 61 M 18/03/2012 ur 
586 SK/12 umc 30 M 29/03/2012 cc 
587 SK/12 chorth 30 M 28/03/2012 ps 
598 SK/12 chorth 18 F 16/04/2012 ur 
601 SK/12 nephro 67 F 18/04/2012 ur 
606 SK/12 chorth 36 M 22/04/2012 ps 
612 SK/12 gyn 47 F 29/04/2012 ps 
613 SK/12 reed 36 M 29/04/2012 ps 
616 SK/12 reamed 26 M 05/05/2012 tr 
622 SK/12 nephro 79 F 17/05/2012 ur 
623 SK/12 chorth 25 M 18/05/2012 ps 
624 SK/12 gastro 54 M 15/05/2012 ur 
626 SK/12 uro 37 F 02/07/2012 ur 
628 SK/12 reaumc NP M 16/07/2012 tr 
629 SK/12 reaumc 27 M 16/07/2012 sa 
630 SK/12 reaumc 27 M 17/07/2012 tr 
631 SK/12 nephro 29 F 11/07/2012 ur 
632 SK/12 reaumc 40 F 22/07/2012 sa 
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Identifiant Service Age Sexe Date de prélèvement 
Nature du 

prélèvement 
633 SK/12 nephro 63 F 27/07/2012 sa 
634 SK/12 chgen 54 M 31/07/2012 ab 
636 SK/12 neurch 23 F 01/08/2012 ps 
638 SK/12 hemato 52 M 04/08/2012 sa 
640 SK/12 reamed 35 F 05/08/2012 ur 
642 SK/12 reach 51 F 08/08/2012 cc 
643 SK/12 reach 75 F 11/08/2012 cc 
644 SK/12 hemato 17 M 12/08/2012 sa 
645 SK/12 reach 29 F 13/08/2012 sa 
649 SK/12 reaumc 54 M 14/08/2012 tr 
651 SK/12 reamed 63 F 23/08/2012 ur 
656 SK/12 reach 74 F 04/09/2012 tr 
657 SK/12 reamed 44 M 02/09/2012 cc 
658 SK/12 reach 62 F 08/09/2012 tr 
659 SK/12 reamed 23 F 09/09/2012 sa 
660 SK/12 reaumc 25 M 15/09/2012 cc 
661 SK/12 reach NP F 12/09/2012 lc 
662 SK/12 nephro 40 F 12/09/2012 ur 
663 SK/12 nephro 52 F 13/09/2012 di 
665 SK/12 reamed 44 M 19/09/2012 sa 
666 SK/12 reamed 33 F 22/09/2012 tr 
669 SK/12 reach 62 F 25/09/2012 sa 
670 SK/12 reach 78 M 30/09/2012 tr 
671 SK/12 medint 59 F 03/10/2012 ur 
672 SK/12 chcard 68 F 02/10/2012 ps 
673 SK/12 chvas 63 M 23/09/2012 PS 
674 SK/12 chcard 68 F 04/10/2012 dn 
676 SK/12 chvas 59 M 30/09/2012 ur 
677 SK/12 reaumc 33 M 01/10/2012 sa 
678 SK/12 reamed 28 M 10/10/2012 sa 
679 SK/12 nephro NP M 11/10/2012 ur 
680 SK/12 neurch 75 F 11/10/2012 ps 
681 SK/12 reach NP M 17/10/2012 tr 
682 SK/12 chvas 85 F 21/10/2012 ps 
683 SK/12 nephro 74 M 23/10/2012 ut 
684 SK/12 reamed 63 F 17/10/2012 ur 
685 SK/12 nephro 80 M 23/10/2012 ur 
686 SK/12 neurch 4 M 21/10/2012 lc 
687 SK/12 reach 26 F 28/10/2012 sa 
688 SK/12 chorth 29 M 08/11/2012 ps 
689 SK/12 reaumc 24 M 08/11/2012 tr 
690 SK/12 medint 32 F 13/11/2012 ur 
691 SK/12 chorth 57 M 20/11/2012 ps 
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Identifiant Service Age Sexe Date de prélèvement 
Nature du 

prélèvement 
692 SK/12 reed 48 M 25/11/2012 ur 
693 SK/12 chcard 72 M 26/11/2012 sa 
694 SK/12 nephro 77 F 03/12/2012 ur 
695 SK/12 neurch 39 F 03/12/2012 ps 
697 SK/12 chvas 65 F 18/12/2012 ps 
698 SK/12 maxfac 70 F 16/12/2012 ps 
699 SK/12 reach NP M 16/12/2012 tr 
700 SK/12 nephro 77 F 18/12/2012 ur 
701 SK/12 umc 64 M 23/12/2012 ab 

 

Annexe 10. Milieu gélose au sang frais. 

Mélange de peptones 18,0 g 

Extrait de levure 5,0 g 

Amidon de maïs 1,0 g 

Chlorure de sodium 5,0 g 

Agar 10,0 g 

pH = 7,3 
 

Eau distillée 1 L 

Sang frais 5% 
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Annexe 11. Tableau des couples d’amorces utilisés dans la thèse. 

Groupe  Gènes Amorces Séquences  5’→ 3’ Références 
CTX blaCTX-M all CTX-M F SCS ATG TGC AGY ACC AGT AA Tofteland et 

al., 2007 CTX-M R ACC AGA AYV AGC GGB GC 

blaCTX+M-1 

group 
CTX-M-1 F AAA AAT CAC TGC GCC AGT TC 

Woodford et 

al., 2006 
 

CTX-M-1 R AGC TTA TTC ATC GCC ACG TT 

blaCTX+M-2 

group 
CTX-M-2 F CGA CGC TAC CCC TGC TAT T 

CTX-M-2 R CCA GCG TCA GAT TTT TCA GG 

blaCTX+M-9 

group 
CTX-M-9 F CAA AGA GAG TGC AAC GGA TG 

CTX-M-9 R ATT GGA AAG CGT TCA TCA CC 

PMQR qnrA qnrA F GGG TAT GGA TAT TAT TGA TAA AG 

Zhou et al., 
2011 

qnrA R CTA ATC CGG CAG CAC TAT TA 

qnrB qnrB F GGM ATH GAA ATT CGC CAC TG 

qnrB R TTT GCY GYY CGC CAG TCG AA 

qnrC qnrC F GAT TTT TCC GGC CAA GAT TT 

qnrC R TAA CAA TCA CCC CCA ACT GC 

qnrD qnrD F CGA GAT CAA TTT ACG GGG AAT 

qnrD R CGG TGA ACA ATA ACA CCT AAA CTC 

qnrS qnrS F AGT GAT CTC ACC TTC ACC GC 

qnrS R CAG GCT GCA ATT TTG ATA CC 

qepA qepA F GGA CAT CTA CGG CTT CTT CG 

qepA R GGT GAT GAT GAT CTC GTT GC 

aac(6)–Ib aac(6)F TGA CCA ACA GCA ACG ATT CC Shin et al., 
2009 aac(6)R TTA GGC ATC ACT GCG TGT TC 

16S rRNA 
methylases 
genes 

armA armA_F AGG TTG TTT CCA TTT CTG AG  

Castanheira 
et al., 2008 

armA_R TCT CTT CCA TTC CCT TCT CC 

rmtA rmtA_F CTA GCG TCC ATC CTT TCC TC 

rmtA_R TTT GCT TCC ATG CCC TTG CC 

rmtB rmtB_F CCC AAA CAG ACC GTA GAG GC 

rmtB_R CTC AAA CTC GGC GGG CAA GC 

rmtC rmtC_F CGA AGA AGT AAC AGC CAA AG 

rmtC_R ATC CCA ACA TCT CTC CCA CT 

rmtD rmtD_F GAG CGA ACT GAA GGA AAA AC 

rmtD_R CAG CAC GTA AAA CAG CTC 

Mcr-1 mcr-1 CLR5-F CGG TCA GTC CGT TTG TTC Liu et al., 
2016 CLR5-R CTT GGT CGG TCT GTA GGG 

 

Annexe 12. Conditions de la ligation. 

95°C pendant 3 minutes - 

2.5 heures 

95°C pendant 30 secondes 
24 cycles  

65°C pendant 5 minutes 

98°C pendant 2 minutes - 

4°C Jusqu’à récuparation 
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Annexe 13. Mélange des solutions B et C. 

Nombre d’echantillions B (µL) C (µL) 

1-3 120 4 

4-6 210 4 

7-9 300 10 

10-12 390 13 

 
Annexe 14. Conditions de la PCR. 

95°C pendant 10 minutes - 

1.5 heures 

95°C pendant 5 secondes 

35 cycles 55°C pendant 30 secondes 

72°C pendant 30 secondes  

98°C pendant 2 minutes - 

4°C Jusqu’à récupération 

 
 

Annexe 15. Préparation de la dilution de la solution conjugée. 

AT Solution conjugée (µL) Tampon de detection (µL) 

1-3 5 495 

4-6 10 990 
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Annexe 16. Liste des solutions, tampons et enzymes utilisés pour la PFGE. 

 Tampon d'agarose pH 7,5, TE avec 0,1 mM Tris et 0,1 mM EDTA. 

 Tampon Tris-EDTA pH 8 (TE), Tris 10 mM et EDTA 1 mM. 

 Réactif de suspension cellulaire (SE)  pH 7,4 FK 5248, conservé à température 

ambiante. 
 Tampon de lyse cellulaire pH 8 (CLB) (50 mM Tris, 50 mM EDTA, 1% Sarcosyl 

(N-lauryl-sarcosine-sodium salt).  

 Protéinase K, grade PCR recombinant, Roche Diagnostics, Mannheim, Allemagne. 

Conserver au réfrigérateur. La concentration enzymatique est de 14 à 22 mg / mL 

dans du Tris-HCL 10 mM, pH 7,5. La solution contient de l'acétate de calcium 

comme stabilisant. 

 Substrat de tampon OPA 10 x (One-Phor-All Buffer). Tris-acétate 100 mM (pH 7,5), 

acétate de magnésium 100 mM, 500 mM d'acétate de potassium). Conserver au 

réfrigérateur. 

 BSA 100 x et NEBuffer 10 x sont livrés dans le même emballage que l'enzyme de 

restriction. Conserver au congélateur.  

 Agarose ultra pur (15510-027) Gibco BRL, Lifetechnologies. Conserver au 

réfrigérateur. 

 Tampon TBE 10 x (tampon TE avec 5,50% d'acide borique, H3BO3). 

 HCl 0,1 M  et NaCl 1 M. 
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Annexe 17. Marqueurs de taille avec bandes respectives (14 pièces) pour l'isolat de 
référence G5244 (Escherichia coli EHEC). 

  

Annexe 18. Photographie prise par GelDoc d’un gel de PFGE en présence de trois 
références G5244 d’EHEC. 

  

 

Note : les puits 1, 8 et 15 contiennet la souche de référence (G5244 EHEC). 

  1      2      3       4      5     6       7       8      9    10     11   12     13     14   15 
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Annexe 19. Tableau de l’identification par spectrométrie de masse MALDI-TOF-MS. 

Strain Organisme best match Score-Value 
score-value 

 (second best match) 
228 Klebsiella pneumoniae 2,297 2,22 
240 Klebsiella pneumoniae 2,242 2,17 
242 Klebsiella pneumoniae 2,324 2,234 
244 Klebsiella pneumoniae 2,354 2,352 
245 Klebsiella pneumoniae 2,463 2,392 
246 Klebsiella pneumoniae 2,375 2,372 
247 Klebsiella pneumoniae 2,354 2,199 
248 Klebsiella pneumoniae 2,316 2,254 
249 Klebsiella pneumoniae 2,346 2,346 
251 Klebsiella pneumoniae 2,208 1,972 
255 Klebsiella pneumoniae 2,303 2,279 
256 Klebsiella pneumoniae 2,463 2,392 
257 Klebsiella pneumoniae 2,369 2,323 
260 Klebsiella pneumoniae 2,325 2,287 
261 Klebsiella pneumoniae 2,375 2,33 
263 Klebsiella pneumoniae 2,401 2,345 
266 Klebsiella pneumoniae 2,482 2,442 
268 Klebsiella pneumoniae 2,394 2,307 
269 Klebsiella pneumoniae 2,263 2,192 
270 Klebsiella pneumoniae 2,05 1,984 
272 Klebsiella pneumoniae 2,39 2,3 
276 Klebsiella pneumoniae 2,502 2,461 
278 Klebsiella pneumoniae 2,241 2,188 
279 Klebsiella pneumoniae 2,428 2,399 
281 Klebsiella pneumoniae 2,278 2,258 
283 Klebsiella pneumoniae 2,358 2,312 
287 Klebsiella pneumoniae 2,365 2,341 
302 Klebsiella pneumoniae 2,301 2,156 
304 Klebsiella pneumoniae 2,356 2,112 
305 Klebsiella pneumoniae 2,227 2,222 
306 Klebsiella pneumoniae 2,422 2,339 
307 Klebsiella pneumoniae 2,28 2,156 
309 Klebsiella pneumoniae 1,968 1,965 
311 Klebsiella pneumoniae 2,282 2,27 
313 Klebsiella pneumoniae 2,381 2,336 
316 Klebsiella pneumoniae 2,093 2,034 
318 Klebsiella pneumoniae 2,413 2,369 
320 Klebsiella pneumoniae 2,219 2,076 
322 Klebsiella pneumoniae 2,278 2,219 
324 Klebsiella pneumoniae 2,439 2,227 
328 Klebsiella pneumoniae 1,936 1,931 
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Strain Organisme best match Score-Value 
score-value 

 (second best match) 
330 Klebsiella pneumoniae 2,146 2,024 
331 Klebsiella pneumoniae 2,246 2,197 
336 Klebsiella pneumoniae 2,234 2,064 
337 Klebsiella pneumoniae 2,339 2,122 
338 Klebsiella pneumoniae 2,291 2,238 
339 Klebsiella pneumoniae 2,249 2,189 
341 Klebsiella pneumoniae 2,217 2,268 
342 Klebsiella pneumoniae 2,011 1,996 
343 Klebsiella pneumoniae 2,461 2,316 
344 Klebsiella pneumoniae 2,127 1,902 
345 Klebsiella pneumoniae 2,3 2,271 
346 Klebsiella pneumoniae 2,177 2,02 
347 Klebsiella pneumoniae 2,365 2,325 
348 Klebsiella pneumoniae 2,062 2,048 
349 Klebsiella pneumoniae 2,093 1,953 
350 Klebsiella pneumoniae 2,312 2,232 
351 Klebsiella pneumoniae 2,248 2,177 
352 Klebsiella pneumoniae 2,253 2,144 
355 Klebsiella pneumoniae 2,394 2,234 
356 Klebsiella pneumoniae 1,974 1,909 
366 Klebsiella pneumoniae 2,287 2,175 
368 Klebsiella pneumoniae 2,263 2,192 
369 Klebsiella pneumoniae 2,302 2,214 
370 Klebsiella pneumoniae 2,197 2,081 
373 Klebsiella pneumoniae 2,216 2,155 
375 Klebsiella pneumoniae 2,197 2,097 
376 Klebsiella pneumoniae 2,301 2,276 
377 Klebsiella pneumoniae 2,328 2,244 
379 Klebsiella pneumoniae 2,396 2,318 
380 Klebsiella pneumoniae 2,259 2,187 
382 Klebsiella pneumoniae 2,278 2,121 
383 Klebsiella pneumoniae 2,41 2,377 
385 Klebsiella pneumoniae 2,374 2,294 
387 Klebsiella pneumoniae 2,143 2,101 
390 Klebsiella pneumoniae 2,252 2,204 
391 Klebsiella pneumoniae 2,293 2,255 
393 Klebsiella pneumoniae 2,39 2,349 
394 Klebsiella pneumoniae 2,32 2,151 
395 Klebsiella pneumoniae 2,19 2,112 
396 Klebsiella pneumoniae 2,414 2,334 
399 Klebsiella pneumoniae 2,274 2,095 
400 Klebsiella pneumoniae 2,308 2,289 
404 Klebsiella pneumoniae 2,149 2,049 
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Strain Organisme best match Score-Value 
score-value 

 (second best match) 
406 Klebsiella pneumoniae 2,459 2456 
408 Klebsiella pneumoniae 2,35 2,345 
412 Klebsiella pneumoniae 2,38 2,279 
416 Klebsiella pneumoniae 2,311 2,157 
417 Klebsiella pneumoniae 2,353 2,301 
429 Klebsiella pneumoniae 2,277 2,153 
430 Klebsiella pneumoniae 2,376 2,32 
431 Klebsiella pneumoniae 2,223 2,107 
435 Klebsiella pneumoniae 2,395 2,374 
436 Klebsiella pneumoniae 2,162 2,148 
440 Klebsiella pneumoniae 2,223 2,371 
442 Klebsiella pneumoniae 2,314 2,218 
447 Klebsiella pneumoniae 2,155 2,025 
448 Klebsiella pneumoniae 2,19 2,187 
449 Klebsiella pneumoniae 2,306 2,296 
454 Klebsiella pneumoniae 2,405 2,327 
459 Escherichia coli 2,199 2,115 
460 Klebsiella pneumoniae 2,454 2,442 
464 Klebsiella pneumoniae 2,163 2,085 
469 Klebsiella pneumoniae 2,382 2,331 
471 Klebsiella pneumoniae 2,256 2,179 
474 Klebsiella pneumoniae 2,312 2,298 
475 Klebsiella pneumoniae 2,287 2,269 
476 Klebsiella pneumoniae 2,111 2,111 
477 Klebsiella pneumoniae 2,431 2,338 
483 Klebsiella pneumoniae 2,414 2,377 
486 Klebsiella pneumoniae 2,355 2,309 
494 Klebsiella pneumoniae 2,358 2,311 
498 Klebsiella pneumoniae 2,375 2,214 
500 Klebsiella pneumoniae 2,257 2,225 
511 Klebsiella pneumoniae 2,203 2,079 
517 Klebsiella pneumoniae 2,338 2,243 
518 Klebsiella pneumoniae 2,223 2,08 
521 Klebsiella pneumoniae 2,422 2,381 
523 Klebsiella pneumoniae 2,302 2,21 
526 Klebsiella pneumoniae 2,175 2,107 
527 Klebsiella pneumoniae 2,299 2,267 
529 Klebsiella pneumoniae 2,414 2,324 
530 Klebsiella pneumoniae 2,335 2,188 
531 Klebsiella pneumoniae 2,355 2,255 
532 Klebsiella pneumoniae 2,08 2,063 
533 Klebsiella pneumoniae 2,152 2,048 
536 Klebsiella pneumoniae 2,221 2,146 
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Strain Organisme best match Score-Value 
score-value 

 (second best match) 
538 Klebsiella pneumoniae 2,284 2,255 
539 Klebsiella pneumoniae 2,47 2,414 
542 Klebsiella pneumoniae 2,399 2,246 
544 Klebsiella pneumoniae 2,352 2,315 
545 Klebsiella pneumoniae 2,381 2,214 
546 Klebsiella pneumoniae 2,362 2,36 
551 Klebsiella pneumoniae 2,361 2,31 
555 Klebsiella pneumoniae 2,348 2,238 
561 Klebsiella pneumoniae 2,234 2,147 
571 Klebsiella pneumoniae 1,959 1,727 
572 Klebsiella pneumoniae 2,451 2,447 
573 Klebsiella pneumoniae 2,028 1,978 
574 Klebsiella pneumoniae 2,469 2,452 
576 Klebsiella pneumoniae 2,12 2,106 
579 Klebsiella pneumoniae 2,321 2,318 
581 Klebsiella pneumoniae 2,478 2,442 
582 Klebsiella pneumoniae 2,43 2,404 
586 Klebsiella pneumoniae 2,098 1,956 
587 Klebsiella pneumoniae 2,342 2,281 
589 Raoultella planticola 2,236 2,013 
598 Klebsiella pneumoniae 2,248 2,179 
601 Klebsiella pneumoniae 2,184 2,112 
606 Klebsiella pneumoniae 2,224 2,14 
612 Klebsiella pneumoniae 2,248 2,244 
613 Klebsiella pneumoniae 2,162 2,052 
616 Klebsiella pneumoniae 2,243 2,243 
620 Klebsiella pneumoniae 2,425 2,338 
622 Klebsiella pneumoniae 2,041 1,988 
623 Klebsiella pneumoniae 2,239 2,142 
624 Klebsiella pneumoniae 2,438 2,392 
626 Klebsiella pneumoniae 2,234 2,203 
628 Klebsiella pneumoniae 2,104 2,077 
629 Klebsiella pneumoniae 2,109 2,079 
630 Klebsiella pneumoniae 2,148 2,133 
631 Klebsiella pneumoniae 2,279 2,155 
632 Klebsiella pneumoniae 2,232 2,214 
633 Klebsiella pneumoniae 2,266 2,117 
634 Klebsiella pneumoniae 2,419 2,382 
636 Klebsiella pneumoniae 2,491 2,95 
638 Klebsiella pneumoniae 2,249 2,149 
640 Klebsiella pneumoniae 2,316 2,248 
642 Klebsiella pneumoniae 2,16 2,113 
643 Klebsiella pneumoniae 2,361 2,289 
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Strain Organisme best match Score-Value 
score-value 

 (second best match) 
644 Klebsiella pneumoniae 2,304 2,192 
645 Klebsiella pneumoniae 2,064 2,035 
649 Klebsiella pneumoniae 2,343 2,319 
651 Klebsiella pneumoniae 2,232 2,149 
652 Klebsiella pneumoniae 2,516 2,42 
654 Klebsiella pneumoniae 2,389 2,344 
656 Klebsiella pneumoniae 2,192 2,131 
657 Klebsiella pneumoniae 2,464 2,388 
658 Klebsiella pneumoniae 2,411 2,309 
659 Klebsiella pneumoniae 2,087 2,04 
660 Klebsiella pneumoniae 2,331 2,286 
661 Klebsiella pneumoniae 2,292 2,273 
662 Klebsiella pneumoniae 2,36 2,359 
663 Klebsiella pneumoniae 2,267 2,13 
665 Klebsiella pneumoniae 2,218 2,17 
666 Klebsiella pneumoniae 2,423 2,339 
667 Klebsiella pneumoniae 2,122 2,101 
668 Klebsiella pneumoniae 2,312 2,141 
669 Klebsiella pneumoniae 1,841 1,786 
670 Klebsiella pneumoniae 2,248 2,116 
671 Klebsiella pneumoniae 2,294 2,29 
672 Klebsiella pneumoniae 1,83 1,786 
673 Klebsiella oxytoca 2,211 2,205 
674 Klebsiella pneumoniae 2,25 2,29 
676 Klebsiella pneumoniae 2,266 2,229 
677 Klebsiella pneumoniae 2,387 2,14 
678 Klebsiella pneumoniae 2,274 2,216 
679 Klebsiella pneumoniae 2,136 2,127 
680 Klebsiella pneumoniae 2,232 2,025 
681 Klebsiella pneumoniae 2,334 2,145 
682 Klebsiella oxytoca 1,895 1,865 
683 Klebsiella pneumoniae 2,224 2,092 
684 Klebsiella pneumoniae 2,229 2,141 
685 Klebsiella pneumoniae 2,181 2,18 
686 Klebsiella pneumoniae 2,217 2,082 
687 Klebsiella pneumoniae 2,187 2,016 
688 Klebsiella pneumoniae 2,442 2,259 
689 Klebsiella pneumoniae 2,093 2,047 
690 Klebsiella pneumoniae 2,239 2,173 
691 Klebsiella pneumoniae 2,292 2,278 
692 Klebsiella pneumoniae 2,418 2,41 
693 Klebsiella pneumoniae 2,119 2,059 
694 Klebsiella pneumoniae 2,361 2,289 



Annexes 
 

162 
 

Strain Organisme best match Score-Value 
score-value 

 (second best match) 
695 Klebsiella pneumoniae 2,401 2,347 
697 Klebsiella pneumoniae 2,213 2,168 
698 Klebsiella pneumoniae 2,41 2397 
699 Klebsiella pneumoniae 2,365 2,28 
700 Klebsiella pneumoniae 2,347 2,27 
701 Klebsiella pneumoniae 2,345 2,342 

 

 

 

 

Annexe 20. Photographie de gel montrant les bandes après digestion enzymatique par 
BtsCl. 

 

Note : Le puit N°12 contient le contrôle positif aac(6′)-Ib. Le puit N° 8 est le contrôle 

aac(6′)Ib-cr. Le puit M contient the lader:19- 1114 pb (marqueur de taille). 
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Annexe 21. Électrophorèse sur gel en champ pulsé (PFGE) après digestion par XbaI, profils de macro-restriction de l'ADN génomique 
de 193 isolats cliniques KP productricent de BLSE. 

Dice (Opt:2.00%) (Tol 2.0%-2.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]

PFGE-XbaI
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5
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5

7
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PFGE-XbaI

1
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A1
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A5
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A9
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A16

B1
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B5

B6

B7

B8

B9

3

4

5

6

429

339

454

579

431

448

634

642

672
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518
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306
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408

464
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629

660

632 
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649

689
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661

269

260

416

376 

ST-405

ST-14

14-09-2011

29-05-2011

25-10-2011

11-03-2012

24-08-2011

09-10-2011

31-07-2012

08-08-2012

02-10-2012

04-10-2012

04-01-2012

07-06-2012

21-03-2011

30-03-2011

28-04-2011

02-09-2011

04-11-2012

12-02-2012

16-07-2012

15-09-2012

22-07-2012

13-08-2012

17-07-2012

14-08-2012

08-11-2012

16-07-2012

12-09-2012

08-03-2011

01-03-2011

07-09-2011

24-07-2011

Surgical medical emergency

Surgical neurology

Medical reanimation

Orthopedic surgery

Neonatal

Medical reanimation

General surgery

Surgical reanimation

Surgical cardiac

Surgical cardiac

Genycology

Orthopedic surgery

Reanimation medico-surgical emergency

Surgical reanimation

Hematology

Surgical reanimation

Orthopedic surgery

Reeducation

Reanimation medico-surgical emergency

Reanimation medico-surgical emergency

Reanimation medico-surgical emergency

Surgical reanimation

Reanimation medico-surgical emergency

Reanimation medico-surgical emergency

Reanimation medico-surgical emergency

Reanimation medico-surgical emergency

Surgical reanimation

Medical reanimation

Medical reanimation

Orthopedic surgery

Nephrology  
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5

6

C1

C2

C3

C4

C5

C6

C7

7

D1

D2

D3

D4

D5

D6

D7

D8

8

9

10

11

12

13

E1

E2

E3

E4

E5

E6

F1

F2

F3

F4

F5

F6

F7

F8

14

15

416

376 

257

440

377

342

348

347

345

663

699

527

687

656

669

690

681

691

279

561 

366

375

385

533

571

341

643

400

542

336

404

322

302

278

394

390 

395

469

662

476

ST-348

ST-48

ST-1942

ST-86

07-09-2011

24-07-2011

23-02-2011

28-09-2011

26-07-2011

04-06-2011

10-06-2011

10-06-2011

07-06-2011

13-09-2012

16-12-2012

19-01-2012

28-10-2012

04-09-2012

25-05-2012

13-11-2012

17-10-2012

20-11-2012

17-03-2011

22-02-2012

30-06-2011

22-07-2011

04-08-2011

24-01-2012

29-02-2012

01-06-2011

11-08-2012

17-08-2011

05-02-2012

24-05-2011

24-08-2011

09-05-2011

11-04-2011

14-03-2011

14-08-2011

08-08-2011

14-08-2011

06-11-2011

12-09-2012

16-11-2011

Orthopedic surgery

Nephrology

Gastrology

Nephrology

Surgical vascular

Surgical vascular

Medical reanimation

Medical reanimation

Surgical reanimation

Nephrology

Surgical reanimation

Maxilo-facial

Surgical reanimation

Surgical reanimation

Surgical reanimation

Internal medecine

Surgical reanimation

Orthopedic surgery

Reanimation

Surgical reanimation

Reeducation

Surgical vascular

Surgical vascular

Hematology

Hepato-billiaire Surgery 

Surgical reanimation 

Surgical reanimation

Surgical reanimatiom

Medical reanimation

Orthopedic surgery

Medical reanimation

Medical reanimation

Nephrology

Reeducation

Reanimation medico-surgical emergency

Medico-surgical emergency

Reanimation medico-surgical emergency

Medico-surgical emergency

Nephrology

Cardiology  
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F8
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G1
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G5
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G7

G8
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H1
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H7

H8

H9
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I1

I2

I3

I4

I5

I6

I7

I8

I9

I10
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469

662

476

369

636

693

391

665

631

337

320

612 

644

658

324

272

287

276

379 

622 

626

399

475

387

247

383

307

500

417

498

698

678

657

694

346

557

638

343

572

623

680 

ST-86

ST-1426

ST-1426

ST-111

ST-23

ST-37

06-11-2011

12-09-2012

16-11-2011

13-07-2011

01-08-2012

26-11-2012

10-08-2011

19-09-2012

11-07-2012

28-05-2011

08-05-2011

29-04-2012

12-08-2012

08-09-2012

09-05-2011

09-03-2011

26-03-2011

13-03-2011

27-07-2011

17-05-2012

02-07-2012

21-08-2011

13-11-2011

06-08-2011

14-02-2011

02-08-2011

19-04-2011

18-12-2011
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14-12-2011

16-12-2012
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02-09-2012

03-12-2012
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06-06-2011
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Medico-surgical emergency

Nephrology

Cardiology

Medical reanimation

Neurosurgery

Cardiac surgery

Surgical reanimation

Medical reanimation

Nephrology

Medico-surgical emergency

Surgical reanimation

Genycology

Hematology

Surgical reanimation

Surgical reanimation

Medical reanimation

Medical reanimation

Medical reanimation

Urology

Nephrology

Urology

Hematology

Orthopedic surgery

Vascular surgery

Medical reanimation

Neurosurgery

Medical reanimation

Medical reanimation

Oto-Rhino-Laryngology O.R.L

Internal medecine 

Maxilo-facial

Medical reanimation

Medical reanimation

Nephrology

Medico-surgical emergency

Medical reanimation

Hematology

Nephrology

Neurosurgery

Orthopedic surgery

Neurosurgery
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350
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355
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08-05-2012
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22-09-2011

23-10-2011

19-03-2012

30-09-2012

23-12-2012

15-05-2012

18-12-2012

01-10-2012

25-11-2012

22-08-2011

02-08-2011

03-12-2012

23-10-2012

23-11-2011

16-08-2011

15-01-2012

20-07-2011

05-03-2011

03-09-2011

13-04-2011

28-03-2012

12-06-2011

22-05-2011

16-05-2011

09-09-2012

23-08-2012

20-06-2011

21-05-2011

Neurosurgery

Orthopedic surgery

Neurosurgery

Medical reanimation

Medical reanimation

Medical reanimation

Medical reanimation

Medical reanimation

Surgical reanimation

Hepato-billiaire Surgery 

Surgical reanimation

Neurosurgery

Vascular surgery

General surgery

Vascular surgery

Vascular surgery

Medico-surgical emergency

Gastrology

Vascular surgery

Reanimation medico-surgical emergency

Reeducation

Medical reanimation

Internal medecine

Neurosurgery

Nephrology

Reeducation

Nephrology

Nephrology

Surgical reanimation

Vascular surgery

Surgical reanimation

Surgical medical emergency

Orthopedic surgery

Reanimation medico-surgical emergency

Reanimation medico-surgical emergency
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Medical reanimation

Medical reanimation

Medical reanimation

Medical reanimation
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K29
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53
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436
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494
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251
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586
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486
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442

555
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670
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449

574
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ST-147

ST-147
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14-08-2011

18-04-2012
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08-11-2012
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11-10-2012

05-12-2011

14-11-2011
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27-07-2012

30-09-2012

29-04-2012

06-03-2012

18-03-2012
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08-03-2012

20-10-2012

23-10-2012
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19-02-2012

02-02-2012

10-01-2012

31-01-2012

18-02-2012

Medical reanimation
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Medical reanimation

Surgical reanimation

Medical reanimation

Medical reanimation

Vascular surgery

Nephrology

Surgical reanimation

Surgical reanimation

Cardiology

Medico-surgical emergency

Nephrology

Surgical reanimation

Nephrology

Medical reanimation

Medical reanimation

Orthopedic surgery

Orthopedic surgery

Medico-surgical emergency

Nephrology

Medical reanimation

Nephrology

Reanimation medico-surgical emergency

Medical reanimation

Nephrology

Surgical reanimation
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Neurosurgery

Nephrology

Vascular surgery
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Orthopedic surgery
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Medical reanimation

Reanimation medico-surgical emergency

Surgical reanimation
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1 Faculté de Sciences de la Nature et la Vie, Département de Génétique Moléculaire Appliquée, Université
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Abstract

The purpose of the study was to characterize the resistome, virulome, mobilome and Clus-

tered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats-associated (CRISPR-Cas) system

of extended-spectrum β-lactamase producing Klebsiella pneumoniae (ESBL-KP) clinical

isolates and to determine their phylogenetic relatedness. The isolates were from Algeria,

isolated at the University Hospital Establishment of Oran, between 2011 and 2012. ESBL-

KP isolates (n = 193) were screened for several antibiotic resistance genes (ARGs) using

qPCR followed by Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE). Representative isolates were

selected from PFGE clusters and subjected to whole-genome sequencing (WGS). Genomic

characterization of theWGS data by studying prophages, CRISPR-Cas systems, Multi-

Locus Sequence Typing (MLST), serotype, ARGs, virulence genes, plasmid replicons, and

their pMLST. Phylogenetic and comparative genomic were done using core genome MLST

and SNP-Based analysis. Generally, the ESBL-KP isolates were polyclonal. The whole

genome sequences of nineteen isolates were taken of main PFGE clusters. Sixteen

sequence types (ST) were found including high-risk clones ST14, ST23, ST37, and ST147.

Serotypes K1 (n = 1), K2 (n = 2), K3 (n = 1), K31 (n = 1), K62 (n = 1), and K151 (n = 1) are

associated with hyper-virulence. CRISPR-Cas system was found in 47.4%, typed I-E and I-

E*. About ARGs, from 193 ESBL-KP, the majority of strains were multidrug-resistant, the

CTX-M-1 enzyme was predominant (99%) and the prevalence of plasmid-mediated quino-

lone resistance (PMQR) genes was high with aac(60)-lb-cr (72.5%) and qnr’s (65.8%). From

19 sequenced isolates we identified ESBL, AmpC, and carbapenemase genes: blaCTX-M-15
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(n = 19), blaOXA-48 (n = 1), blaCMY-2 (n = 2), and blaCMY-16 (n = 2), as well as non-ESBL

genes: qnrB1 (n = 12), qnrS1 (n = 1) and armA (n = 2). We found IncF, IncN, IncL/M, IncA/

C2, and Col replicon types, at least once per isolate. This study is the first to report qnrS in

ESBL-KP in Algeria. Our analysis shows the concerning co-existence of virulence and resis-

tance genes and would support that genomic surveillance should be a high priority in the

hospital environment.

Introduction

Klebsiella pneumoniae (KP) is notorious for its great propensity to acquire antimicrobial resis-

tance and confer nosocomial infections. This species is associated with the emergence of

strains which are both hypervirulent and multidrug-resistant (MDR) [1]. KP frequently pro-

duce extended-spectrum β-lactamases (ESBLs), bacterial enzymes that can hydrolyze penicil-

lins, cephalosporins, monobactams, and to some extent carbapenems [2,3]. Multidrug-

resistant Gram-negative bacilli are the cause of high incidence rates of nosocomial infections

worldwide [4]. The mobile genetic elements (MGEs) (plasmids, bacteriophages, and transpo-

sons) are capable of horizontal gene transfer (HGT) and hence are potential agents for the

spread of virulence and/or antibiotic resistance genes (ARGs) [5,6].

In addition to ARGs and pathogenicity the prokaryotes, most archaea, and many bacteria

encode the Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats-associated genes

(CRISPR-Cas) systems conferring an adaptive immunity against MGEs [7,8]; another form of

acquired resistance, to MGEs. The CRISPR-Cas system is composed of CRISPR-loci (unique

spacers and direct repeats (DRs) alternately), cas genes, and the leader sequence is an AT-rich

sequence located upstream of the first repeat promotes transcription of the CRISPR locus [9–

11]. Concerning, the classification of KP CRISPR-Cas system, two subtypes have been

reported; I-E with one locus and I-E� with two loci up and downstream cas genes [12].

The Algerian antimicrobial resistance surveillance reported that the percentage of KP-ESBL

was the highest among ESBL-producing Enterobacteriaceae during 2011, 2012, and 2013 with

57.7%, 60.7%, and 57.3%, respectively [13,14]. Consequently, ESBL-KP is considered as one of

the most concerning antimicrobial resistance threats in Algeria.

The aims herein were to characterize ARGs, virulence genes, CRISPR systems, prophages,

and clonal structure of clinical isolates KP-ESBL producing from the University Hospital

Establishment, Oran, Algeria (EHUO).

Materials andmethods

Ethical statement

The isolates were received from the Bacteriology laboratory of the University Hospital Estab-

lishment of Oran. The hospital routinely stores the ESBL-producing Enterobacteriaceae for

further studies. The strains were collected for clinical diagnosis, and no additional sampling

was required. A permit was obtained from the Ministry of Health in Algeria (referenced

record: 114/Bac/EHU/2014) to transport and characterize the bacterial isolates and related

clinical data via anonymization of the patients involved.

Bacterial isolates and antimicrobial susceptibility

Initially, at the EHUO the strains were identified phenotypically by API20E1 (bioMérieux-

Marcy l’Etoile-France) and double disk synergy technique as KP-ESBL [15]. The antimicrobial
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susceptibility testing of bacteria was performed mainly by the disk diffusion method according

to the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines [16]. Susceptibility testing

was performed against different discs of antibiotics [ampicillin (10μg), ticarcillin (75μg),

amoxicillin/clavulanic acid (20/10μg), cephalothin (30μg), cefazolin (30μg), ceftazidime

(30μg), cefpirome (30μg), cefotaxime (30μg), cefepime (30μg), cefoxitin (30μg), aztreonam

(30μg), ertapenem (10μg), imipenem (10μg), meropenem (10μg), amikacin (30μg), gentamicin

(10μg), nalidixic acid (30μg), ciprofloxacin (5μg) pefloxacin (5μg), trimethoprim/sulfamethox-

azole (10/20μg), fosfomycin (200μg), nitrofurantoin (300μg)]; The susceptibility to antibiotics

was determined by the Mueller-Hinton (MH) agar diffusion method which was previously

seeded with a pure culture of the strain to be studied from a 0.5 McFarland suspension and an

incubation at 37˚C for 18 hours, the control was the E. coli ATCC25922. Since 2012, the analy-

sis was updated with several versions of CLSI guidelines, in this paper the 2020 criterion was

used [16].

The reports showed that the percentage of KP-ESBL was the highest among ESBL-produc-

ing Enterobacteriaceae and associated with nosocomial infection in the EHUO. We received

219 KP-ESBL responsible for nosocomial infectious diseases, collected between January 2011

and December 2012 and isolated from different departments of the EHUO for further tests.

At Karolinska Institutet, the isolates were re-tested and re-identified using MALDI-TOF/

MS (Microflex, MALDI Biotyper, BrukerDaltonics, Germany), the contaminated and non-via-

ble strains were excluded. The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

(EUCAST) guideline on detection of resistance mechanisms version 2.0 (July 2017) was used

to select isolates that had a diameter of less than 27 mm with meropenem for the confirmation

kit KPC/MBL and OXA-48 (ROSCO DIAGNOSTICA1, Taastrup, Denmark) [17].

Molecular screening of ARGs

The extraction of the DNA by thermal shock method was carried out for all strains, four to five

large colonies were taken, suspended in an Eppendorf tube containing 200 μL of molecular

biology quality water (Sigma Aldrich), after homogenization (vortex) followed by heating at

95˚C for 5 minutes, and centrifugation for 2 minutes. The total DNA was retained in the

supernatant.

The characterization for all resistant genes was carried out by SYBR Green real-time PCR,

using the Rotor Gene 3000 apparatus (Corbett Research, Australia). The analysis of the results

was done with the Rotor Gene Real Time Analysis Software (Version 6.1). The same composi-

tion was used for the reaction mixture for all PCR-SYBR Green. A total volume of 25 μl of the

reaction mixture contains 12.5 μl QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Germany),

1.25 μl of each primer (10 μM), 7.5 μl of RNase-free water, and 2.5 μl DNA tested.

Amplification of the blaCTX-M was done as described previously for all isolates [18].

CTX-M-positive isolates were screened for CTX-M-1, CTX-M-2, and CTX-M-9 groups (S1

Table) [19]. The thermal conditions were as follows: denaturation at 95˚C for 15 mins, then 40

cycles of 30 s at 95˚C, 1 min at 52˚C and 1 min at 72˚C, and a final extension of 65˚C for 30 s.

All PCRs were performed in the presence of appropriate positive control.

Plasmid-mediated quinolone resistance (PMQR) genes (qnrA, qnrB, qnrC, qnrD, qnrS,

qepA, and aac(6)–Ib) was searched for in all strains (S1 Table) [20,21]. The thermal conditions

for the amplification of the qnrA, qnrB, qnrC, qnrD, qnrS, and qepA genes were as follows:

denaturation at 95˚C for 15 mins, then 30 repetitions of 30 s at 95˚C, 1 min at 52˚C and 1 min

at 72˚C, and a final extension of 65˚C for 30 s. Furthermore, the conditions of the PCR for aac

(6)-Ib were as follows: denaturation at 95˚C for 15 mins, then 45 cycles, 20 s at 95˚C. 40 s at

59˚C and 20 seconds at 70˚C, and a final extension of 65˚C for 30 s. PCRs were carried in
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presence of the following positive controls: qnrB, qnrS, qepA, and aac(6)-Ib. For aac(6’)-Ib, the

positive PCR products were enzymatically digested by BtsCl (New England Biolabs, Ipswich,

USA) and incubated at 50˚C for 2 hours. Agarose gel 2%, E-Gel1 (Invitrogen, USA) was used

for the separation of digests.

Amikacin resistant strains were tested for the presence of 16S rRNAmethylases genes;

armA, rmtA, rmtB, rmtC, and rmtD (S1 Table), the primers were previously described else-

where [22]. Using the following amplification conditions: denaturation at 95˚C for 15 minutes

and cycle repetitions: 30 s at 95˚C and 1 min at 58˚C and 1 min at 72˚C, and a final extension

at 65˚C for 30 s. Positive controls for armA, rmtB, and rmtD were included in the PCR

reaction.

Later, the Check MDR CT101 microarray (Checkpoints, The Netherlands) was used for

strains that were negative in the CTX-M PCR and those which were resistant to cefoxitin for

the detection of plasmid-mediated AmpC genes (pAmpC). The bacterial DNA extraction was

done by the BioRobot M48 using the MagAttract DNAmini M48 kit (both from Qiagen, Hil-

den, Germany) according to the manufacturer’s instructions. The Nanodrop (Wilmington,

Delaware USA) was used to check the DNA concentration. The results were analyzed by

Check-Point Software (version 1.2).

Pulsed-field gel electrophoresis

All isolates were typed using Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) method. It was per-

formed according to the PulseNet protocol for non-O157 E. coli using XbaI [23]. The band

patterns were analyzed by GelCompar II version 5.10 (Applied Maths, Belgium). A dendro-

gram was generated based on Dice similarity and the Unweighted Pair-group Method with

Arithmetic Averages (UPGMA). Closely related isolates were estimated according to the crite-

ria established by Tenover et al. Dice co-efficient of� 0.80 was considered the cut-off for pos-

sible clonal relatedness [24].

Whole Genome Sequencing (WGS)

A total of nineteen isolates were taken for the WGS, seventeen were selected from the PFGE

clusters, and two non-typeable isolates. The Genomic DNA was extracted using MagNApure

96 system (Roche Diagnostics, Nederland, Almere, Netherlands). The extracted DNA was

quantified using the third generation Qubit 3.0 fluorometer (Life Technologies, Thermo Fisher

Scientific Inc.) according to the manufacturer’s recommendations for the Qubit dsDNA HS

Assay Kit (High Sensitivity). Sequencing was carried out on the HiSeq 2500 platform (Illu-

mina1, San Diego, USA) at the Science for Life laboratory (SciLife, Solna, Sweden). Sequenc-

ing quality control showed that the 10x coverage was >98% for 19 isolates and the 30x

coverage was� 98% for 18 isolates. The main duplicate rate was�9.49% and the main median

insert size between 186 and 267 (S2 Table). Raw reads data are available from the NCBI data-

base (SRA) as project PRJNA672836 (accession no. SAMN16579464 to SAMN16579482).

In silico analysis and annotation

The trimming and de novo assembly of the short paired reads were performed using CLC

Genomics Workbench V 11.0, and the CLCMicrobial Genomics Module 3.0 (Qiagen Bioin-

formatics, Aarhus, Denmark). The assembled genomes were mapped to the reference genome

K. pneumoniae CG43 (GenBank accession number: NC_022566) and to call SNPs using the

default settings.

The Center for Genomic Epidemiology database (https://cge.cbs.dtu.dk); ResFinder, Plas-

midFinder, and pMLST were used [25,26]. CrisprCasFinder and CRISPRminer were utilized
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to characterize the CRISPR-Cas loci composed of operon organization, spacers and direct

repeated (DRs), typing, self-targeting, and to map anti-CRISPR [9,27]. Basic Local Alignment

Search Tool (megaBlast) was used only for non-duplicated spacers in several databases: virus

(taxid: 10239), plasmids, and chromosomal bacterial genomes (taxid: 2). The leaders were

searched by investing and blasting the regions upstream the CRISPR arrays (up to ~1kb) and

using Bacterial promoter prediction program (Bprom) to predict the canonical core promoter

elements (-10, -35 and the promoter sequence) of each CRISPR array [28]. PHAge Search Tool

Enhanced Release (PHASTER) was used to identify putative prophages [29,30]. Kaptive V

0.7.0 was used to predict the K-type [31].

Assembled contigs have been deposited into the Bacterial Isolate Genome Sequence

Database (BIGSdb) (http://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html) and used to predict

the virulence genes, the MLST scheme, and 632 loci core genome MLST (cgMLST632)

scheme [32]. In this study, the isolates having three virulence gene clusters and more (high

virulence factors) were considered as virulent strains while the isolates having less as classic

strains (few virulence factors). The used MLST schemes: the first was based on the

sequences of seven housekeeping genes (gapA, infB, mdh, pgi, phoE, rpoB, and tonB) and

the second cgMLST632 was based on scanning the genomes against 632 loci. Annotated

loci were saved in the form of allele numbers which allow the identification of allelic pro-

files of each isolate. The evolutionary relationship between isolates was assessed by Mini-

mum Spanning Tree (MST), an algorithm implemented in BioNumerics v.7.6.3. The

assembled and trimmed contigs in Fasta formats are available in the BIGSdb. The allelic

profile of cgMLST scheme was analyzed by BioNumerics v.7.6.3 and the clonal relationship

among isolates was investigated by MST using default parameters, and no re-sampling was

performed. The allelic profiles were used as categorical data and the resulted phylogenetic

network was able to illustrate the connection between isolates by displaying the mismatch

between their profiles. According to Bialek-Davenet, clonal groups could be defined as

related isolates which have less than 100 allelic mismatches [32]. The MST analysis was also

expanded by overlaying the main characteristics of isolates such as virulence factors, ARGs,

and infections sites.

The interactive tree of life, iTol V 5.5 (https://itol.embl.de/) was used to annotate the SNP-

based analysis tree [33].

Results

Phenotypic analysis

For the bacterial isolates, after confirmation of the ESBL-KP phenotype, we finally included

193 non-duplicate clinical isolates from blood (n = 54), urinary tract infection (UTI) (n = 44)

and others infection types (n = 95) (Table 1).

Antimicrobial susceptibility tests were analyzed according to CLSI standards, 99.5% of

the strains were resistant to cefotaxime, 76% were resistant to ciprofloxacin, and only 3.6%

were resistant to cefoxitin. Resistance to gentamicin was observed in 91.2% of isolates,

while resistance to amikacin was observed in 20.2% of isolates. Two strains were resistant

to ertapenem and two strains were intermediate to imipenem. Only one strain (0.5%) was

intermediate to meropenem (Table 1, S2 Fig, and S3 Table). Eight isolates were tested with

ROSCO test; 7 isolates had ESBL and porin loss with synergism between CAZ/clavulanate

and one isolate represented no zone of inhibition to temocillin, it was featured as ESBL and

OXA-48 with synergism between CAZ/clavulanate. The synergism between CAZ/clavula-

nate is due to the clavulanate inhibits of beta-lactamases in vitro which creates an area of

synergy.
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Table 1. Summary of the main findings.

All non-duplicate clinical isolates (N = 193)

Samples (N = 193) Blood (n = 54), UTI (n = 44), abdominal fluid (n = 5), respiratory (n = 2), drain (n = 1),

vaginal discharge (n = 4), cerebrospinal fluid (n = 9), pleural fluid (n = 1), wound

secretion (n = 49), and tracheal sample (n = 24).

Sampling period January, 2011 to December, 2012.

Hospital University Hospital Establishment of Oran, Algeria.

Phenotypic resistance to antibiotics

(%)

Amoxicillin/clavulanic acid (16.6), ceftazidime (83.9), cefotaxime (99.5), cefoxitin (3.6),

ertapenem (1), amikacin (20.2), nalidixic acid (42.5), ciprofloxacin (76), pefloxacin (77.5),

gentamicin (91.2).

Resistance genes and enzymes

(N = 193)

CTX-M-1 group (n = 191), CTX-M-9 group (n = 1), ESBL SHV 238S and 240K (n = 1),

acc(6’)-Ib-cr (n = 140), qnrB (n = 123), qnrS (n = 4), armA (n = 17), CMY II (n = 4).

Combination resistance genes and

enzymes (N = 193)

CTX-M-1 group only (n = 30)

CTX-M-1 group, acc(6’)-Ib-cr (n = 28)

CTX-M-1 group, armA (n = 6)
CTX-M-1 group, CMYII (n = 1)

CTX-M-1 group, qnrB (n = 10)

CTX-M-1 group, qnrB, acc(6’)-Ib-cr (n = 100)

CTX-M-1 group, qnrB, acc(6’)-Ib-cr, armA (n = 5)

CTX-M-1 group, qnrB, acc(6’)-Ib-cr, armA, CMYII (n = 2)

CTX-M-1 group, qnrB, acc(6’)-Ib-cr, CMYII (n = 1)

CTX-M-1 group, qnrB, acc(6’)-Ib-cr, OXA-48 (n = 1)

CTX-M-1 group, qnrB, armA (n = 4)

CTX-M-1 group, qnrS, acc(6’)-Ib-cr (n = 3)

CTX-M-9 group, qnrS (n = 1)

SHV-Variant only (n = 1)

PFGE results Typeable isolates (n = 191), the biggest cluster (n = 37), similarity (63.7%), 12 PFGE-

clusters.

Genome sequenced KP-ESBL (N = 19)

Samples Blood (n = 7), UTIs (n = 6), and others (n = 6).

Resistance genes

ESBL resistance genes blaCTX-M-15 (n = 19), blaTEM-1B (n = 12), blaSHV-variant (n = 2), blaCMY-2 (n = 1), blaCMY-16

(n = 2), and blaOXA-48 (n = 1).

No ESBL resistance genes armA (n = 2), qnrB1 (n = 12), qnrS1 (n = 1), acc(6’)-Ib-cr (n = 11), oqxA (n = 19), oqxB

(n = 19), aph(3’’)-Ib (n = 12), aph(6)-Id (n = 13), aac(3)-IIa (n = 12), aadA1 (n = 3), aadA2

(n = 3), and others

STs Total STs (17) ST13 (n = 1), ST14 (n = 1), ST23 (n = 1), ST37 (n = 2), ST48 (n = 1), ST86 (n = 1), ST147

(n = 2), ST111 (n = 1), ST307 (n = 1), ST348 (n = 1), ST392 (n = 1), ST405 (n = 1), ST831

(n = 1), ST1426 (n = 2), ST1942 (n = 1), ST2108 (n = 1).

High risk clones ST14 (n = 1), ST37 (n = 2), ST147 (n = 2), ST307 (n = 1).

K-Types Total K-types (n = 16) K1 (n = 1), K2 (n = 2), K3 (n = 1), K12 (n = 1), K15 (n = 1), K18 (n = 1), K20 (n = 2), K27

(n = 1), K31 (n = 1), K61 (n = 1), K62 (n = 1), K63 (n = 1), K64 (n = 2), K102 (n = 1), K124

(n = 1), K151 (n = 1).

Virulence Classic strains (n = 12), virulent strains (n = 7).

Associated serotypes with virulence: K1 (n = 1), K2 (n = 2), K3 (n = 1), K31 (n = 1), K62
(n = 1), and K151 (n = 1).

Replicons Total isolates with replicons

(n = 17)

Inc groups IncF: IncHI1 (n = 3), IncL/M (n = 2), IncL/M(poxa-48) (n = 1), IncA/C2

(n = 2) and IncR (n = 2).

IncF: FIIK (n = 13), FIBK (n = 12), FIB (pQil) (n = 3), and FIB (Mar) (n = 2).

Col replicons: ColRNAI (n = 3), Col44I (n = 3), Col440II (n = 1), and ColpVC (n = 1).

CRISPR-Cas system types Total CRISPR-Cas (n = 9), I-E (n = 5), I-E� (n = 4).

Total spacers (n = 184), spacers length (22 or 23 bp), unique spacers (n = 135), matched

with phages (n = 16), matched with plasmids (n = 18), matched with chromosome

(n = 155), no homology (n = 26), Self-target spacers (n = 9), DRs I-E length (29 bp), DRs

I-E� length (28 or 29 bp).

Phages Total phage (N = 86) Intact (n = 51), incomplete (n = 17), questionable (n = 18).
Phages carried blaCTX-M-15 (n = 2).

In the paper abdominal fluid, respiratory, drain, vaginal discharge, cerebrospinal fluid, pleural fluid, wound

secretion, and tracheal sample were grouped as others. DRs: Direct Repeats, UTI: Urinary Tract Infection.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0254805.t001
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Molecular and core genomic typing

PFGE showed that almost all of the isolates (191/193) were typeable. The PFGE analysis

divided the 191 isolates into 37 PFGE types. The majority of the strains were grouped in clonal

groups consisting of two or more isolates. The similarity between the isolates was 63.7% which

showed a relatively high degree of relatedness between the members of the population. Impor-

tantly, the PFGE analysis has the ability to distinguish between clonally related and unrelated

isolates. Cluster C11 was the most predominant (n = 35) followed by other medium and minor

clusters (S1 Fig). Nineteen isolates were selected for whole-genome sequencing: seventeen rep-

resenting PFGE-cluster isolates, (one isolate from each cluster, and more than one for the big

clusters), and the two non-typeable isolates as well.

cgMLST analysis revealed 16 distinct STs and most of them were well described in the liter-

ature. Each PFGE cluster was assigned a distinct ST. The largest cluster C11 had two related

STs—ST392 and its single locus variant (SLV) ST147. Two distinct clusters (C9 and C10) were

shown to belong to the same sequence type, ST37. The MST disclosed the relatedness of iso-

lates and the connection among STs. We downloaded profiles of all isolates and their STs from

the BIGSdb-Kp to draw the MST based on their cgMLST profiles seen in Figs 1 and 2, demon-

strate three characteristics: first, the isolates were divergent, having a high number of allelic

mismatches (472 to 511). Three isolates of Cluster C11 were found to be linked together in the

same clonal group. Second, the cgMLST632 scheme was able to distinguish between strains

that had the same ST, for instance in ST147 and ST1426. The number of allelic mismatches

within identical STs was very low (i.e.3 and 4 allelic changes within ST1426 and ST147 isolates

respectively). Third, the cgMLST increased the resolution in two isolates of ST37 (differed by

294 loci) and showed a high complexity within these isolates suggesting that ST37 isolates are

heterogeneous.

SNP-based phylogenetic analysis revealed a sharp discontinuity within isolates. Identical to

the cgMLST results, the Maximum Likelihood tree (MLTree) displayed two minor groups of

related isolates, but a majority of unrelated isolates were apparently clustered in heterogeneous

branches that were well separated from each other. The SNP-based phylogenetic approach

identified closely related isolates which were previously obtained by PFGE and cgMLST but

with much finer resolution. Furthermore, the phylogenetic analysis revealed congruence

between SNP-based analysis and cgMLST, especially within closely related isolates. In total,

85,965 SNPs were present in the alignment, with 19,701 the average SNPs differences over all

sequence pairs. Interestingly, SNP-based analysis provided optimal resolution especially within

identical STs; ST1426 isolates differed with 27 SNPs (Fig 3).

Genotypic and ARGs analysis

Screening of ARGs by PCRs showed that CTX-M-1 group was the predominant with 98.96%

(191/193), only one strain was from the CTX-M-9 group and one strain had SHV-type (238S

+240K). About the PMQR, the prevalence of aac(6’)-Ib-cr and qnr genes was very high 72.5%

and 65.8%, respectively. Among qnr gene, 63.7% were qnrB, whereas 2.1% were qnrS. Among

amikacin-resistant strains (24/193), we found that 17 isolates were positive for armA, and 7

isolates were negative for all 16S rRNAmethylase encoding genes. Among the isolates resistant

to cefoxitin 6/193, 4 had the CMY II and 2 isolates were negative for all pAmpC enzymes. The

most prevalent combination was CTX-M group 1, qnrB and aac(6’)-Ib-cr with 51.81% (100/

193) (Table 1).

Mapping ARGs revealed that β-lactamases genes were found in all isolates: blaCTX-M-15 was

found in all isolates, blaTEM-1B (12/19) whereas blaSHV-variant (2/19). Regarding carbapenemase

genes, only one strain had blaOXA-48. Two variants of pAmpC were found blaCMY-2 (1/19) and
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blaCMY-16 (2/19). The aminoglycosides resistance genes found were: armA (2/19), aac(3)-IIa

(1/19), aadA2 (3/19), aadA1 (1/19), aph(3’’)-Ib (12/19), and aph(6)-Id (12/19). Resistance

genes to fluoroquinolones were detected frequently; both qnrB1 (12/19) and aac(6’)-lb-cr (11/

19), the latter confers simultaneous resistance to aminoglycosides and fluoroquinolones. We

rarely found qnrS1 (1/19). Almost all isolates had the concomitant presence of resistance

Fig 1. Minimum Spanning Tree (MST) analysis of 19 isolates of K. pneumoniae based on 632 allelic profiles of cgMLST. Each node
within the tree represents a single isolate with a unique genotype. Selected nodes are labeled with corresponding STs. The length of branches
linked two nodes indicates the number of allelic mismatches in a pairwise comparison. The oval discontinued dash in red, green, and blue
demonstrate the isolates having ST37, ST1426, and ST147, respectively.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0254805.g001
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determinants to β-lactams, aminoglycosides, and fluoroquinolones. We observed the presence

of phenicol, sulfonamide, tetracycline, and macrolide resistance genes (Table 1 and Fig 4).

Capsular serotype and virulence genes

Typing of the capsular cps (wzc and wzi) revealed sixteen K-type: 1, 2 (n = 2), 3, 6, 12, 15, 18,

20 (n = 2), 27, 31, 61, 62, 63, 64 (n = 2), 102, 124, and 151. K2 was found in two isolates having

different STs (ST14 and ST86). The isolates having the same STs, ST147, and ST1426 had the

same K-type K64 and K20 respectively (Table 1).

All sequenced isolates had at least mrk cluster genes encoding to fimbriae type III, thus giv-

ing biofilm formation phenotype. The isolate having the ST23 and K1 was the most virulent

Fig 2. Minimum Spanning Trees (MSTs) analysis showing the distribution of MDR profiles, virulence factors, and infection types among 19 isolates of K.
pneumoniae based on 632 allelic profiles of cgMLST. Each node within the tree represents a single isolate with a unique genotype. Selected nodes are labeled with
corresponding STs. The length of branches linked two nodes indicates the number of allelic mismatches in a pairwise comparison. Long branches are marked with
dashed lines. Thick lines correspond to a short branch with less than 100 allelic mismatches. The grey zones surrounding nodes indicate that they belong to the same
clonal group. Four MST graphs were generated separately based on the following associations. A: MST versus virulence genes, B: MST versus infection types, C: MST
versus resistance genes profiles, D: MST versus MDR and virulence classes. MDR: Multi-Drug Resistance. UTI: Urinary Tract Infection.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0254805.g002
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carrying yersiniabactin, aerobactin/receptor, allantoinases, and fimbriae type III clusters, in

addition to iro, kfu, clb, mce clusters, and rmpA/A2. The following K-types: K1 (ST23), K2

(ST14 and ST86), K3 (ST13), K31 (ST2108), K6 (ST348), and K151 (ST405) were found in vir-

ulent strains (Table 1 and Fig 4).

Analysis of mobile genetic elements

In total 17 plasmid replicon types were detected (Table 1). The identified replicons were from

plasmid incompatibility groups (IncF, IncHI1, IncL/M, IncA/C2, and IncR), and Col plasmids

replicons (ColRNAI, Col44I, Col440II, and ColpVC). The replicons were FIIK (n = 13), FIBK
(n = 12), FIB (pQil) (n = 3), and FIB (Mar) (n = 2). The last replicon was found in two isolates

and it was simultaneously present with the FIBK. The replicon sequence typing (RST) scheme

discriminating of IncF plasmid variants revealed that the same FAB Formula K5:A22: B- in the

isolates having the same ST147. The ST of the replicon IncA/C was ST3 or it was the nearest.

For the replicon IncN was ST9.

The analysis of the prophages showed that all strains had at least one prophage. The highest

number was observed in the isolate having ST111 with 9 prophages. Crossed analysis between

the position of the resistance genes and the prophages revealed that blaCTX-M-15 was hosted in

the incomplete sequence of the phage SJ46 in two isolates (ST86 and ST1942), (Table 1).

Analysis of CRISPR-Cas system

In this study, the occurrence of the CRISPR-Cas system was 47.36% (9/19 isolates). in Fig 5A,

two groups are seen; the first, consists of 5 isolates sub-typed I-E and the second is composed

of 4 isolates sub-typed I-E�. In our results, the isolates having STs: 392, 147, 2108, 348 were

typed I-E, and those who had STs: 13, 23, 111, and 14 were typed I-E�. The anti-CRISPR was

Fig 3. Maximum likelihood tree created from concatenated SNPs sequences. The numbers on the nodes represent the SNPs differences between isolates.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0254805.g003
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absent in all isolates having the CRISPR-Cas system. Isolates having the sub-type I-E had the

highest number of spacers.

A total of 184 non-duplicated spacers were found; 135 spacers were unique and 49 were

shared between CRISPR arrays. Blasting spacer’s results showed 158 spacers had perfect

homology spacers targeting with 16 bacteriophages, 18 plasmids, and 155 chromosomes. Some

spacers matched with chromosomes, plasmids, and/or phages. Isolates within the same ST

(ST147) had the same array and organization. The rate of self-targeting spacers was 5% (9 of

184) found in 5 of 9 isolates (55.55%) (Table 1 and Fig 5B).

Three leader groups were found: leaders 1 (96bp), leaders 2 (252bp), and leaders 3 (47bp).

The first for I-E subtype and the two latest for the I-E� sub-type. Leaders1 and leaders 3 were

conserved but leaders 2 had 96.4% of identity. Concerning the core promoter (-10, -35 and

promoter) was found for leaders 1 and leaders 2, while leaders 3 had only the promoter.

Searching upstream the leaders 2 an ABC transport system was found (Fig 5A).

Discussion

Herein, the data presents genomic epidemiology and surveillance study in ESBL-KP clinical

isolates between 2011 and 2012, from one hospital “EHUO” in Oran, Algeria. Phylogenetically,

the isolates were genomically diverse and characterized by multiple combinations of ARGs.

ESBLs are usually associated with multidrug resistance and have become a great challenge for

infection control in human health that resulted in treatment failure [34,35]. Herein, the

Fig 4. Heatmap with all results (resistance genes, virulence, MLST, K-types, replicons with the ML Tree from the SNP-based analysis) among the sequenced 19
isolates. The scale is modified.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0254805.g004
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CTX-M group 1 was found in almost all isolates (99%) and featured later blaCTX-M-15 in the 19

sequenced isolates, which was expected due to its predominance in most parts of the world

[36–40]. Rodrigues et al. reported that CTX-M-15 was associated with the increase of

MDR-KP epidemic clones (ST15, ST147, and ST336) [41]. In our study, two isolates were

ST147 and could represent a higher risk in the nosocomial setting, due to the propensity of

causing outbreaks. The predominant replicons were IncFIIK and IncFIBK. It was reported that

blaCTX-M-15 is mainly harbored on IncFIIK plasmids in ESBL-KP isolates and it was described

as dynamic, with the capacity to disseminate ARGs among Enterobacteriaceae [34,42–44]. The

characteristic combination blaCTX-M-15, blaTEM-1B, blaOXA-1, qnrB, and aac(60)-Ib-cr was found

in 8/19 isolates and 7/8 were also associated to IncF replicon group which was previously par-

tially described in Morocco; blaCTX-M-15, blaTEM-1b, blaOXA-1, aac(60)-Ib-cr, and qnrB1 genes

were co-transferred and carried by a conjugative plasmid of high molecular weight [45]. In

Algeria, the first report of OXA-48-producing KP located in IncL/M-type plasmid, belonging

to the pandemic ST101 clone, isolated in May 2014 [46]. Our data show, OXA-48-producing

KP was isolated from a patient with UTI in 2012 and belongs to the ST1426 non-epidemic

clone, IncL/M replicon, and blaOXA-48. This means that in Algeria, blaOXA-48 was present ear-

lier than the first published report.

Regarding AmpC enzymes, CMY-2 type was found, featured as blaCMY-2 and blaCMY-16.

CMY-2 is the most widespread type of AmpC enzyme with the widest geographical distribu-

tion, including Algeria [47,48]. During the last two decades, PMQR has been reported by the

acquisition of qnr, qepA, and aac(6’)-Ib-cr genes [49]. It was previously described that qnrB

was predominant among strains from Africa while qnrS was mainly detected in strains from

Vietnam [50]. Our results showed a high prevalence of PMQR genes aac(6’)Ib-cr (72.5%),

qnrB (63.7%) and rarely qnrS (2%), featured byWGS as qnrB1 and qnrS1. The first report of

qnrS1, qnrB1 and qnrB4 was from Enterobacter cloacae clinical isolates from Algerian hospi-

tals, in 2008 [51]. In Algiers, Klebsiella oxytoca was isolated from wastewater hospital had

PMQR genes (qnrB1 and aac(6’)Ib-cr) [37]. This study is the first report of qnrS1 in ESBL-KP

in Algeria. As previously described, clinical isolates carrying armA have been associated with

IncL/M plasmids, with the concomitant presence of the blaCTX-M3 [52]. Also, armA was identi-

fied on IncN plasmids, in animals [53]. In the present study, armA was found in two isolates;

one had IncL/M replicon and the second IncN replicon as ST9. This suggests that animal con-

tact and food (animal meat) represent a potential reservoir and a route for dissemination of

IncN plasmid harboring armA to humans by HGT.

Herein, an incomplete sequence of Salmonella phage was found hosting blaCTX-M-15. It was

previously described that bacteriophages could contribute to the spread of ARGs among

Enterobacteriaceae isolated from animals and food, highlighting the role of HGT of ARGs and

blaCTX-M particularly [54,55]. Thus phages could be a reservoir to spread ARGs by

transduction.

About the virulent strains, several serotypes of K antigens have been reported around the

world, the most studied were K1 and K2 because they were associated with a serious infection

[56,57]. It was found that the K1 was associated with the ST23 and K2 was found in several

STs: 25, 65, 86, 380, 14, 66, 374, 493, and 1013 (SLV ST5) [58]. In this study, the virulent strains

Fig 5. Architecture and organization of the CRISPR-Cas system in clinical ESBL-KP isolates. A. The operon organization (cas genes), the leaders,
classification, and core-promoter. The rows represent cas genes in different colors, the brown diamonds represent the spacer, and the blue rectangle
represents the Direct Repeated (DR). B. Spacer map, their distribution, and the matching results. Spacers are represented in a box without repeats. Identical
spacers are represented by the same ID and color. P: Plasmid, V: Virus or Phage, S: Self-target, RS: The reverse self-target, spacers in red had no homology.
+: Longer spacer.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0254805.g005
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were K1 (ST23), K2 (ST14 and ST86), K3 (ST13), K6 (ST348), K31 (ST2108), and K151

(ST405).

The MST analysis about the ARGs, virulence factors, and infection types provided an over-

view of the sequenced isolates, their combination, and relatedness. Fig 2 showed that three iso-

lates of CG147 were isolated from different origins, with few virulence factors (classic) and

MDR. Regarding the CG1426, the related isolates were also isolated from distinct origins, pos-

sessed few virulence factors and not presenting the same ARGs profiles. The combination

MDR and virulent strains was seen in 6 of 19 strains (2 cases of bloodstream infection and 4

other cases). The combination of MDR and virulence genes presents a high health risk by

increasing mortality and antibiotics less efficient. It was reported that the prevalence of KP

having the combination MDR and hyper-virulence is increasing and our data would provide

further arguments for enhancing the clinical awareness for K. pneumoniae having the combi-

nation MDR and virulence [57].

In three studies, the CRISPR-Cas system in KP genomes had a variable occurrence ranging

between 11.5% and 54.4% [14,59,60]. A relation could be seen between STs, CRISPR-Cas type,

and types of samples; regarding UTI, from 6 isolates: 4 had no CRISPR-Cas system and 2 had

CRISPR-Cas system type I-E. While blood samples, from 7 isolates: 3 isolates had no CRISPR--

Cas system, 3 isolates had I-E� and one isolate had I-E. In another study, the subtype I-E was

found in isolates mostly from UTI samples and having ST34, 45, 66, 67, 147, 273, 383, 392, and

941, while the subtype I-E� was found in isolates from blood samples present in ST14, 15, 23,

111, 374, 493, and 505 [60]. The leader sequence length is variable, but must be at least 60 bp

in length and can be up to 500 bp. Apparently, the sequence length is relatively conserved

within a species [12,61]. The leaders’ lengths corroborate with previous work from Shen et al

[14]. Paradoxically, the leaders 3 lacked (-10) and (-35) sites required for the array transcrip-

tion. Yosef et al. suggested that (-10) and (-35) sites are essential for the interference and not

for the adaptation process [62]. Thus, self-target spacers in the loci downstream the leaders 3

could not have auto-immunity function.

The PFGE method was able to distinguish between strains and accurately define dominant

clones. Currently, WGS-based typing approaches have become international typing reference

methodology. Accordingly, the seven-gene MLST pattern can easily be extracted fromWGS

data; the analyzed genomes could be sorted into 16 different STs. MLST analysis has shown

that the spread of ESBL-KP is largely multi-clonal, by contrast, the international spread of

KPC-KP is limited to specific clones. The PFGE and MLST identified that the largest cluster

(C11) was ST147 (n = 35), this sequence type poses a serious public health threat worldwide.

In our study, the analysis of five major groups C1, C7, C8, C9, and C11 showed twenty-

eight resistance patterns. The relationship between resistance patterns and pulsotype demon-

strated that the strains from C11 had mostly the pattern CEP CTX CAZ NAL PEF CIP GEN

(42.8%) but this same resistance profile belonged to the PFGE-clusters (S4 Table). So far, there

is no significant association between the resistance patterns and pulsotypes of ESBL-KP iso-

lates, the same statement was previously described in several studies concerning KP clinical

isolates [63,64]. Chromosomally identical K. pneumoniae strains had different resistance pro-

files; this is due to the presence of plasmid-mediated resistance genes [64,65]. Phenotypic

methods such as antimicrobial susceptibility tests had a weak discriminatory power [65].

The first cgMLST scheme employed was based on a total of 694 highly conserved genes

[47], and cluster analysis based on the data-enabled precise definition of globally distributed

virulent strains and MDR clonal groups. During this study, we identified the CGs and used the

same rule of Bialek-Davenet et al for the definition of CGs for which KP cgMLST CGs were

defined as groups of cgMLST profiles� 100 allelic mismatches. The cgMLST gives an over-

view of major CGs and yielded a satisfactory resolution within identical sequence types but it
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is not sufficient for outbreak investigation as set out in our study. Hence we join the conclu-

sion that the authors highlighted the need to combine additional loci to gain more resolution

required to understand the recent transmission events for epidemiological purposes.

More recently, Zhou et al have designed an extended scheme of cgMLST based on a total of

1,143 conserved genes from 671 KP genomes [66]. The novel extended cgMLST scheme was

able to distinguish outbreak from non-outbreak isolates and highlighted the possibility to

reveal several sub-clones of epidemic ST11 clone. Furthermore, based on this cgMLST, a

threshold with<10 alleles difference was applied for clustering outbreak strains. In the same

context, few studies have validated this strict cut-off (< 10 allele difference) for tracing local

and regional clusters of KPC ST512 from several healthcare facilities in Finland, and to seek

for an eventual epidemiological link between MDR-KP ST348 isolates in horses and humans

in Portugal [67,68].

In addition to cgMLST, we conducted an SNP-based analysis and constructed a deep phy-

logeny that provided reliable and concordant results. Firstly, to differentiate between isolates

(631 and 644 isolates) within identical STs; ST1426 isolates differed with 27 SNPs and sec-

ondly, to know the occurrence of these isolates was sporadic despite their close date of isolation

(1 month). The isolates have shown a slight difference in their profiles of ARGs and replicon

types (Fig 2). The blaOXA-48 and its associative IncL/M replicon type were restricted to the 631

isolate. The same characteristics for the two isolates (601 and 246 both had ST147) with the

exception that differed with 48 SNPs and isolated separately in an interval of time of one year.

These isolates are distantly related to their SLV ST392 (2,465 SNPs). In the same context of

identical STs (ST37), the amplitude of polymorphism reached 12,506 SNPs, due to a major

recombinational event. The SNP-based analysis provided insight into the genetic diversity of

the detected clones of ESBL-KP and has proven its capability for readily scaling the SNP differ-

ences among unrelated and closely related isolates. However, it is still unclear whether a simple

or strict SNP threshold is appropriate for case definition of an outbreak. The SNP thresholds

vary widely even for one pathogen and the difficulty to define allele/SNP threshold remains a

matter of discussion in outbreak simulations [69]. Nowadays, the majority of analyses are

based on SNP-based approaches which provided an exceptionally high resolution. However,

these approaches are on the other hand more flexible as they are not subjected to predefined

schemes. The analyses are dependent on the quality of sequencing, assembly, and essentially

the selection of reference genome. Consequently, such approaches tend to be less standardized

and can hamper the comparability between different studies, especially if different parameters

are used i.e. different reference genome. Alternatively, for some species including K. pneumo-

niae the BacWGSTdb is a useful, free, and public database for typing and tracking outbreak

sources [70].

There is still a paucity of surveillance and epidemiology data of antimicrobial resistance in

Africa generally and Algeria specially. The reports from the Algerian surveillance system are

statistically not representative of the situation; few labs are collaborating comparing to the size

of the country. To complement current approaches, sentinel genomic surveillance of MDR-

virulent-KP could be of high public health importance in Algeria.

Conclusions

This study revealed the dissemination of ESBL-producing K. pneumoniae in the EHUO, and

showed that the hospital is a reservoir of highly pathogenic lineages. Importantly, WGS pro-

vided a deeper insight into the epidemiological characterization of major clones, including

resistome, virulome, plasmid replicon typing, phage typing, and CRISPR-Cas contents. The

cgMLST and SNP-based analysis were able to display the phylogenetic relationship among the
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studied clones; our finding pointed out a polyclonal spread of ESBL-KP with high genetic

diversity. Furthermore, the combination of the PFGE and SNP-based analyses provided opti-

mal resolution for the clinical isolates, indicating no evidence of a classical outbreak between

2011 and 2012 in this hospital. In terms of resistome and virulome, the strains demonstrated

an MDR and/or virulence profiles. These high-risk strains pose a serious challenge for clinical

prevention, diagnosis, and treatment. Undoubtedly, there is a compelling need for more com-

prehensive approaches to understand the evolution and transmission of these successful high-

risk clones. To our knowledge, this is the first report of qnrS1, virulence genes, and CRISPR--

Cas system in K. pneumoniae in Algeria. Finally, ESBL-KP isolates cause nosocomial infections

and therefore public health problems, more genomic surveillance should be a priority in the

hospital environment.
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34. Coelho A, González-López JJ, Miró E, Alonso-Tarrés C, Mirelis B, Larrosa MN et al. Characterisation of
the CTX-M-15-encoding gene in Klebsiella pneumoniae strains from the Barcelona metropolitan area:
plasmid diversity and chromosomal integration. Int J Antimicrob Agents. 2010; 36(1): 73–78. https://doi.
org/10.1016/j.ijantimicag.2010.03.005 PMID: 20392607

35. Wang X, Chen G,Wu X, Wang L, Cai J, Chan EW et al. Increased prevalence of carbapenem resistant
Enterobacteriaceae in hospital setting due to cross-species transmission of the blaNDM-1 element and
clonal spread of progenitor resistant strains. Front Microbiol. 2015; 6: 595. https://doi.org/10.3389/
fmicb.2015.00595 PMID: 26136735

36. Tokajian S, Eisen JA, Jospin G, Farra A, Coil DA. Whole genome sequencing of Extended-Spectrum β-
Lactamase producing Klebsiella pneumoniae isolated from a patient in Lebanon. Front Cell Infect Micro-
biol. 2015; 5: 32. https://doi.org/10.3389/fcimb.2015.00032 PMID: 25905047

37. Anssour L, Messai Y, Estepa V, Torres C, Bakour R. Characteristics of ciprofloxacin-resistant Entero-
bacteriaceae isolates recovered from wastewater of an Algerian hospital. J Infect Dev Ctries. 2016; 10
(7): 728–734. https://doi.org/10.3855/jidc.6727 PMID: 27482804

38. Shehreen S, Chyou TY, Fineran PC, Brown CM. Genome-wide correlation analysis suggests different
roles of CRISPR-Cas systems in the acquisition of antibiotic resistance genes in diverse species. Philos
Trans R Soc Lond B Biol Sci. 2019; 374(1772): 20180384. https://doi.org/10.1098/rstb.2018.0384
PMID: 30905286

39. Livermore DM, Canton R, Gniadkowski M, Nordmann P, Rossolini GM, Arlet G et al. CTX-M: changing
the face of ESBLs in Europe. J Antimicrob Chemother. 2007; 59: 165–174. https://doi.org/10.1093/jac/
dkl483 PMID: 17158117

40. Rossolini G, D’Andrea M, Mugnaioli C. The spread of CTX-M-type extended-spectrum β-lactamases.
Clin Microbiol Infect. 2008; 14 Suppl 1: 33–41. https://doi.org/10.1111/j.1469-0691.2007.01867.x
PMID: 18154526

41. Rodrigues C, Machado E, Ramos H, Peixe L, Novais Â. Expansion of ESBL-producing Klebsiella pneu-
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 Breast-milk is an important source of bacteria for the colonization of the infant‘s gut. 
The aim of our study was to isolate and identify bacteria from samples of breast-milk of 32 
women and from fecal samples of their breast-fed infants. Antimicrobial activity of isolates was 
also performed. A total of 155 isolates were characterized by phenotypic tests and identified 
by 16S rDNA sequencing analysis. The isolates belonged to 6 different species of acid lactic 
bacteria (LAB) and Staphylococcus epidermidis. Enterococcus faecium was the most frequently 
isolated species (40.8%) and faeces (42.5%). According to the mother’s lifestyle, we noticed that 
the genus Enterococcus was the most frequently isolated from rural mother’s milk as well as 
urban mother’s milk. Lactobacillus fermentum  (P < 0.05) and Staphylococcus epidermidis
(P < 0.01) were isolated only from rural mother’s milk. An antimicrobial activity was observed 
in 30 strains from 148 LAB, the higher level of antagonist was with E.faecium (35 mm). The 
observed results showed that the isolated strains from rural mother’s milk were different from 
that urban mother’s milk. Eventual studies can be carried out about lifestyle and nutrition of 
mothers to explain the effect on the flora found in the milk and feces infants.

Keywords: Human milk, Feces infant, Bacteria, identification, Antimicrobial activity.

 Breastfeeding is largely recognized as an 

important factor for the child’s health after birth. 

It is associated with lower infant morbidity and 

mortality, as well as with reduced incidence and 

severity of infections1 2 3. The establishment of 

the gut microbiota in newborns is a crucial step 

for gut maturation4 5, metabolic and immunologic 

programming, and consequently health status6.

 Human milk appears as an important 

source of bacteria for the colonization of the 

infant’s gut and the same species of bacteria are 
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found in the infant’s feces and their mother’s 

milk7 8 9 10 11. The microbiome of human milk 

is very diverse. Sequencing of the 16S rRNA 

gene has shown the complexity of the bacterial 

community in breast-milk12 13 14 , its variability 

among women and its relative stability over time15 
12. Culture-independent methods consistently show 

Staphylococcus, Pseudomonas, and Streptococcus 

having the most relative abundance16 12 17.

 On the other hand, culture-dependent 

methods have shown the prevalence of the 

facultative anaerobic genera Staphylococcus, 

Streptococcus and Propionibacterium. Other genera 

isolated comprise Bifidobacterium, Enterococcus, 

Lactobacillus, Veilonella, and Rothia9 18 19 17 20. The 

presence of lactic acid bacteria (LAB) in human 

milk is well documented7 21 19. 

 Therefore, milk is a source of lactic 

bacteria for the infant gut 7 19. LAB form a 

large group of anaerobic and aero-tolerant, 

non-sporulating, Gram-positive, catalase and 

oxidase-negative rods and cocci, generally 

with complex nutritional requirements. They 

produce antimicrobial substances, such as 

bacteriocins and organic acids, which can inhibit 

the growth of gastro intestinal pathogens in the 

infant’s gut22 23 24 25. Bacteriocins have important 

potential applications in food and pharmaceutical 

industries26 27

  The t ransmission of  LAB with 

antibacterial activity through breast-feeding could 

play an important role in the prevention of intestinal 

infections and in the establishment of a healthy gut 

microbiome in the infant. The aim of our research 

was to identify the bacteria from mother-infant 

couples in Algeria. The second aim was to assess 

the antibacterial properties of LAB from breast 

milk and infants’ feces. Few publications have 

addressed the question of the antimicrobial activity 

of LAB from breast-milk or infants, despite its 

potential contribution to their probiotic potential28 
29 30.

 Moreover, previous studies on breast milk 

and infant gut microbiota have been conducted 

mostly in western countries or China. Yet there are 

geographical differences in infant’s gut microbiota 

and environmental factors, such as diet and 

familial environment, are known to influence its 

composition31 6. In our work, we have screened 

mother-infant couples in Algeria, a country where 

few studies have been conducted in the field32.

MATERIAL AND METHODS

Sampling and isolation of LAB

 The 32 couples mothers-infant were 

recruited from the hospital “Etablissement 

Hospitalier Universitaire d’Oran, EHUO”. The 

collected breast milk samples and feces were 

analyzed within the Service de Bactériologie, 

Etablissement Hospitalier Universitaire d’Oran 

(EHUO). 

 All participants were selected according 

to the following criteria: healthy women without 

current or past infection, full-term pregnancy and 

absence of infant or maternal perinatal problems. 

The infants were full-term vaginally delivered 

and breastfed. The mothers were informed of the 

procedures and the aims of the experiment, and 

gave their consent to the taking of samples. The 

milk samples were collected in sterile tubes, by 

manual expression using sterile gloves and after 

wiping the nipples and areola with a swab soaked 

in sterile water. The first drops of milk were not 

collected. Feces samples of the newborns (1g) were 

collected with sterile swab immersed, in 9 mL of 

sterile saline to allow the dispersion of samples.

 Samples were collected from 32 mothers 

and their infants aged from 1 to 6 months. The 

samples were processed immediately after 

collection. Serial dilutions of the samples were 

plated in triplicate on specific culture media: de 

Man, Rogosa and Sharpe agar (MRS, Oxoid) 

supplemented with 0.5g/L of L-cysteine (MRS-

cys) and Bifidobacteria Selective Medium agar 

(BSM)33. The plates were incubated at 37°C under 

anaerobic conditions (AnaeroGen, Oxoid) for 48 

h to 72 h. Colonies with different morphologies 

were streaked on the appropriate medium. Purified 

isolates were tested for catalase and oxidase, and 

submitted to Gram staining. All isolates which were 

catalase-negative, oxidase negative and Gram-

positive were kept for further analysis and stored 

at -80°C as frozen cultures in MRS broth with 50% 

glycerol.

Identification of the isolates
 An identification and biochemical 

characterization of some isolates was obtained 
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with the VITEK® 2 Advanced Colorimetry™ 

(BioMérieux). Cell suspensions and subsequent 

analyses were made according to the manufacturer’s 

recommendations.

 For the molecular identifications, an almost 

complete 16S rRNA gene fragment was amplified with 

the primers pH (AAGAGGTGATCCAGCCGCA) 

and 10-27Fd (a slightly shorter pA primer 

AGTTTGATCCTGGGTCAG) 34 or BifiFd 

(TYMTGGCTCAGGATGAAC). The latter 

primer corresponds to position 17 to 34, which is 

conserved in lactic acid bacteria and bifidobacteria, 

and was used when the initial amplification with 

the 10-27Fd primer failed. We used a standard 

PCR program of: 1 min. at 95°C followed by 40 

cycles of 30 s at 95°C, 30 s at 55°C and 2 min 

at 72°C, and ending by 10 min final elongation 

at 72°C in a T100 Thermocycler (BioRad). The 

amplification products were sequenced (Beckman 

Coulter Genomics, UK) with the primers used for 

the amplification.

 A preliminary Blast analysis35 of the 

sequences provided the genus to which each 

isolate belonged. The MEGA 5.2 software36 was 

used to build phylogenetic trees from the multiple 

alignments with the type strains of the genus, using 

both the neighbour-joining method37 and maximum 

likelihood. A taxonomic allocation was inferred 

from the closest reference strains the isolates 

clustered with. All sequences were deposited in 

GenBank under the access numbers KY552930 to 

KY552956.

Assay of antibacterial activity
 Six commonly used indicator strains: 

Escherichia coli ATCC 25 923, Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 43 300, Staphylococcus aureus 

ATCC 25 923, Listeria innocua ATCC 29 523, 

Listeria ivanovii ATCC 29 723 and Micrococcus 

luteus ATCC4698, were used for the detection of 

antimicrobial activity. They were cultivated in 

TSB (Tryptic Soy Broth, Difco) and 200 µl of the 

indicator culture were spread on to the surface of 

TSA (Tryptic Soy Agar, Difco) plates, to make 

indicator plates. Cell-free supernatants of the 

isolates to be tested were obtained by centrifugation 

of fully grown cultures at 13000 rpm for 5 min and 

filtration of the supernatant through a 0.45µm filter. 

The pH of all supernatants was adjusted to pH 6.5 

with NaOH 1M.

 Antibacterial activity was tested by 

the paper disc diffusion assay38 and by the well-

diffusion assay. In the first case, sterile paper discs 

(9 mm antibiotic assay paper discs) were placed on 

the surface of the indicator plate immediately after 

spreading and 100 µl of the cell-free supernatant of 

the isolates to be tested were deposited on the paper 

discs. The plates were incubated for 18 h to 24 h 

at 37°C. In the second case, wells were aseptically 

punctured into the indicator plates and filled with 

100 µl of the cell-free supernatants. The plates were 

left at 4°C for 30 min and then incubated at 37°C 

for 24 h. The antimicrobial activity of the isolates 

was estimated from the size of the inhibition zone 

around the wells or the paper disc39 .

Proteolytic treatment 
 A 20-µL volume of proteolytic enzymes 

(proteinase K, Thermofisher or trypsin) in their 

recommended buffers, and at a final concentration 

of 0.1mg/mL, was added to 200µL of supernatans 

(filtered and neutralized as stated before). The tubes 

were incubated at 37°C for 2 hours, and then puted 

at 100°C for 5 min to stop proteolysis.

Acid and bile tolerance test
 Resistance to bile was tested as stated 

in40 41. In short, cells pretreated in PBS pH2.0 for 

3 hours, were used to inoculate MRS medium with 

0.2% and 3% bile (bovine bile, Sigma). Growth was 

assessed after 24h anaerobic incubation at 37° by 

plating serial dilution of the cultures.

Statistical analysis
 The statistical analysis was performed 

with SPSS 20 software. The Pearson’s tests were 

applied on different species of bacteria from breast 

milk and infant feces; urban and rural lifestyles of 

mothers. In the descriptive analysis, correlation 

coefficient was used for statistical analysis of this 

study. A P-value of <0.05 was considered to be 

statistically significant.

RESULTS

Diversity of lactic bacteria in breast milk and 
infant’s feces
 Suitable dilutions of the milk and feces 

samples from the 32 mother-infant couples were 

spread on MRS-Cys and BSM agar plates. For 

each sample, colonies with different phenotypes 

were picked up and purified. A total of 155 isolates 
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Table 1. Phenotypic identification of Enterococci by VITEK® 2 Advanced Colorimetry™

Group Phenotype Number of  Vitek2-based 

  isolates Identification

1 TyrA (+), AspA (+), AGAL (+), Sac (+), BGAL (+), ADH(+) 50 E. faecium

2 TyrA (-), AspA (-), AGAL (-), Sac (-), BGAL (-), ADH (+) 10 E. faecium

3 TyrA (-), AspA (-), AGAL (-), SAC (-), BGAL (-), ADH (-) 3 E. faecium

4 AMY(+), AspA (-), AGAL (-), Leu (+), ALaA, O129R (-),  23 E. faecalis

 AGLU (+), dSOR (+)

5 CEDEX (-), LAC (-), dMAN (-), AGAL (-), Sac (-), BGAL (-),  44 E. durans

 ADH (-), ALaA (+), SAL (-)

Table 2. Comparison of frequencies of bacterial genera detected in breast milk and infant feces

Species                     Breast milk   Infant feces        Statistical analysis 

                      n = 32                        n= 32   

 N % N % Coef.  p- value

     correlation

Lactobacillus fermentum 4 4.93 8 10.81 0.218 0.23

Enteroccoccu faecium 31 38,3 32 43,24 Constant constant

Enteroccoccu durans 28 34,6 16 21,62 0,86 0,64

Enteroccoccu faecalis 8 9,87 15 20,27 -0,168 0,555

Staphyloccoccus epidermidis 8 9,87 1 1,35 0,311 0,083

Leuconostoc mesenteroides 1 1,23 1 1,35 1** 

Lactococcus lactis 1 1,23 1 1,35 1** 

Total  81  74   

N : total number of bacteria in %       

n : sampling quantity       

** : significant correlation at level 0.01 (bilateral)

(81 from milk and 74 from faeces samples) which 

were catalase-negative, oxidase-negative and 

Gram-positive were identified and kept for further 

analysis. Cocci (130 isolates) were identified by 

VITEK® 2 Advanced Colorimetry™. All isolates 

of this group were URE negative and grew in the 

presence of 6.5% of NaCl. They fell in 5 phenotypic 

groups (Table 1). 

 The identification by Vitek2 was later 

confirmed by sequencing the 16S rRNA gene of 

a few isolates of each group. All sequences were 

over 99% identical to the closest type strain.

 BSM medium was expected to yield 

Bifidobacterium isolates. Yet none were identified 

among the isolates. Colonies growing on BSM 

medium were identified as Lactobacillus 

fermentum, E. faecium, Lactococcus lactis, and 

Leuconostoc mesenteroides. Staphylococcus 

epidermidis colonies were also found on BSM 

medium.

 Among 32 samples from mothers and 

infant (milk/infants feces) couples, we isolated 

and identified 7 species (Table 2), Enterococcus 

feacium (38,3% /43,24%, r=constant, p constant), 

Enterococcus durans (34.6% /21,62%, r=0.86, 

p=0.64), Enterococcus feacalis (9,87% / 20,27%, 

r=-0.168, p=0.555), Lactobacillus fermentum 

(4,93% /10.81%, r=0.218, p=0.23), Staphylocoque 

epidermidis (9,87% /1.35% , r=0.311, p=0.083). 

We noted that Enterococcus feacium was isolated 

in the majority of the milk and fecal samples.

 A positive correlation is observed for 6 

groups and negative for Enterococcus feacalis. 

For Leuconostoc mesenteroides and Lactococcus 

lactis, the correlation is significant at the level of 

0.01 with (P-value= 0).

 According to the mother’s lifestyle, we 

noticed that the genus Enterococcus was the most 

frequently isolated from rural mother’s milk as well 

as urban mother’s milk, respectively : E. faecium 
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Table 3. Comparison of frequencies of bacterial genera detected in 

mother’s breast milk from rural and urban regions

Species                 Milk (n=16)           Milk (n=16)                    Statistical analysis

                 Rural mother          Urban mother

  N % N % Coef. correlation p -value

Lactobacillus fermentum 4 8,88 0 0 -0,378* 0,033

Enteroccoccus faecium 16 35,55 15 41,66 0,258 0,154

Enteroccoccu durans 13 28,88 15 41,66 -0,18 0,325

Enteroccoccu faecalis 2 4,44 6 16,67 0,18 0,325

Staphyloccoccus epidermidis 8 17,77 0 0 -0,577** 0,001

Leuconostoc mesenteroides 1 2,22 0 0 -0,180 0,325

Lactococcus lactis 1 2,22 0 0 -0,180 0,325

total  45  36   

N : total number of bacteria

n : sampling quantity 

*: significant correlation at level 0.05 (bilateral)

** : significant correlation at level 0.01 (bilateral).

(35.55% /41.66%, p=0.154), E. durans (28.88% 

/41.66%, p=0.325) and E. faecalis (4.44% /16.67%, 

p=0.325) (Figure 1 and Table 3).  

 For the following genera: Lb. fermentum, 

S Epidermidis, Ln. mesenteroides, and Lactococcus 

lactis, were isolated only from the rural mother’s 

milk respectively: 8.88%, 17.77%, 2.22%, and 

2.22%.  

 A significant correlation is observed for 

Lactobacillus fermentum (-0.378, P ≤ 0.05) and 

Staphylococcus epidermidis (-0.577, P ≤ 0.01). For 

other genera, Enterococcus feacium, Enterococcus 

durans, Enterococcus feacalis, Leuconostoc. 

mesenteroides, and Lactococcus lactis, none 

significant correlation is noticed.

Antimicrobial activity
 All LAB isolates were tested for their 

antimicrobial activity against 6 indicator strains 

(E. coli, L. innocua,  L.ivanovii, M. luteus, P. 

aeruginosa, and S. aureus). Thirty isolates (21% 

of all LAB isolates) had a marked inhibitory effect 

against at least one of the indicator strains in a plate 

assay. Isolates with antimicrobial activity were not 

distributed evenly between the different species 

(Table 4).

Fig. 1.  Distribution of different isolates (species) of the milk mothers from the rural and the urban regions
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Table 4. Distribution per species of isolates with antibacterial activity

Species Number Isolates with                Number of isolates inhibiting

 tested antimicrobial  P. aeruginosa L. ivanovii L. inoccua M. luteus

  activity

Lb. fermentum 12 25% 2 none none 2

E.faecium 65 29% 10 5 4 12

E.durans 40 0% none none none none

E.faecalis 23 30% 7 2 none 2

Lc.lactis 2 50% 1 none none -

Ln.mesenteroides 2 0% none none none none

Table 5. Probiotic and antagonism properties of the isolates with antimicrobial activity

Isolate Species Sample           Inhibition zone (diameter in mm) on indicator strains: Growth in the 
  type P. aeruginosa M. luteus L.innocua L. ivanovii presence of  

       bile salt (2%)1

Dpt E. faecium Feces - - - 12 -

D3 E. faecium Milk  22 - 10 - +

D5 E. faecium Milk  - 35 - - +

D8 E. faecium Milk  35 9 - - +

D20 E. faecium Feces - 30 11 - +

D21 E. faecium Feces 35 10 - 11 +

D22 E. faecium Feces - 33 - - -

D26 E. faecium Milk 12 14 13 12 +

D27 E. faecium Feces - 15 12 12 -

D37 E. faecium Feces - - - 9 +

M3 E. faecium Milk - 10 - - +

M7 E. faecium Feces 13 12 - - -

M9 E. faecium Milk - 30 - - +

M10 E. faecium Milk  30 9 - - +

M20 E. faecium Milk  25 - - - +

M24 E. faecium Feces 28 9 - - +

M32 E. faecium Milk 32 - - - +

D50 E. faecium Feces 10 - - - -

Dgr E. faecalis Feces - - - 13 -

R44 E. faecalis Milk  15 - - - +

M15 E. faecalis Milk  10 - - - +

M22 E. faecalis Milk  29 - - 12 -

M29 E. faecalis Feces 25 10 - - +

D19 E. faecalis Milk 9 - - - +

M4 E. faecalis Feces 25 10 11 - +

D48 E. faecalis Feces 26 - - - +

M28 Lc. lactis  Milk  33 - - - +

M1 Lb.fermentum Milk  - 12 - - +

M14 Lb.fermentum Feces 15 - - - +

M25 Lb.fermentum Milk 11 20 - - +

1:+: growth after treatment of 3h at pH3.0 in the presence of 2% bile salt; -: no growth after exposure to bile salts.
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 None of the 40 E. durans isolates (group 

5 in Vitek2-identified Enterococcus isolates) had 

any antagonist activity against the indicator strains, 

and neither did the Leuconostoc isolates. Most of 

isolates with antibacterial activity belonged to the 

species E. faecium. Nine isolates were antagonist 

against more than one indicator strain (Table 5). 

Multi-antagonist isolates were found among E. 

faecalis (M4) and E. faecium (D21, D26 and D27). 

 Interestingly, none of the isolates had any 

effect on E. coli or S. aureus, but a high proportion 

(20 of the 30: 67%) of the antagonist isolates had 

an inhibitory effect on Pseudomonas. Isolates 

D8 (E. faecium) and M29 (E. faecalis) and the 

Lactococcus isolate had the highest antibacterial 

activity against P. aeruginosa. Large inhibition 

zones (of more than 30 mm) were also produced 

by four E. faecium isolates against M. luteus (Table 

5).

 The active supernatant retained their 

antibacterial activities after heat treatment (30 min 

at 100°). A treatment with proteinase K or trypsin 

results in the loss of the antimicrobial activity 

of all the active supernatants. This suggests that 

the antimicrobial activity is due to a heat stable, 

peptidic, bacteriocin-like product.

 Most antagonist strains grew in the 

presence of bile salt (Table 5), an interesting 

capacity when looking for potential probiotic 

strains.

DISCUSSION 

 Our study was done on a sampling of the 

Algerian population, 32 mothers-child couples 

resident in rural regions (n=16) and others in urban 

regions (n=16). Mother’s maternal milk and feces 

of their babies aged from 1 and 6 months old.

 We isolated and identify 81 bacterial 

strains from the maternal milk, 67 enterococci 

(82.71%), 8 staphylococci (9.87%), 4 lactobacilli 

(4.93%), 1 leuconostoc (1.23% and 1 lactococci 

(1.23%).

 74 bacterial strains were identified in 

infant feces samples, 63 enterococci (85.13 %), 8 

lactobacilli (10.81 %), 1 staphylococci (1.35 %), 

1 leuconostoc (1.35 %) and 1 lactococci (1.35 %). 

We noted that the same genura are identified in the 

human milk as well as in the feces.

 Most of the LAB isolated during this 

study belonged to the genus Enterococcus. This 

confirms what has been related in other studies 

were Enterococcus was predominant in breast-milk 

and infants feces17. 

 Studies have indicated that Enterococci 

are the most commonly isolated species during 

the first two months of infancy, with Lactobacilli 

being the second most common early colonizer19. 

Our results are also in accordance with previous 

studies of human milk based on a culture-

dependent approach where S. epidermidis was one 

of the predominant species19 17. Staphylococcus 

appears also as a dominant genus through the 16S 

rRNA gene abundance in culture-independent 

approaches16 17.

 No significant difference (P- value > 

0.05) was observed for four genera : Lactobacillus 

fermentum, Enterococcus durans, Enterococcus 

feacalis, Staphylococcus epidermidis  isolated 

from the babie’s feces and the maternal milk. This 

means that there is a homogeneous distribution of 

these genera in these two environments. Our results 

are in agreement with the previous studies which 

showed that the bacterial composition of the fecal 

microbiote of the breast-fed babies reflects that of 

the maternal milk 42

 Our data show the presence of lactobacilli 

(with 8.88 %) only in the maternal milk of resident 

mothers in rural areas43 noticed that lactobacilli 

tends to have more important percentages in the 

milk of the resident women in rural areas. Our 

results are also in agreement with previous studies 

realized in South Africa, in Japan and South 

Korea44. Another Japanese study showed that rural 

women seem to have a higher prevalence of L. 

reuteri colonization than women from the other 

countries. This may be related to the wide use of 

functional foods, probiotics and various fermented 

foods as an important part of the Japanese diet45.

 In this study, the diet of lactating mothers 

was using a questionnaire that in rural maternal 

local bread, local fermented cheeses, raw goats’ 

milk and druid fruit consumption was higher 

suggesting that the incorporation of probiotics in 

the mother’s diet before delivery and in the infant 

diet during breastfeeding may positively influence 

the maturation process of gut immunity.

 In our study, bifidobacteria was not 

identified as noticed in our previous works 46. On 

the other hand, the majority of the papers published 
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previously show the presence of Bifidobacterium. 

This could reflect a diminished importance of 

members of this genus in the Algerian-mother-

infant couples, due to the differences in nutrition, 

the way of life and genetics. All this factors 

influenced microbial composition of human milk47.

 We have identified in this study, the 

species Enterococcus faecium, E. faecalis, 

Lactobacillus fermentum and Lactococcus lactis as 

the most promising in terms of antagonism. Some 

recognized probiotic strains belonged to those 

species48. As we tested the antimicrobial activity on 

a limited range of commonly used indicator strains, 

it can be expected that a more extended survey, on 

a higher number of strains, would reveal a higher 

proportion of antagonists among the milk or feces 

isolates.

 Our results suggest that the production 

of bacteriocins could explain the antimicrobial 

activity of the isolates. A conventional bacteriocin 

would not act on Gram-negative species. Yet, we 

have observed a high proportion of isolates with 

an antibacterial effect on the Gram-negative P. 

aeruginosa, a less frequent property of antagonistic 

LAB, although observed in some studies49. If the 

peptidic nature of the antagonist molecule was to 

be confirmed, its mechanism of action would be 

worth investigating.

 Eight isolates (D21, D26, M7, M10, M24, 

M29, M4, M25) cumulate an antagonist effect 

against P. aeruginosa with an effect on the Gram-

positif species of Micrococcus and Listeria. This 

could reflect the possibility that some LAB possess 

several antimicrobial mechanisms. 

 In this study we performed a screening 

of 30 antagonist strains. The advantages of these 

thirty particular isolates deserve investigation of 

a new in vivo study to determine their produced 

antimicrobial substances. Some of these strains 

could be exploited in the development of dairy 

formulas for babies or new food products. 

Bacteriocin-producing strains can also play 

an important role in food fermentation and 

preservation.

CONCLUSION 

 This present research is the first study 

related to the microbiome of women breast-milk 

from different regions, done in Algeria.  This 

work indicates that lifestyle of mothers (rural and 

urban) influences the presence of bacteria in their 

breast milk, which we have noted for the 32 milk 

samples of resident mothers from different regions. 

A significant difference is observed for two species, 

Lactobacillus fermentum and Staphylococcus 

epidermidis.

 Our study confirms that human milk 

and infant feces analyzed in pairs share the same 

species, indicating that breastfeeding could 

contribute to the bacterial transfer from mother to 

child and thus colonize the intestinal flora of the 

baby.

 To compare the flora of breast milk 

according to the lifestyle we suggest increasing 

the number of samples to confirm this result and 

collect accurate data on lifestyle such as diet, social 

conditions and economical life.
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