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ABSTRACT: Introduction: Quinolones have a powerful antimicrobial activity and are frequently prescribed in general medicine.
This study aims to evaluate the emergence of plasmid mediated quinolone resistance «PMQR» genes among enterobacterial
isolates from Morocco.

Material and methods: 237 enterobacterial strains were isolated from community setting. Resistance to antibiotics and the
detection of extended-spectrum B-lactamases (ESBL) were conducted according to the recommendations of the French
Society of Microbiology; PMQR, ESBL (TEM, SHV and CTX- M)and AmpC genes were screened by PCR. The aac(6')-1b-
cr gene was identified by PCR-RFLP. All PCR products were sequenced. Conjugation experiments were done using the sodium
azide-resistant strain E. coli K;3Js.

Results: 26.3% of the strains are resistant to at least 5 antibiotics; 7 strains (3%) show an ESBL phenotype. The prevalence of
«PMQR» genes is 11.10%: the gnr gene was found in 6 isolates with a rate of 1.7% for gnrS1 and 0.9% for gnrB (B5, B6). The
aac(6')-Ib-cr gene was detected in 8.5% of the strains. The gnrA and gepA genes were not found. Conjugation experiments
showed that the genes qnrS1, aac(6')-Ib-cr and CTX-M-15 have been co-transfered together and that these genes are carried
on conjugative plasmids of high molecular weight.

Conclusion: This study confirms the dissemination of gnr and aac(6')-Ib-cr in Moroccan community setting. However, the high
level of antibiotic resistance concerns a high risk of transmission of multidrug-resistant bacteria and challenges the
authorities for surveillance of resistance policy.
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RESUME : Introduction: Les quinolones sont des antibactériens puissants, fréquemment prescrits en médecine générale.
Cette étude vise a évaluer I'émergence des genes de résistance plasmidique aux quinolones « PMQR » en milieu
communautaire chez des entérobactéries isolées au Maroc.

Matériel et Méthodes: 237 souches d’entérobactéries ont été collectées au niveau des laboratoires privés d’analyses
médicales. La résistance aux antibiotiques et la détection des B-lactamases a spectre étendu (BLSE) ont été réalisées selon les
recommandations de la Société Francgaise de Microbiologie. La recherche des genes PMQR, BLSE (TEM, SHV, CTX-M) et AmpC
a été effectuée par PCR. Le géne aac(6’)-Ib-cr a été identifié par PCR-RFLP; Tous les produits de PCR ont été séquencés. Les
expériences de conjugaison sont réalisées en utilisant la souche d’E.coli K;,J5 résistante a I'azide de sodium.

Résultats: 26.3% des souches présentent une résistance a au moins 5 antibiotiques; 7 souches (3%) montrent un phénotype
BLSE. La prévalence des entérobactéries porteuses des génes « PMQR » est de 11.10%: Le géne gnr est retrouvé chez 6
souches avec un taux de 1.7% pour gnrS1 et 0.9% pour gnrB (B5, B6). Le géne aac(6’)-Ib-cr a été détecté chez 8.5% des
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isolats. Aucune souche n’héberge les génes gnrA et gepA. Les expériences de conjugaison ont montré que les genes gnrS1,
aac(6’)-1b-cr et CTX-M-15 ont été co-transférés et qu’ils sont portés par des plasmides conjugatifs de haut poids moléculaire.
Conclusion: Cette étude confirme I'émergence des PMQR au Maroc. Le haut niveau de résistance aux antibiotiques et la
transmission de bactéries multi résistantes interpellent les autorités pour une politique de surveillance performante.

MOTs-CLEFS: Antibiorésistance ; Quinolones ; Entérobactéries ; PMQR ; BLSE, milieu communautaire

1 INTRODUCTION

Les quinolones sont massivement utilisées pour le traitement d’une grande variété d'infections bactériennes chez
I’'homme. Ainsi, les infections des voies urinaires, constituent le deuxieme motif de prescription d’antibiotiques en médecine
générale, apres les infections des voies respiratoires.

L'utilisation abusive des quinolones, a conduit a I'apparition d’une résistance augmentée a ces antibiotiques, ce qui
représente une préoccupation majeure de santé publique.

Cette résistance a été longuement considérée comme étant d’origine chromosomique (Soit par : une modification de la
cible, un défaut d’accumulation dans la bactérie, une diminution de la pénétration de la paroi, ou encore par un efflux
important des quinolones).

Lors des derniéres décennies, quatre nouveaux mécanismes de résistance a médiation plasmidique ont été décrits a
savoir, les génes gnr (A, B, S, C et D) qui agissent par protection de la cible, le géne aac(6’)-1b-cr impliqué dans la modification
de la cible, le gene gepA, et le gene 0gxAB qui codent pour des protéines formant des pompes d’efflux actif, expulsant
I'antibiotique a I'extérieur de la cellule bactérienne [1], [2],[3],[4].

Sur le plan phénotypique, la résistance dite a bas niveau conférée par ces mécanismes reste difficilement décelable, mais
son association éventuelle aux mécanismes chromosomiques induit une augmentation considérable des CMI de la
ciprofloxacine pouvant atteindre 1 a 2 pg/mL [2].

Toutefois, peu de données sont disponibles en Afrique sur la prévalence de ces génes de résistance plasmidique chez les
entérobactéries. C'est ainsi que notre étude, se veut a la fois prospective, analytique et comparative, s’intéressant surtout
aux entérobactéries isolées en milieu communautaire marocain, dans une optique visant a étudier leur contenu génétique
plasmidique quant a ces mécanismes de résistance aux quinolones. La présente s’intéresse également a I'étude de la
coexistence de ces génes PMQR avec les genes de résistance aux B-lactamines.

2  MATERIEL ET METHODES
2.1 SOUCHES BACTERIENNES

Deux cents trente-sept souches d’entérobactéries ont été recueillies entre mai 2008 et juin 2009, au niveau des
laboratoires privés d’analyses médicales des villes d’El Jadida (n=186), et de Settat-Berrechid (n=51) situées respectivement
dans deux régions importantes du Maroc occupant des positions géographiques stratégiques connaissant une forte
dynamique géographique : la région Doukkala-Abda et la région Chaouia Ouardigha.

2.2 SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES

La sensibilité aux antibiotiques a été déterminée par diffusion en gélose de Mueller-Hinton (BioRad) et la catégorisation
clinique des souches a été faite selon les recommandations du Comité de I’Antibiogramme de la Société Francaise de
Microbiologie (CA-SFM). La production de béta-lactamase a spectre élargi (BLSE) a été détectée par le test de double synergie
suivant les recommandations du CA-SFM. Les CMI ont été déterminées par E-test selon les recommandations du fabricant
(AES, AB Biodisk, Suéde) (Clinical and Laboratory Standards Institute) [5].

23 RECHERCHE DES GENES DE RESISTANCE PLASMIDIQUE AUX QUINOLONES

L'ADN est extrait par choc thermique : Six colonies sont resuspendues dans 300 pl d'eau distillée stérile puis chauffée a
100°C pendant 5 min. Aprés centrifugation (5 min, 13.000 x g), le surnageant est conservé a -20°C [6].
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Le dépistage des 3 génes se fait soit par PCR simplex permettant de cibler un seul géne a la fois (gepA et aac), ou encore
par PCR multiplex, utilisée pour amplifier simultanément plusieurs genes (pour les 3 genes gnr A, B et S) [7], [8].

Les souches d’Escherichia coli, E. coli U2A2118 (gnrA), E. coli U2A2119 (gnrB), E. coli U2A2120 (gnrS), E. coli U2A1528
(aac(6’)-1b), E. coli TOP10/p AT791 (gepA) sont utilisées comme contrdles positifs.

Les amorces utilisées figurent dans la tablel. La réaction d’amplification se fait dans un thermocycleur GeneAmp PCR
System 2400 (Applied Biosystems, Warrington, UK).

2.4  DETERMINATION DU VARIANT GENETIQUE PLASMIDIQUE AAC(6°)-1B-CR

La détermination du variant génétique plasmidique aac(6’)-Ib-cr se fait par PCR-RFLP en utilisant I'enzyme de restriction
Fokl selon le protocole décrit par Park et ses collaborateurs[9].

25 CRIBLAGE DES GENES DE RESISTANCE AUX B-LACTAMINES

La recherche des génes B-lactamases (TEM, SHV, et CTXM), AmpC (DHA), a été effectuée par PCR en utilisant les
protocoles décrits par Périchon et Guessennd [3], [7].

Les souches de référence utilisées sont :

E. coli U2A21790 (CTX-M1), Salmonella spp U2A1446 (TEM), Salmonella spp U2A1446 (SHV), K. pneumoniae U2A 2240
(Dha-1). Les amorces utilisées sont mentionnées au niveau de la table 2.

2.6 TRANSFERT GENETIQUE

Les expériences de transfert génétique de conjugaison ont été réalisées en milieu liquide en utilisant la souche E.coli K;,J5
résistante a I'azide de sodium comme souche réceptrice [10].

2.7  SEQUENCAGE

Apres purification, les produits d’amplification sont séquencés en utilisant le kit BigDye Terminator Cycle Sequencing. Les
séguences ont été réalisées a I'aide du séquenceur capillaire ABI PRISM 3130 (Applied Biosystems). Les comparaisons avec
les séquences connues sont effectuées avec le programme BLAST du National Center for Biotechnology Information.
2.8  TYPAGE MOLECULAIRE

L’étude de la clonalité est réalisée par I'électrophorese en champs pulsé [11], [12].
3 RESULTATS

Afin de permettre une meilleure analyse des souches récoltées, et dans le but d’avoir des résultats rigoureusement
interprétables, nous avons jugé opportun de procéder en premier lieu a une étude clinique des souches, laquelle étude
prend en considération, I'age, le sexe des patients, la nature et I'origine des prélévements ainsi que l'identité des espéces
bactériennes, leurs fréquence d’isolement, et également leur répartition régionale.
3.1  ETUDE CLINIQUE DES SOUCHES BACTERIENNES

3.1.1 REPARTITION DES SOUCHES D’ENTEROBACTERIES EN FONCTION DES ESPECES BACTERIENNES ET DE L’ORIGINE

Dans le milieu communautaire, E.coli constitue I'espece prédominante avec un pourcentage de 68%, suivie de Klebsiella
spp (15.7%). Le taux des autres espéces bactériennes varie entre 0,9% et 5,1% (Table 3).

3.1.2 REPARTITION DES SOUCHES BACTERIENNES EN FONCTION DE L’AGE ET DU SEXE DES PATIENTS

Les résultats de I'étude de la distribution des souches bactériennes en fonction de I'age et du sexe du patient sont
mentionnés dans la Table4.
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En se basant sur les données découlant du tableau, on peut constater que la quasi-totalité des espéces d’entérobactéries
sont plutot isolées chez les femmes 79,75 % (189 /237) que chez les hommes 20,25 % (48/237) et ceci en tenant compte de
toutes les tranches d’age. On remarque aussi que ces bactéries sont plus abondantes chez les adultes que chez les enfants et
les nouveaux nés (Table 4).

3.2  ETUDE PHENOTYPIQUE : ETUDE ET ANALYSE DE L’ANTIBIOGRAMME
3.2.1  ETUDE DU PROFIL DE RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES

L'analyse du profil de résistance aux antibiotiques de I'ensemble des souches étudiées montre que : Pour E.coli, les
résistances les plus élevées ont été observées pour I'amoxicilline (76,7%), I'association amoxicilline-acide clavulanique
(40,5%), le triméthoptime sulfaméthoxazole (54%), la ceftazidime (32,6%), I'aztreoname (30,5%). Par ailleurs, le niveau de
résistance a I'acide nalixidique et a la ciprofloxacine, est relativement élevé avec respectivement 25% et 17,4%.

Chez les souches de Klebsiella spp, les résistances au cotrimoxazole, a I'amoxicilline-acide clavulanique, et a la céftazidime
étaient respectivement de 74,3%, de 45,7%, et de 40%. Le taux de résistance aux autres antibiotiques ne dépassant pas 1%.

En ce qui concerne les autres souches d’entérobactéries, les souches de Providencia spp, et Enterobacter spp, ont des
niveaux de résistance élevés a la plupart des antibiotiques testés.

En outre, Les souches porteuses de genes de résistance plasmidique aux quinolones, montrent une résistance augmentée
au triméthoptime sulfaméthoxazole (SXT), a I'amoxicilline (AMX), et aux quinolones (NA: Acide Nalidixique; CIP:
Ciprofloxacine). Elles montrent une sensibilité flagrante aux céphalosporines (FOX: Céfoxitine, CAZ :Ceftazidime, CTX:
Céfotaxime) et aux aminogycosides (GN: Gentamicine; AM: Amikacine).

L’analyse du profil de résistance aux antibiotiques des souches étudiées, montre que 26.3% présentent une résistance a
au moins 5 antibiotiques. Aucune souche n’a montré une résistance a I'imipénéme et a I'amikacine. Sept souches 3% (7/237)
présentent le phénotype BLSE.

3.2.2 PROFIL DES SOUCHES PORTEUSES OU PAS DE GENES DE RESISTANCE A MEDIATION PLASMIDIQUE

Les souches porteuses des génes gnr et /ou aac(6’)-lb-cr montrent une résistance augmentée au triméthoprime
sulfaméthoxazole, a 'amoxicilline, et aux quinolones. Elles montrent une sensibilité flagrante aux céphalosporines et a la
gentamicine (Table 8). Les souches gnr positives sont toutes sensibles a I’'amikacine, et présentent des profils similaires vis-a-
vis de la ciprofloxacine et de la levofloxacine.

3.23 PREVALENCE DU PHENOTYPE BLSE
Sur les 237 souches, 2% présentent un phénotype BLSE.
33 ETUDE GENOTYPIQUE

3.3.1  INVESTIGATION ET ETUDE DE LA PREVALENCE DES GENES DE RESISTANCE PLASMIDIQUE AUX QUINOLONES : QNR(A, B ET S), AAC(6’)-IB-CR,
QEPA

La prévalence du gene gnr est de 2.6%, avec une prédominance du gene gnrS1 (1.7%), suivi du gnrB (0.9%) : gnrB5 (0.45
%) et qnrB6 (0.45 %) avec une absence du gene gnrA (0%) (Tables 5 et 6).

La prévalence des Entérobactéries porteuses d’au moins un géne de résistance plasmidiques aux quinolones est de
11,10%.

La prévalence du géne aac(6’)-Ib-cr parmi les souches criblées est estimée a 8.5%, tandis qu’aucune ne contenait le géne
gepA.

3.3.2  ETUDE COMPARATIVE DES GENES QNR (A, B ET S) ET AAC(6’) -IB-CR EN FONCTION DE L’ESPECE

La répartition des genes de résistance plasmidique aux quinolones selon I'espéce montre que les genes gnr sont plus
fréquents chez Citrobacter freundii 25% (1/4), suivie de Klebsiella spp 5.4% (2/37), et d’E.coli 1.24% (2/161).
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Quant a la prévalence du gene aac(6')-Ib-cr, elle est estimée a 8.5%, ce déterminant est retrouvé chez Klebsiella spp
10.81% (4/37), Proteus spp 10% (1/10) et E.coli 9.31% (15/161).

Toutefois, il conviendrait de signaler que les souches positives au géne aac 10.6% (25/237), présentent abondamment le
variant aac(6’)-1b-cr (80%) et faiblement le variant aac(6’)-1b (20%) (Table 6).

333 ETUDE COMPARATIVE DE L’ASSOCIATION DU PHENOTYPE BLSE ET DES GENES DE RESISTANCE A MEDIATION PLASMIDIQUE

L’étude des associations des genes de résistance gnr et aac(6’)-Ib-cr entre eux d’une part , et avec le phénotype BLSE
d’autre part, montre que les souches EBLSE contenant le gene aac(6’)-Ib-cr sont les plus nombreuses (3%), suivies des
entérobactéries coexprimant les génes gnr et aac(6’)-1b-cr (1.3%), ainsi que ceux présentant les association gnr BLSE (1.3 %)
et gnr-aac (6°)-1b-cr BLSE(1.3 %) (Table 6).

La répartition géographique des génes PMQR, montre que ces derniers sont plus fréquents au niveau de la région d’El
Jadida : gnr 2.7% (5/186), et aac (6°)-Ib-cr 8.6% (16/186) contre 2 % (1/51) pour le géne gnr et 7.9% (4/51) pour aac (6°)-1b-cr
dans la région de Settat-Berrechid.

334 TRANSFERT GENETIQUE ET TYPAGE MOLECULAIRE

Les genes gnrS1, aac(6’)-Ib-cr et CTX-M-15 ; portés par des plasmides conjugatifs de haut poids moléculaire, ont été co-
transférés ensemble aprées conjugaison.

Les transconjugants de la souche gnr (souche 64) témoignent d’une baisse de sa sensibilité vis a vis du Cip, Nal, LE, GM et
TB (Table 7).

L’analyse clonale des souches d’E.coli porteuses des génes gnr, n’a montré aucune similarité entre ces isolats (Figurel).
4 DiscussION

La prédominance des espéeces d’E.coli et de Klebsiella spp parmi les souches analysées, avérées majoritairement
uropathogénes, est en accord avec d’autres études dont celle de Anatoliotaki et Mclsaac [8], [13]. Ceci s’expliquerait par le
fait que I'espéce E.coli constitue I'agent bactérien le plus incriminé [14], [15], et est donc considérée le premier responsable
d’infections communautaires et nosocomiales [16], [17]. Ceci serait d(i a la physiopathologie de I'infection urinaire qui est
dans I'ensemble ascendante, et a la forte colonisation du périnée par les entérobactéries d’origine digestive, spécialement
par E.coli [18].

Ceci s’appui davantage par I'existence de facteurs spécifiques d’uropathogénicité chez E.coli, tel que les adhésines, qui
permettent a la bactérie de s’incruster dans I'épithélium urinaire, empéchant ainsi son évacuation par les vidanges vésicales.

Quant a Klebsiella spp, elle maintient sa pérennité dans les urines, qui sont naturellement acides, neutralisant la
prolifération bactérienne, en secrétant une enzyme dite uréase ayant comme réle I'alcalinisation des urines.

Toutefois, si on se base sur le facteur sexe du patient, on remarque que sur 'ensemble de notre échantillonnage, il y a
une marge de différence considérablement élevée avec une prédominance du sexe féminin par rapport au sexe masculin, et
ce, dans toutes les tranches d’age, avec une fréquence augmentée chez I'adulte.

Cette observation est en concordance avec les données bibliographiques. Cependant, ceci pourrait étre attribué aux
causes anatomiques telles que la brieveté de I'urétre, la proximité des orifices anal et vaginal, aux mauvaises habitudes
d’hygiéne, surtout suite aux rapports sexuels, durant la période de grossesse, ou encore a l'utilisation de spermicide, ou au
prolapsus de 'utérus et de la vessie [18]. Cette méme constatation a été rapportée par d’autres auteurs, notamment en
France et en Inde [8], [19].

Selon la présente étude, la prévalence des génes gnr a I'échelle communautaire marocaine est de 3,96%, avec une
prédominance du géne gnrS (S1) (2,64%), suivi du gnrB (B5, B6) (1,32%) et une absence du déterminant génétique gnrA(0%).
Certes la prévalence des génes PMQR est variable d’'une espéce a I'autre, mais E.coli et Klebsiella spp, restent les plus
représentées, comme le confirme notre étude au Maroc et celles de d’autres équipes de recherche dont celle de Jiang en
chine [20].

Ces fréquences sont inférieures a celles rapportée en Cote d’lvoire, ou le géne gnrB était le plus fréquent (14,6%) suivi du
qnrA (9,9%) et qnrS (2,7%) [7].
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La fréquence des BLSE (3%) est nettement inférieure a celle rapportée en Chine (8%)[20] et supérieure a celle observée
en France (0,7%) [21].

Notre étude confirme la présence du gene aac(6')-lb-cr en milieu communautaire Marocain; d'autres études ont
également rapporté sa présence parmi les souches BLSE et non BLSE au Maroc et ailleurs [22], [23]. Sa prévalence est de
8.5% avoisinant celle décrite au Canada (11,3%) [24]. Cette prévalence reste relativement élevée par rapport a celle
rapportée en Corée (2,16%) [25]. Aucun des isolats ne contient le gene gepA.

Cependant, la présente étude confirme |'abondance des genes qgnr, et aac(6’)-Ib-cr spécialement chez les souches
d’entérobactéries BLSE.

En effet, depuis 2007, notre équipe de recherche, la premiére équipe a avoir cherché la présence des genes PMQR dont
notamment le géne gepA en Afrique du Nord (en 2009), n’a pas encore identifié ce géne parmi plus de 644 entérobactéries
testées BLSE et non BLSE, d’origine communautaire ou nosocomiale; par ailleurs, la prévalence de ce gene reste faible a
I’échelle mondiale variant en moyenne entre 0,3% et 0,8% [26]. D’autres études ont montré que ce gene a été détecté en
Belgique, au Japon, en France, en Corée, au Canada, au Royaume unis et en Brésil; rapportant méme un pourcentage
atteignant (5,6%) [27] et de (15,8%) en Chine [23].

La coexistence des genes gnrA, gnrB, gnrS s’est avérée également nulle.

Par ailleurs, Lors des deux dernieres décennies, de nombreuses études ont montré I'augmentation, de part le monde, des
infections a entérobactéries productrices de béta-lactamases a spectre étendu (EBLSE), peu de temps aprés l'introduction
des céphalosporines de 3ieme génération dans les pratiques médicales. Elles sont de plus en plus impliquées dans les
infections tant nosocomiales que communautaires et constituent un réel probléme de santé publique [28]. Actuellement, ce
mécanisme de résistance, connait une propagation mondiale de plus en plus préoccupante voire méme alarmante.
Cependant, les BLSE sont le plus souvent localisées sur des plasmides conjugatifs transmissibles aussi bien au sein des
souches bactériennes d’une méme espéce qu’entre les especes et genres bactériens ; notre étude confirme ceci a travers les
expériences de conjugaison effectuées sur une souche d’E. coli (souche 64) et I'analyse de son contenu plasmidique et de
celui de son transconjugant, qui ont pu montrer que gnrS1, aac(6’)-Ib-cr et CTX-M-15 ont été co-transférés a la fois et que ces
genes sont portés par des plasmides conjugatifs de haut poids moléculaire(>125Kb), appuyant ainsi, la co-transférabilité
plasmidique de la résistance au béta-lactamines et aux quinolones (Table7).

Ces enzymes ont été rapportées la premiere fois en 1983 dans les isolats de K. pneumoniae et leur taux de dissémination
parmi les bactéries a considérablement augmenté dans le monde entier depuis le début des années 1990 [29].

Des études ont montré que les entérobactéries productrices de BLSE sont le plus souvent importées dans les
établissements de soins a partir de patients porteurs de la bactérie au niveau digestif au moment de leur entrée dans
I’établissement, le portage digestif communautaire étant fréquent y compris pour les personnes non soumises a des
traitements antibiotiques comme cela a pu étre décrit en Espagne[30].

Il a été montré récemment en France que les animaux d’élevage pourraient étre porteurs de génes de résistance et que la
consommation de leur viande contaminée pourrait étre un des facteurs de dissémination de ce type de résistance au niveau
communautaire [31].

La prévalence des entérobactéries, productrices de BLSE varie d’un pays a un autre et d’une institution de santé a l'autre
[32], [33], [34].

Ainsi, les résultats obtenus ont montré que la prévalence des souches productrices de BLSE est de (2,26%) dans les
régions étudiées: Doukkala-Abda et la région Chaouia Ouardigha. Ce pourcentage est situé au méme niveau qu’aux Etats Unis
(0 a 25%) et avoisine les taux rapportés en Hollande (2%), en Allemagne (2,6%) et en France (5,2%), est inférieure a ceux
décrits en Afrique du sud (15%) et en Cameroun (12%) et a ceux rapportés en Egypte (38,5%) et en Gréce (27,4%) [35], [36].

La synthése des études de la sensibilité aux antibiotiques effectuées au sein de notre laboratoire, montre qu’au niveau du
milieu communautaire étudié, la majorité des souches sont résistantes souvent a au moins cinq antibiotiques voire méme a
au moins deux familles d’antibiotiques. Plusieurs souches multirésistantes ont été observées. Cette multirésistance peut
s’expliquer par le fait que les génes responsables de ces résistances pourraient étre portés par le méme plasmide, par la
coexistence de plusieurs mécanismes de résistance ou par la production de plusieurs types enzymatiques [24],[37],[38],[39].
Ainsi, certains auteurs suggérent la codiffusion des BLSE et des autres résistances aux antibiotiques par le méme plasmide de
conjugaison [1].Ainsi, il conviendrait de rappeler que chez les souches hébergeant les génes aac(6’)-1b-cr et gnr, 'analyse des
CMI vis a vis de la ciprofloxacine et de I'acide nalidixique a montré différents phénotypes de résistance aux quinolones. Le
mécanisme de résistance médié par ces 2 genes est différent et leur action est cumulative.
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Cette multi- résistance peut étre également associée a une utilisation abusive des antibiotiques dans la communauté
[40], [41]. Cette constatation, met I'accent sur la nécessité de contrdler la sur-consommation d’antibiotiques comme I'a
recommandé Ficca et ses collaborateurs [42].

Ces résistances acquises sont la conséquence de la pression de sélection due au large usage de ces antibiotiques et de
leur déterminisme génétique qui fait qu’elles ont un pouvoir de dissémination important.

Table 1. Liste des amorces utilisées dans I’étude des génes qnr(A, B,S), aac(6’)-Ib et gep A

Geénes Amorces * Séquence des amorces Position” Taille de Numéro d’accession Références
(5'>3') I'amplifiat (pb)

gnrAl to|qnrA(+) TTCTCACGCCAGGATTTGAG 339-358 571 AY070235 Guessennd et al,

5 qnrA(-) TGCCAGGCACAGATCTTGAC 910-891 2008

gnrB1 to|gnrB(+) TGGCGAAAAAATT(GA)ACAGAA | 54-73 594 DQ351241 Guessennd et al,

9 qnrB(-) GAGCAACGA(TC)GCCTGGTAG | 648-630 2008

gnrS1to 2 | gnrS(+) GACGTGCTAACTTGCGTGAT 101-120 |388 DQ485529 Guessennd et al,
qnrS(-) AACACCTCGACTTAAGTCTGA  |489-469 2008

aac(6’)-1b | aac(6’)- ATGACTGAGCATGACCTTG 442-460 |476 A28388 Perichon et al, 2007
Ib(+) AACCATGTACACGGCTGG 918-901
aac(6’)-1b(-)

gepA gepA(+) TGGTCACGCCATGGACCTCA 92-112 1137 EF150886 Perichon et al, 2007
gepA(-) TGAATTCGGACACCGTCTCCG 1228-

1208

La détermination du variant génétique plasmidique aac(6’)-lb-cr a été
restriction Fokl/ selon le protocole utilisé décrit par[9].

a : (+), amorce sens ; (-) : amorce anti sens
b : la numérotation des nucléotides débute au codon d’initiation des génes PMQR ; pb : Paire de bases

faite par PCR-RFLP en utilisant I'enzyme de

Table 2. Liste des amorces utilisées dans le criblage des génes CTX-M, TEM, SHV et DHA

Géne Amorce® Séquence Position® Taille de 'amplifiat (pb)
CTX-M CTX-M1 (+) GGTTAAAAAATCACTGCGTC 65-84 363
CTX-M1(-) TTGGTGACGATTTTAGCCGC 928-909
TEM a216(+) ATAAAATTCTTGAAGACGAAA 1-21 1079
a217(-) GACAGTTACCAATGCTTAATCA | 1080-1059
SHY 0s-5(+) TTATCTCCCTGTTAGCCACC 23-42 795
0s-6(-) GATTTGCTGATTTCGCTCGG 818-799
DHA dhaM(+) AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT | 1244 -1265 405
dhaM(-) CCGTACGCATACTGGCTTTGC 1648 -1628

a (+), amorce sens ; (-) : amorce antisens.
b : la numérotation des nucléotides commence au codon d’initiation du géne de type 1.

Table 3. Répartition des souches d’entérobactéries communautaires en fonction de I'espéce

Espéce bactérienne Nombre
E. coli 161(68%)
Klebsiella spp 37 (15.7%)
Enterobacter spp 12 (5.1%)
Proteus spp 10 (4.3%)
Providencia spp 7 (3%)
Citrobacter spp 4 (1.7%)
Pseudomonas spp 4 (1.7%)
Serratia spp 2 (0.9%)
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Table 4. Répartition des souches bactériennes en fonction de la tranche d’dge et du sexe des patients
Age Nouveau-nés Enfants Adultes Total
Sexe | F M F M F M F M
Espéce
E.coli (n=161) 3 2 31 12 100 13 134 27
Klebsiella spp (n=37) 4 1 2 0 26 4 32 5
Enterobacter spp (n=12) 1 1 2 0 5 3 8 4
Proteus spp (n=10) 0 0 0 1 6 3 6 4
Citrobacter spp (n=4) 0 1 0 0 2 1 2 2
Providencia spp (n=7) 0 0 1 0 4 2 5 2
Pseudomonas spp (n=4) 0 0 0 0 1 3 1 3
Serratia spp (n=2) 0 0 0 0 1 1 1 1
Total (n=237) 8 5 36 13 145 30 189 48
F : Féminin, M : Masculin
Table5.Répartition des génes PMQR et des associations des génes en fonction des régions
Souches |Qnr (6)|QnrA |QnrB |QnrS |Aac (25)|Aaclb |Aac (6°)-|QepA|BLSE (7) |Association |Association |Association |Association
(n=237) (0) (2) (4) (5) Ib-cr (0) Qnr- Qnr BLSE Aac (6°)-1b-|Qnr-
(20) Aac(6’)-1b-cr |(3) cr BLSE Aac (6°)-1b-
(3) (7) crBLSE
(3)
El Jadida |(n=5) |(n=0) [(n=2) |(n=3) [(n=20) [(n=4) |(n=16) |(n=0) |(n=4) (n=2) (n=2) (n=4) (n=2)
(n=186) 2.7% (0% 1.1% |1.7% |10.8% [2.2% |8.6% 0% |(2.2% 1.1% 1.1% 2.2% 1.1%
(5/186) (2/186)((3/186)((20/186)|(4/186)|(16/186) (4/186) |(2/186) (1/186) (4/186) (2/186)
Settat- (n=1) |[(n=0) [(n=0) [(n=1) |(n=5) (n=1) [(n=4) (n=0) |(n=3) (n=1) (n=1) (n=3) (n=1)
Berrechid |2 % 0% |0% 2% 9.8% 2% 7.9% 0% |5.9% 2% 2% 5.9% 2%
(n=51) (1/51) (1/51) |(5/51) |(1/51) |(4/51) (3/51) |(1/51) (1/51) (3/51) (1/51)
Fréquence |2.6% (0% [0.9% |1.7% [10.6% |2.1% |8.5% 0% (3% 1.3% 13% 3% 1.3%
Globale
Table6.Répartition des géenes PMQR et des associations des génes en fonction des espéces bactériennes
Souches Qnr (6) |QnrA |QnrB |QnrS |Aac (25) |Aaclb  |Aac (6°)-|QepA |BLSE  |Association |Association |Association lssociation
(n=237) (0) (2) (4) (5) Ib-cr (0) |(7) Qnr-Aac(6’)- |Qnr BLSE(3) |Aac (6°)-Ib-Qnr-
(20) Ib-cr crBLSE Aac (6’)-Ibcr
(3) (7) BLSE
3)
E.coli (161) 67% 1.24% [0% (0)[0.62% |1.86% [11.18% |1.86% [9.31% [0% |(2.48% |1.24% 1.24% 2.48% 1.24%
(2/161) (1/161)|(3/161)|(18/161)|(3/161) |(15/161)|(0) |(4/161)|(2/161) (2/161) (4/161) (2/161)
Klebsiella  spp(37)|5.4% |0% (0)|0% (0) [5.4% |10.81% (0% 10.81% |0% |8.1% [2.7% (1/37) (2.7% (1/37) [8.1% (3/37) [2.7%
12% (2/37) (2/37) ((4/37) |(0) (4/37) |(0) |(3/37) (1/37)
Enterobacter 0% (0) |0% (0)[0% (0) 0%  [8.33% (8.33% [0% (0) [0% |0% (0) |0% (0) 0% (0) 0%(0) 0%(0)
spp(12)3.88% 0 |(1/12) |(1/12) (0)
Proteusspp(10) 0% (0) |0% (0)|0% (0) |0% 20% 10% 10% 0% |0% (0) |0% (0) 0% (0) 0%(0) 0%(0)
3.23% (0) (2/10) |(1/10) |(1/10) |(0)
Citrobacterfreundii |25% |0% (0)[25% |0% 0% (0) |0% (0) |0% (0) |0% |0% (0) |0% (0) 0% (0) 0%(0) 0%(0)
(4) 1.68% (1/4) (1/4) [(0) (0)
Pseudomonas 0% (0) |0% (0)[0% (0) 0% 0% (0) [0% (0) [0% (0) [0% |0% (0) |0% (0) 0% (0) 0%(0) 0%(0)
spp(4)1.68% (0) (0)
Providencia spp (7)[0% (0) |0% (0)|0% (0) |0% 0% (0) |0% (0) |0% (0) |0% |0% (0) |0% (0) 0% (0) 0%(0) 0%(0)
2.95% (0) (0)
Serratia  spp (2){0% (0) |0% (0)|0% (0) |0% 0% (0) |0% (0) |0% (0) |0% |0% (0) |0% (0) 0% (0) 0%(0) 0%(0)
0.8% (0) (0)
Fréquence Globale |2.6% (0% 0.9% [1.7% |(10.6% [2.1% 8.5% 0% (3% 1.3% 13% 3% 1.3%
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Table7. Répartition des génes PMQR en fonction de I’espéce et de la région et étude de la CMI « Concentration minimale
inhibitrice » en (ug/mL) chez les souches qnr positives

Cip NA LE K GM ™ AN

Code |Espéce |Origine |Date d’isolement |Qnr|aac(6’)-1b-cr |BLSE CMI |CC|CMI|CC|CMI (CC|CMI |[CC|CMI |CC |[CMI|CC|CMI |CC
18 Kp. P |Settat 10/08/2008 S1 |+ CTX-M15/ (256 |R (512 |[R (512 |R [512 |R |ND |ND|4 S |4 S

TEM1/

SHV12
72 |E.coli |ElJadida [13/12/2008 B5 |+ CTX-M15/ |0.064|S |1 |S [0.064|S (12 |l |6 |S |4 |S |15 |S

TEM1
120 |E. coli |ElJadida |23/04/2008 S1 | >32 |R |>32|R |32 (R |16 |R |>32 |R [>32|R |2 S
196 |Cit.freu |El Jadida B6 |__ 0,13 [S |8 S [0.125|S |2 S [0.25(S |0.5 |S (2 S

01/01/2004

212 |Kp.p El Jadida |23/04/2008 S1 | 05 S8 |S |1 S |2 |[S |0.25|S |05 |S |2 |S
64 E. coli |El Jadida [{16/05/2008 S1 |+ CTX-M15 |128 |R (512 |R (512 |R |12 (I |12 |l |6 R [1.5 |S
64 Tc |E.coli S1 |+ CTX-M15 |1 S |8 S (0.0941|S |12 |I |8 R |4 I 1.5 |S
KqipJs |E.coli | 0,02 |S |4 |s |0,02 |s [0,75|S |0,5 [S |0,5 |S [0,75|S

Kp.p: Klebsiella pneumonia; E.coli: Escherichia coli, Cit. freu : Citrobacter freundii;Tc: Transconjugant; Cip: Ciprofloxacine; NA:
Acide nalidixique; LE: Levofloxacine; K: Kanamycine; GM: Gentamycine; TM :Tobramycine; AN : Amikacine
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120 64 72 M Kbp

Pl 1733

Figure 1. Electrophorése en champs pulsé des souches d’E.coli porteuses des génes gnr

M : Salmonella brandrup, Kbp : Kilo base pairs

5 CONCLUSION

Cette étude met 'accent sur la présence et la dissémination des PMQR en milieu communautaire marocain parmi les
entérobactéries non BLSE et BLSE, confirmant le caractére inquiétant de la diffusion de la résistance aux quinolones chez les
isolats étudiés, surtout parmi ceux ayant le phénotype BLSE. Ceci témoigne d’un potentiel adaptatif performant des espéces
d’entérobactéries. Par conséquent, la cessation de |’antibiothérapie automatique traumatisante, I'usage rationnel des
antibiotiques, la sensibilisation et la conscientisation des praticiens et professionnels de la santé sur |'usage raisonné et
raisonnable des fluoroquinolones et de tout autre composé antibactérien ainsi que l'instauration d’un systeme performant

de surveillance des souches multi résistantes, s’avérent indispensables, garantissant la pérennité de leur efficacité clinique
face aux pathogénes humains et animaux.
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