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صملخ  

 

 متفرقة تزال لا التي ، البيانات لكن ، ذلك عن بمنأى الجزائر أن يبدو لا. العالم أنحاء جميع في الانتشار في vanA جين يستمر

 التركيز مع ،Enterococci في الحيوية المضادات لمقاومة الحالية الحالة استكشاف في المهيمن الاهتمام هذا برر وقد. أيضًا ،وقديمة

 .معينة جينات وجود على

 و  Enterococcus faecalis البرازية المعوية للمكورات الحيوية المضادات مقاومة ومستوى العزل تواتر دراسة

Enterococcus faecium وجود احتمال في التحقيق أثناء ،( الجزائر غرب شمال) تلمسان مستشفى في عامين خلال المعزولة 

  . للفانكومايسين مقاومة مادة(VRE) المعوية المكورات

 من وتأكيدها تحديدها تم مختلفة أقسام خمسة من Enterococcus spp عزل فيها تم استطلاعية دراسة عن عبارة الحالية الدراسة

 .E و tuf":   E. faecalis 59 (53%), E. faecium 47 (42%), E. avium 2 (1.8%)"لجين الجزيئي التعريف خلال

durans 3 (2.7.)% المثبط التركيز من الأدنى الحد وطريقة الأجار انتشار طريقة طريق عن الحيوية المضادات حساسية إجراء تم 

(MIC). الفانكومايسين مقاومة جينات عن البحث تم vanA و vanB  المتسلسل البوليميراز تفاعل طريق عن (PCR) تحديد تم ثم 

 الإحصائية IBM حزمة) SPSS برنامج من 20 الإصدار استخدام تم(. فرنسا) ليل في Genoscreen مختبر بواسطة تسلسلها

 .الدراسة من عليها الحصول تم التي البيانات لتحليل (20 (SPSS) الاجتماعية العلوم لإحصاءات

 بمقاومة العزلات جميع تتمتع faecium  E  و  E. faecalis هما سائدين نوعين "tuf" للجين المتسلسل البوليميراز تفاعل أظهر

 هذه أصل في. مل/ميكروغرام MICs> 256 مع للفانكومايسين بمقاومتهما E. faecium من اثنان تميز وقد ، للأدوية متعددة

 Genbank for بيانات قاعدة في عليه الحصول تم الذي التسلسل إدخال تم ؛ وتسلسله vanA جين توصيف تم ، المقاومة

National Center Biotechnology Information (NCBI)  

 في vanA جين على العثور تم المعوية، المكورات في الحيوية المضادات مقاومة من للقلق مثيرة مستويات عن العمل هذا كشف

 الجين لهذا عالمي انتشار على يدل مما ، كوبا في معزول آخر مع كامل تماثل عن الجين هذا تسلسل كشف E. faecium من اثنين

 .المقاوم

 vanA .مقاومة، ،Enterococci حيوي، ، مضادCHU :الدليلية الكلمات

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Résumé 

Le gène vanA continue de se propager dans le monde. L'Algérie ne semble pas être épargnée, 

mais les données, qui restent sporadiques, sont également anciennes. Cela a justifié l'intérêt 

d'explorer l'état actuel de la résistance aux antibiotiques chez les entérocoques, tout en se 

concentrant sur la présence de certains gènes. Etudier la fréquence d'isolement et le niveau de 

résistance aux antibiotiques d'Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium isolés pendant 

deux ans à l'hôpital de Tlemcen (nord-ouest de l'Algérie), tout en recherchant la présence 

éventuelle des gènes de résistance à la Vancomycine.  

Cette étude prospective dans laquelle Enterococcus spp a été isolé de cinq services différents, 

quatre espèces ont été identifiées et confirmées par identification moléculaire du gène «tuf» E. 

faecalis 59 (53%), E. faecium 47 (42%), E. avium 2 (1.8%) et E. durans 3 (2.7%). La sensibilité 

aux antibiotiques a été réalisée par la diffusion sur gélose et la méthode de concentration 

minimale inhibitrice (CMI). Les gènes de résistance à la vancomycine (vanA, vanB) ont été 

recherchés par Réaction de Polymérisation en Chaine (PCR) puis séquencés par le laboratoire 

Genoscreen à Lille (France). Le logiciel SPSS version 20 (IBM Statistical Package for the 

Social Sciences (SPSS) statistics 20) a été utilisé pour analyser les données issues de l'étude.  

La PCR du gène « tuf » a révélé deux espèces prédominantes E. faecalis et E. faecium. Tous les 

isolats ont une multirésistance, deux E. faecium ont été distingués par leur résistance à la 

vancomycine avec des CMI> 256 μg /mL. A l'origine de cette résistance, le gène vanA a été 

caractérisé et séquencé ; la séquence obtenue a été introduite dans la base de données du 

Genbank National Center for Biotechnology Information (NCBI).  

Ces travaux ont révélé des niveaux alarmants de résistance aux antibiotiques chez les 

entérocoques, le gène vanA a été retrouvé chez deux E. faecium ; le séquençage de ce gène a 

révélé une homologie totale avec un autre isolat à Cuba, ce qui démontre une diffusion mondiale 

de ce gène de résistance. 

Mots-clés : CHU, Antibiotique, Enterococcus, Résistance, vanA. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

The vanA gene continues to spread throughout the world. Algeria does not seem to be spared, 

but the data, which remain sporadic, are also old. This has justified the overriding interest in 

exploring the current state of antibiotic resistance in Enterococci, while focusing on the 

presence of certain genes. To study the isolation frequency and the level of antibiotic resistance 

of Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium isolated during two years at the Tlemcen 

Hospital (northwest Algeria), while investigating the possible presence of Vancomycin 

Resistant Enterococci (VRE).  

The present study was a prospective study in which Enterococcus spp was isolated from five 

different departments, four species were identified and confirmed by molecular identification 

with ‘tuf’ gene: E. faecalis 59 (53%), E. faecium 47 (42%), E. avium 2 (1.8%) and E. durans 3 

(2.7%). Antibiotic sensitivity was done by the agar diffusion and Minimum Inhibitory 

Concentration (MIC) method. The vancomycin resistance genes (vanA, vanB) were researched 

by Polymerase Chain Reaction (PCR) and then sequenced by the Genoscreen laboratory in Lille 

(France). SPSS software version 20 (IBM Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) 

statistics 20) was used to analyse the data obtained from the study.  

The PCR of the “tuf” gene revealed two predominant species E. faecalis and E. faecium. All 

isolates have a multidrug resistance, two E. faecium were distinguished by their resistance to 

vancomycin with MICs >256 μg/mL. At the origin of this resistance, the vanA gene was 

characterised and sequenced; the obtained sequence has been introduced into the Genbank 

National Center for Biotechnology Information (NCBI) database.  

This work revealed alarming levels of antibiotic resistance in Enterococci, the vanA gene was 

found in two E. faecium; sequencing of this gene has revealed a total homology with another 

isolated in Cuba, which demonstrates a worldwide spread of this resistance gene. 

Keywords : CHU, Antibiotic, Enterococci, Resistance, vanA. 
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INTRODUCTION 

1 

INTRODUCTION  
 

Cliniquement, E. faecalis et E. faecium sont les deux principales espèces trouvées chez l'homme 

(Kristich et al., 2014). Bien que faisant partie de la flore intestinale, ils se retrouvent souvent 

dans des infections mixtes, avec d'autres organismes plus virulents, tels que les bacilles à Gram 

négatif ou les anaérobies ; mais ils peuvent aussi être responsables d'infections graves comme 

les infections des voies urinaires, ou encore l'endocardite et la bactériémie (Higuita et al., 

2014).  

Selon le National Healthcare Safety Network, les espèces d'entérocoques ont été classées au 

deuxième rang des infections associées aux soins de santé entre 2011 et 2014. En particulier, 

E. faecalis dans 7,4% des cas. En outre, les espèces d'entérocoques se sont révélées être le 

premier isolat responsable d’infections associées aux cathéters centraux, suivi des infections du 

site opératoire, les infections des voies urinaires associées aux sondes urinaires, et des 

pneumonies associées au respirateur (Levitus et al., 2020). 

En Algérie, ces infections ne cessent de gagner du terrain, entraînant chaque jour une morbidité 

et une mortalité exponentielles, générant un surcoût important. Elles sont le résultat de plusieurs 

facteurs, telle la pression de sélection exercée par les antibiotiques, un dysfonctionnement des 

procédures thérapeutiques et un déséquilibre de l'hygiène hospitalière. La surveillance devient 

plus que jamais indispensable, notamment contre les microorganismes qui se caractérisent à la 

fois par leur longévité sur supports et leur capacité d'adaptation aux différentes conditions 

auxquelles ils sont soumis, et par leur résistance naturelle à plusieurs classes d'antibiotiques 

(Stucki et al., 2014). 

La prise en charge thérapeutique des infections à entérocoques implique souvent l'utilisation 

d'un agent bloquant la synthèse de la paroi comme l'ampicilline, la pénicilline et la vancomycine 

en association avec un aminoside ; ces pratiques s'accompagnent fréquemment de l'émergence 

de résistances. A l'origine du phénomène, plusieurs gènes contribuent à améliorer les réponses 

aux molécules disponibles. Cette résistance peut être intrinsèque ou acquise par des mutations 

ou des transferts de gènes horizontaux, y compris des systèmes « Van » qui codent pour la 

résistance à la vancomycine (Werner et al., 2008). 
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L'émergence des entérocoques résistants à la vancomycine en Algérie a été rapportée depuis 

2006, décrivant les deux espèces E. faecalis et E. faecium isolées dans la région d'Alger 

caractérisées par une multirésistance à la vancomycine et à la teicoplanine avec des 

concentrations minimales inhibitrices supérieures à 256 μg/mL [(Aggoune et al., 2008 ; 

Hamidi et al., 2013)]. Des données récentes confirment l’apparition de nouvelles souches 

d’Enterococcus portant des gènes de résistance variés (Benammar et al., 2018).  

Face à cette situation, et afin de trouver une réponse thérapeutique adaptée au contexte, il est 

impératif de comprendre le phénomène en évaluant l'état actuel de la résistance aux 

antibiotiques. Le but de cette étude a été d'évaluer le niveau et le profil de résistance des espèces 

d'Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium isolées à l'hôpital universitaire de Tlemcen, 

en détectant la présence éventuelle du gène « Van ».
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CHAPITRE 1 : LES ENTEROCOQUES 

1. Généralités sur les Entérocoques  
 

Le genre Enterococcus a été identifié en (1899) grâce à Thiercelin qui a été le premier à utiliser 

le terme de Diplococcus à Gram positif d’origine intestinale.  En 1906, les genres Enterococcus 

ont toutes été reclassés comme Streptococcus en raison de leur capacité à former des chaînes 

courtes (Andrewes et Horder, 1906). En 1937, Sherman a classé les genres de Streptococcus 

en quatre sous-groupes : les streptocoques fécaux ou Entérocoques, les streptocoques lactiques, 

le groupe des viridans et les streptocoques pyogènes. Enfin, en 1984, Schleifer et Kilpper-Balz, 

en utilisant l’hybridation ADN-ADN et le séquençage de l'ARNr 16S, ont découvert que 

Streptococcus faecium et Streptococcus faecalis étaient distincts des autres espèces de 

Streptococcus et les ont classés parmi le genre Enterococcus [(Schleifer et Kilpper-Balz, 

1984 ; (Van Tyne et Gilmore, 2014)]. 

Selon la topologie de l'arbre chronologique, les humains et les mammifères peuvent être les 

hôtes originaux des Enterococcus (Zhong et al., 2017). L’estimation de l'horloge moléculaire, 

ainsi que l'analyse de leur distribution environnementale, la diversité phénotypique et la 

concordance avec les archives fossiles de l'hôte, situent les origines des entérocoques à l'époque 

de la terrestrialisation animale entre 425 et 500 millions d’années (Lebreton et al., 2017). 

Selon le Bergey’s Manual of Systematics of Archaea and Bacteria (BMSAB), les entérocoques 

appartiennent au :  

Règne                         Bacteria 

Embranchement Firmicutes 

Classe                         Bacilli 

Ordre                         Lactobacillales 

Famille             Enterococcaceae 

Genre              Enterococcus 

Le genre Enterococcus appartient au groupe des bactéries lactiques (LAB) et représente le 

troisième plus grand genre LAB après Lactobacillus et Streptococcus [(Franz et al., 2011) ; 

(Hanchi, 2018)]. Les genres de LAB parmi lesquels les entérocoques sont groupés possèdent 

une faible teneur en G + C <50 mol% (soit 37,5% de GC dans le chromosome d'Enterococcus 

faecalis) (Paulsen et al., 2003).  

Quarante-neuf (49) espèces différentes ont été recensées sur la base de l’analyse de l’ARNr 

16S et sont représentés dans la figure 1 [(Aguilar-Galvez, 2012) ; (Zhong et al., 2017)]. 
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Figure 1. Arbre phylogénétique de 49 genres d’Enterococcus basé sur les séquences de 

l'ARNr 16S (Zhong et al., 2017). 
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De nouvelles espèces ont été recemment découvertes : Enterococcus dongliensis (Li et Gu, 

2019), et Enterococcus florum (Techo et al., 2019), Enterococcus burkinafasonensis (Gouba 

et al., 2020), et Enterococcus xinjiangensis (Ren et al., 2020).   

2. Caractéristiques bactériologiques 

 

Les Entérocoques se présentent sous forme de coques isolés ou arrangés en paires ou en 

chaînettes (Figure 2), Ils ont une taille comprise entre 0,6 et 2 µm. Ce sont des anaérobies 

facultatifs non sporulants et des chimio-organotrophes fermentatifs obligatoires, certaines 

espèces peuvent être mobiles par des flagelles rares. Ils sont oxydase et catalase négatives bien 

que le gène codant cette dernière enzyme de détoxification existe dans leur génome [(Paulsen, 

2003) ; (Lebreton et al., 2014)]. 

 

Figure 2. E. faecalis par microscopie électronique à balayage (x4000)  

(Portenier et al., 2003) 

 

Ils poussent dans des conditions hostiles de 6,5 % de NaCl, dans du lait renfermant 0,1 % de 

bleu de méthylène, dans des concentrations en sels biliaires de 40 %, ils sont capables 

d’hydrolyser l’esculine en" esculétine" (noircissement" caractéristique" du" milieu" bile 

esculine) et tolèrent une gamme de pH comprise entre 4,4 et 9,6 (Aguilar-Galvez, 2012).  

E. faecalis et E. faecium peuvent survivre à une température de 60 ° C pendant 30 minutes, ce 

qui permet de les distinguer des autres genres apparentés tels que Streptococcus (Foulquie et 

al., 2006).  
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La gélose trypticase soja ou la gélose Columbia contenant 5% (v/v) de sang de mouton défibriné 

peuvent être utilisées pour évaluer l'hémolyse produite par les entérocoques (Domig et al., 

2003).  

Une grande variété d'hydrates de carbone est produite dans un bouillon de fermentation du 

glucose avec principalement de l'acide lactique à un pH final de 4,2 à 4,6. Les entérocoques ne 

réduisent pas normalement les nitrates et ne peuvent pas digérer la cellulose ou la pectine 

[(Flahaut et al., 1996) ; (Laplace et al., 1996)].  

En anaérobiose, le lactate est le principal produit du métabolisme du glucose, tandis qu’en 

condition d’aérobiose, les produits du métabolisme sont l’acétate et le CO
2
. Ces espèces sont 

capables de métaboliser divers types de sucres comme le N-acétyl glucosamine, l’amygdaline, 

l’arbutine, le cellobiose, le D-fructose, le galactose, le β-gentiobiose, le glucose, le lactose, le 

maltose, le D-mannose, le β-D-méthyle glucopyranoside, le ribose, la salicine et le tréhalose 

[(Schleifer et al., 1984) ; (LeBlanc, 2006)]. 

3. Virulence et pathogénicité des entérocoques  
 

Les entérocoques possèdent un certain nombre de facteurs de virulence (Tableau 1) qui 

permettent l'adhérence aux cellules hôtes et la matrice extracellulaire, facilitent l’invasion 

tissulaire, et l’effet d’immunomodulation et causent des dommages à médiation par la toxine 

(Fiore et al., 2018). 

 

Tableau 1. Facteurs de virulence des entérocoques (Fiore et al., 2018) 

Facteurs de virulence  Description  

Hémolysine Hémolysine/ bactériocine, lyse une large gamme de cellules 

eucaryotes et Gram-positives  

Gélatinase Métalloprotéase de zinc sécrétée 

Sérine protéase Sérine protéase sécrétée 

Hyaluronidase Dégrade l’acide hyaluronique 

Esp Protéine ancrée dans la paroi cellulaire, améliore la formation 

de biofilm et la colonisation de l'épithélium de la vessie 

Substance d’agrégation  Protéine ancrée dans la paroi cellulaire, impliquée dans la 

conjugaison et l'adhésion aux cellules eucaryotes 

Ace Protéine ancrée dans la paroi cellulaire, protéine de liaison au 

collagène 
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Epa Antigène polysaccharidique entérococcique, polysaccharide 

de paroi cellulaire anti-phagocytaire capsulaire 

Cps Polysaccharide capsulaire, polysaccharide de la paroi 

cellulaire antiphagocytaire 

LTA Acide lipotéichoïque, antigène du groupe entérococcique, 

substance de liaison pour la conjugaison Réactif 

Métabolites toxiques Espèces réactives à l’oxygène : superoxyde extracellulaire, 

peroxyde d'hydrogène 

 

             3.1. Substance d’agrégation   
 

La substance d'agrégation (SA) est une adhésine de surface qui médie le contact cellule-cellule 

pendant l'accouplement sensible aux phéromones des cellules d'E. faecalis du donneur et du 

receveur, ce qui est crucial pour le transfert de plasmide (Figure 3) (Clewell et Weaver, 1989).  

 

 

Figure 3. Organisation structurelle générale des substances d’agrégation chez les 

Entérocoques (Clewell et Weaver, 1989) 

 

 

La SA peut renforcer la virulence d’E. faecalis en servant d'adhésine dans les interactions hôte-

bactérie, et c’est un facteur déterminant dans au moins quatre modes distincts :  

 Elle joue un rôle dans la diffusion de facteurs de virulence codés par des plasmides, tels 

que la cytolysine entérococcique et les déterminants de la résistance aux antibiotiques 

dans l'espèce [(Clewell, 1981 ; Manson et al., 2010)]. 
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 Elle peut faciliter la fixation des entérocoques aux cellules épithéliales rénales et 

intestinales et la colonisation de ces surfaces [(Kreft et al., 1992 ; Olmsted et al., 

1994)].  

 Elle peut aussi protéger contre les leucocytes polynucléaires (PMN) ou de mise à mort 

des macrophages à médiation par la promotion de la phagocytose des bactéries de 

manière à activer les PMN ou les macrophages, mais n'entraîne pas la destruction 

microbienne [(Arduino et al., 1994) ; (Rakita et al., 1999)].  

 La substance d'agrégation et la cytolysine ont des actions synergiques, qui renforcent la 

virulence en activant le mode de quorum-sensing dans la régulation de la cytolysine, ce 

qui se traduira par des dommages des tissus et l'invasion des tissus plus profonds (Chow 

et al., 1993). 

 

3.2. Protéine de surface (Esp)  
 

La protéine de surface entérococcique a été identifiée pour la première fois chez une souche 

d'E. faecalis très virulente, résistante à la gentamicine provenant d'une bactériémie. Cette 

protéine de 202 kDa possède des caractéristiques structurales propres aux protéines de surface 

des bactéries à Gram-positif (Shankar et al., 1999).  

La contribution de la protéine de surface (Esp) à la colonisation et la persistance d'E. faecalis 

dans les infections des voies urinaires a été démontrée dans un modèle animal (Shankar et al., 

2001). Esp est également associée à la promotion de l'attachement primaire et à la formation de 

biofilm d'E. faecalis sur les surfaces abiotiques (Toledo-Arana et al., 2001).  

De plus, la formation de biofilm par E. faecalis a également été observée sur les parois 

dentinaires, et cette forme d'organisation pourrait permettre aux bactéries de résister à l’effet 

bactéricide du médicament à base d'hydroxyde de calcium sur les canaux de la racine infectée 

(Distel et al., 2002). 

 

3.3. Gélatinase  
 

La gélatinase purifiée par Makinen et al., en (1989), est capable de dégrader un certain nombre 

de substrats, notamment la gélatine, l'insuline, l'endothéline humaine, le collagène, les peptides 

liés aux phéromones sexuelles d’E. faecalis et plusieurs peptides bioactifs de mammifères 

(Makinen, P et Makinen, 1994).  
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Il a également été démontré que la gélatinase clive les protéines de surface mal repliées d'E. 

faecalis ainsi que la fibrine, pour réduire taux de phéromones chez cette espècepar activation 

d’une autolysine. Il a été rapporté que des souches d’E. faecalis isolées à partir de patients 

hospitalisés ont une augmentation de la production de la gélatinase par rapport aux souches 

communautaires (Coque et al., 1996). 

 

3.4. Hémolysine   
 

L’hémolysine (cytolysine) est une toxine plasmidique produite par des souches d’E. faecalis 

bêta-hémolytiques. Elle lyse les érythrocytes, les polynucléaires neutrophiles et les 

macrophages, elle tue les cellules bactériennes et peut conduire à la réduction de la phagocytose 

[(Gilmore et al., 1990) ; (Booth et al., 1996)].  

La production et l'activation de la cytolysine implique une série d'étapes complexes (Figure 4). 

Les précurseurs du facteur lytique CylLL (La longue sous-unité) et CylLS (courte sous-unité) 

sont synthétisés par les ribosomes puis modifiés par CylM. Les peptides modifiés sont ensuite 

clivés par protéolyse et sécrétés de la cellule par les transporteurs CylB et ABC. Les sous-unités 

peptidiques sécrétées CylLL et CylLS sont ensuite clivées et activées au niveau extracellulaire 

par CYLA, une sérine protéase. Entièrement matures, CylLL et CylLS sont tous les deux 

nécessaires pour la lyse des cellules cibles (Haas et Gilmore, 1999).  

Figure 4. Modèle pour l'expression de la cytolysine chez E. faecalis (Garsin et al., 2014) 
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3.5. Bactériocines  
 

Les bactériocines sont des peptides antimicrobiens extracellulaires qui démontrent une activité 

envers des espèces bactériennes étroitement liées. Quatre gènes sont nécessaires afin de 

produire les bactériocines : un gène de structure codant pour un pré-peptide, un gène 

d’immunité (auto-protection), un gène transporteur ABC et un gène codant pour une protéine 

requise à l’exportation de la bactériocine. Les bactériocines sont formées en tant que pré-peptide 

dans la cellule et la maturation se fait durant l’exportation. Les bactériocines sont des protéines 

cationiques et amphiphiles contenant peu ou pas de cystéine (Garneau et al., 2002).  

Les genres Enterococcus sont connus pour produire une grande variété d’entérocines incluant 

les entérocines A, B et P, lesquelles sont actives contre les espèces Listeria, Clostridium et 

Staphylococcus aureus (Campos et al., 2006). La plupart des bactériocines produites par E. 

faecalis et E. faecium sont identiques aux entérocines A et B étant les premières décrites chez 

E. faecium CTC492 et E. faecium T136 (De Kwaadsteniet et al., 2005).  

L’activité des bactériocines envers des bactéries à Gram-négatif est plutôt inhabituelle, mais la 

bactériocine ST15 d’E. mundtii peut être efficace contre une variété de bactéries à Gram-positif 

et à Gram-négatif telles que Acinetobacter, Bacillus, Clostridium, Klebsiella, Lactobacillus et 

Pseudomonas (De Kwaadsteniet et al., 2005).  

Une autre bactériocine, appelée bactériocine 51, isolée de la souche clinique résistante à la 

vancomycine E. faecium VRE38 et codée sur le plasmide mobile pHY (6kb), a été caractérisée. 

La bactériocine 51 (Bac 51) démontre une activité à spectre plutôt étroit et est active contre les 

souches E. faecium, E. hirae et E. durans. Contrairement à l’effet bactéricide produit par les 

bactériocines formatrices de pores, le mode d’action de la bactériocine 51 est bactériostatique. 

Cette dernière a été identifiée chez des isolats d’E. faecium cliniques à une fréquence de 2%, 

mais elle n’a pas été détectée chez des isolats cliniques d’E. faecalis. Ceci semble indiquer que 

Bac 51 est spécifique aux isolats cliniques E. faecium (Yamashita et al., 2011). 

 

3.6. Dismutase extracellulaire  
 

La production de superoxyde extracellulaire est également associée à la virulence des 

entérocoques, et il a été démontré que sa production est nettement plus élevée dans les souches 

invasives que chez les isolats commensaux [(Mundy et al., 2000 ; Huycke et al., 2002)]. 
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3.7. Hyaluronidase  
 

Elle peut provoquer des lésions tissulaires en catalysant l'hydrolyse de l'acide hyaluronique, un 

composant de la matrice extracellulaire des tissus conjonctifs. Il a été suggéré que E. faecium 

décompose l'acide hyaluronique de l'hôte en substrats plus simples qui sont transportés et 

métabolisés dans la cellule bactérienne lui fournissant ainsi des nutriments (Rice et al., 2003). 

 

3.8. Formation de Biofilm  
 

De nombreux microorganismes sont capables de former des communautés microbiennes 

attachées sur une surface, appelées biofilms. E. faecalis a la capacité de produire du biofilm, ce 

qui lui permet de survivre dans un environnement défavorable, notamment en présence 

d’antibiotiques [(Seno et al., 2005) ; (Guiton et al., 2010)]. 

L'adhérence et la production de biofilm par E. faecalis et E. faecium sur différents biomatériaux 

ont été démontrées, et la capacité des entérocoques à se lier à divers dispositifs médicaux, tels 

que les stents urétraux, les cathéters intravasculaires, les stents biliaires et les dispositifs 

gastrostogiques en silicone a été associée avec la capacité des entérocoques à produire des 

biofilms. Les entérocoques dans les biofilms sont plus résistants aux antibiotiques que les 

entérocoques à croissance planctonique, donc l'impact potentiel de la formation de biofilm 

pourrait être important (Mohamed et Huang, 2007). 

4. Infections et entérocoques  
 

Les bactéries appartenant au genre Enterococcus font partie de la flore normale du tractus 

gastro-intestinal des humains et des animaux. Cependant, ils peuvent également agir comme 

des pathogènes opportunistes, et sont reconnus comme des agents importants des infections 

nosocomiales invasives et non invasives, affectant les patients immunodéprimés gravement 

malades (Gawryszewska et al., 2016).  

Selon un rapport du World Health Network, ces agents pathogènes causent environ 12 pour cent 

de toutes les infections nosocomiales et tuent 1 300 personnes par an (Jackson et al., 2019).  

En Europe, Selon le Centre européen de prévention des maladies et contrôle (ECDC), les 

entérocoques ont été la troisième bactérie, après Escherichia coli et Staphylococcus aureus, la 

plus fréquemment isolées des infections nosocomiales (ECDC, 2013).   

Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium représentent les deux espèces les plus 

importantes en milieu clinique, tandis que les infections causées par d'autres entérocoques sont 

rares [(Gordon et al, 1992) ; (Gawryszewska et al., 2016)].  
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Ces germes sont responsables, chez l’adulte, d’infections urinaires, d’endocardites, de 

méningites, de pneumonies, de péritonites, d’abcès viscéraux et de septicémies (De Fatima 

Silva Lopes et al., 2005).  

 

4.1. Infections urinaires  
 

Les espèces d'entérocoques sont la deuxième cause la plus fréquente d'infections des voies 

urinaires associées aux cathéters (CAUTI) signalées au National Healthcare Safety Network. 

Ils sont impliqués dans approximativement 10% de toutes les infections des voies urinaires et 

dans 16% des infections urinaires nosocomiales (Johnson et al., 2004).  

Une étude a montré que le pathogène le plus souvent isolé dans l'infection des voies urinaires 

était Escherichia coli représentant 47% des infections (Trautner, 2010), et les entérocoques 

représentent globalement 5 à 10% des infections urinaires de l’homme mais leur fréquence est 

plus élevée dans certaines circonstances et sont également incriminés dans les prostatites 

chroniques comme un pathogène potentiel (Hooton, 2012). 

 

4.2. Bactériémie  
 

Dans les années 1980, les entérocoques étaient la sixième cause la plus commune de la 

bactériémie nosocomiale (Vergis et al., 2001) ; ils représentent aux États-Unis, respectivement 

environ 4% et 9% des bactériémies communautaires et nosocomiales, et sont la deuxième cause 

la plus fréquente de bactériémies nosocomiales (Kollef et al., 2011). De même, en Europe, la 

prévalence des infections entérococciques semble augmenter (Buetti et al., 2017).  

Au Japon, les entérocoques sont le troisième agent pathogène le plus courant dans les 

bactériémies nosocomiales et le taux brut de mortalité par bactériémie entérococcique est le 

deuxième pire dans les hôpitaux universitaires japonais (Nagao, 2013). 

Jusqu'à deux tiers des isolats appartiennent à l’espèce E. faecalis, et environ un tiers à E. 

faecium [(Vergis et al., 2001) ; (Fernandez-Guerrero et al., 2002)]. 

La porte d'entrée pour une bactériémie à entérocoques est généralement le tractus génito-

urinaire, bien qu'une bactériémie résulte également souvent de sources intra-abdominales ou 

biliaires, de lignes centrales à demeure ou d'infections des tissus mous. Les entérocoques font 

plus souvent partie de la bactériémie polymicrobienne que les autres organismes (Agudelo 

Higuita et Huyke, 2014). 
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4.3. Infections intra-abdominales et pelviennes  
 

Les infections intra-abdominales et pelviennes sont souvent polymicrobiennes, mais les 

entérocoques sont des composantes importantes de la flore infectante. Ils sont impliqués dans 

les péritonites associées aux dialyses péritonéales chroniques ambulatoires, les péritonites 

spontanées chez les patients cirrhotiques ou néphrotiques, ainsi que dans les salpingites aiguës, 

les abcès pelviens et d'autres formes de pathologie périnatale (Svec et al., 2005). 

 

4.4. Endocardites  

 

Parmi les infections causées par les entérocoques, l'endocardite infectieuse (EI) est l'une des 

plus difficiles sur le plan thérapeutique [(Megran, 1992) ; (Munita et al., 2012)]. Les 

entérocoques représentent entre 10 et 20% de tous les cas d'EI (Murdoch et al., 2009). 

E. faecalis étant à l'origine de la majorité des cas. Dans l'EI, la colonisation bactérienne de 

l'endocarde conduit à des végétations dans les tissus et à une matrice en forme de biofilm 

entourant les bactéries, qui est difficile à pénétrer soit par le système immunitaire, soit par les 

antibiotiques (Chuang-Smith et al., 2010). 

Les endocardites à entérocoques sont observées le plus fréquemment chez les hommes âgés, 

souffrant souvent d'infections des voies urinaires ou venant de subir des tests invasifs 

impliquant de l'instrumentation. Les entérocoques sont considérés depuis leurs premières 

descriptions comme étant une cause importante d'endocardite. Ces bactéries comptent pour 

environ 20% des cas d'endocardites bactériennes de la valve native et pour environ 6 à 7% des 

cas d'endocardites de la valve prothétique. E. faecalis est plus souvent responsable 

d'endocardite que l’espèce E. faecium (Fernandez-Guerrero et al., 2002). 

 

4.5. Infections du site opératoire (ISO)  
 

Elles surviennent chez 2 à 5% des patients subissant une chirurgie hospitalière, survenant soit 

au site d'incision, soit dans les tissus plus profonds ou les organes environnants au site d'incision 

(Abt et al., 2016). Elles sont fréquentes chez les patients immunodéprimés et sont associées à 

jusqu'à 7 à 11 jours d'hospitalisation postopératoires supplémentaires, ce qui représente un lourd 

fardeau économique (Anderson et al., 2014).  

 

 

 



 

 

       SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 

14 

4.6. Autres infections  

 

Les infections néonatales, du tractus respiratoire ou du système nerveux central, aussi bien que 

les otites, sinusites, arthrites septiques et endophthalmies à entérocoques, peuvent se produire 

dans de rares cas. La plupart des cas d'infections représentent des complications de maladies 

sous-jacentes (Svec et al., 2005). De plus, il y a des évidences du rôle des entérocoques dans 

les infections dentaires (Portenier et al., 2003).  

 

4.7. Entérocoques et Covid 19  
 

Un épisode d’infection nosocomiale à entérocoques impliquant trois patients atteints de 

COVID-19 et deux patients en soins intensifs SARS-CoV-2 négatifs a été décrit en Allemagne, 

des souches d’entérocoques résistants à la vancomycine provenant d'échantillons cliniquement 

pertinents (hémoculture et drainage pleural) et ont été détectés chez trois patients des deux 

sous-unités de soins intensifs. Un dépistage a été lancé et a révélé deux autres patients positifs 

à l'ERV. Des prélèvements environnementaux effectués lors de cette période sur les surfaces 

de contact avec les mains, l’espace de travail, PC, moniteur, support de perfusion, ont donné 

lieu à 17 échantillons positifs pour E. faecium, dont 11 étaient des ERV (Kampmeier et al., 

2020). 

Un séquençage du génome par WGS (Whole genome sequence-based typing) en combinaison 

avec l'analyse des données épidémiologiques a confirmé que les surfaces contaminées étaient 

également impliquées dans la transmission de cette espèce (Kampmeier et al., 2020).  

Une autre étude réalisée en Italie par Bonazzetti et al, (2021), a signalé des bactériémies 

nosocomiales à entérocoques associées au COVID-19. Une explication possible de la 

fréquence étonnamment élevée des bactériémes dues à Enterococcus peut être la perturbation 

de la barrière intestinale causée par le SARS-CoV-2. Comme il a été démontré que SARSCoV-

2 infecte de manière productive les entérocytes intestinaux humains, il est possible que 

l'infection par le SRAS-CoV-2 augmente la perméabilité intestinale et la translocation 

bactérienne, qui est un facteur de risque connu pour le développement de bactériémie. Des 

études pathologiques sont nécessaires pour faire la lumière sur les dommages possibles de la 

barrière entérique induits par le SARSCoV-2 (Bonazzetti et al., 2021).
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CHAPITRE 2 : ETAT DE RESISTANCE DES ENTEROCOQUES   

1. Résistance et évolution dans le monde  

 
Les entérocoques sont la deuxième cause d'infections liées aux soins dans le monde et la 

première cause d'infections aux États-Unis (20 à 30% des infections) (Darvishi et al., 2020). 

Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium sont les espèces les plus rencontrées en milieu 

clinique. E. faecalis cause 85 à 90% des infections, tandis que, E. faecium seulement 5-10% 

(Jabbari Shiadeh et al., 2019).  

L'incidence des infections nosocomiales causée par des entérocoques résistants à la 

vancomycine (ERV) est particulièrement élevée dans les unités de soins intensifs (ICU) 

(Simner et al., 2015).   

La source la plus constante de transmission dans les centres de soins de santé reste les mains 

du personnel (Snyder et al., 2008). Les ERV peuvent persister jusqu'à 60 minutes sur les mains 

et aussi longtemps que 4 mois sur les surfaces [(Noskin et al., 1999 ; Kramer et al., 2006)]. 

La voie commune pour les ERV nosocomiaux commence par l'acquisition par contact de 

personne à personne ou par exposition à des objets contaminés, le microbiote intestinal est alors 

supprimé grâce à une pression antimicrobienne sélective, ce qui permet une prolifération de 

l'ERV, car il est intrinsèquement résistant à plusieurs antibiotiques (O’Driscoll et Crank, 

2015).  

Une augmentation significative de la prévalence des ERV a été observée dans de nombreux 

pays. Notament en Allemagne où la proportion d'Enterococcus faecium résistants à la 

vancomycine a augmenté rapidement de <5% en 2001 à 14,5% en 2013 [(Gastmeier et al., 

2014 ; ECDC, 2017)].  

Selon le rapport de surveillance de 2016 du Réseau Européen de Résistance aux Antimicrobiens 

(EARS-Net), sept pays parmi les 30 participants, ont affiché les taux de résistance les plus 

élevés des ERV : l’Irlande (44,1%), Grèce (27,9%), Slovaquie (26,4%), Pologne (25,2%) et la 

Hongrie (22,5%), tandis que les pays voisins ont des proportions de résistance à la vancomycine 

beaucoup plus faibles (Pologne, 8,4% ; Autriche, 3,2% ; Danemark, 2,0% ; Belgique 1,4% ; 

France, 0,8% ; et Pays-Bas 0,0%) (Gastmeier et al., 2014). 
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Aux États-Unis, les entérocoques sont le troisième agent pathogène nosocomial le plus courant, 

à l'origine de 14% des infections nosocomiales entre 2011 et 2014, contre 11% en 2007 

[(Hidron et al., 2008) ; (Weiner et al., 2016)].  

En Afrique, la prévalence des entérocoques résistants à la vancomycine était autour de 16% en 

Ethiopie depuis 2015 (Melese et al., 2020), 17,2% en Egypte (Aladarose, 2019), 21% au Maroc 

(Hannaoui et al., 2016) et 7,7% en Tunisie (Elhani et al., 2014).  

En Algérie, peu de données et de travaux sont disponibles, En 2006, le premier cas 

d’Enterococcus faecalis résistant à la vancomycine a été isolé des urines d’un patient dans un 

hôpital militaire à Alger (Aggoune et al., 2008), d’autres infections à Enterococcus ont été 

signalées en 2010 et 2011 [(Djahmi et al., 2012 ; Hamidi et al., 2013)]. En 2018, Benammar 

et al, ont signalé la présence de quatre souches d’Enterococcus faecium porteuses de gène de 

résistance à la vancomycine à l’hôpital de Batna. Le taux d’ERV en Algérie reste très bas (2,8%) 

contrairement à l’Afrique du sud qui enregistre un taux élevé de 74,8% (Begashaw, 2019).    

La prévalence des ERV en Asie peut varier de 17% en Iran (Jahansepas et al., 2017), 17,3% 

en Arabie saoudite (Alotaibi et Bukhari, 2017), et en chine la fréquence des ERV est ˂5%, 

due à la non utilisation de la vancomycine orale en traitement (Hu et al., 2018). 

Les facteurs de risque de colonisation comprennent les caractéristiques de l'hôte et l'exposition 

aux antimicrobiens. Un risque accru de colonisation par l'ERV se produit avec l'immuno-

supression, les hémopathies malignes, la transplantation d'organe, une hospitalisation prolongée 

dans une unité de soins intensifs (USI) ou dans un établissement de soins, l'infection d'un autre 

site corporel, la proximité avec un autre patient colonisé ou infecté, une hospitalisation dans 

une unité à forte prévalence d'ERV, et des états de comorbidités graves tels que le diabète, ou 

l’insuffisance rénale (O’Driscoll et Crank, 2015).  

Une exposition préalable aux antimicrobiens est le plus grand prédicteur de la colonisation des 

ERV, y compris l'administration orale et intraveineuse (IV) de vancomycine (Van der Auwera 

et al., 1996), d’aminosides (Ghanem et al., 2007), de céphalosporines [(Tornieporth et al., 

1996) ; (Fridkin et al., 2001)], d’agents anti-anaérobies tels que la clindamycine et le 

métronidazole et les carbapénèmes (Ghanem et al., 2007). 
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2. Résistances et mécanismes de résistance chez les entérocoques  
 

Les entérocoques sont beaucoup plus résistants de façon intrinsèque envers les antimicrobiens 

que d’autres bactéries à Gram-positif cliniquement importantes (Tableau 2). Une des 

hypothèses est que cette résistance naturelle résulterait de leur besoin de survivre et de persister 

dans des écosystèmes hautement compétitifs et potentiellement défavorables, tels que le tractus 

gastro-intestinal (Tannock et Cook, 2002).  

 

Tableau 2. Résistance Intrinsèque et acquise chez les entérocoques (Şanlibaba, 2018) 

 

           2.1. Résistance intrinsèque  

 

Les entérocoques possèdent une résistance intrinsèque in vitro et/ou in vivo modérée envers 

plusieurs antimicrobiens utilisés au niveau clinique (bêta-lactamines, aminoglycosides, 

clindamycine et lincomycine, triméthoprime/sulfaméthoxazole, quinolones, streptogramines A 

et glycopeptides) (Tableau 2).  

 

 

 

Résistance Intrinsèque  

 

Résistance Acquise  

 

β-Lactamines (particulièrement les 

céphalosporines et les pénicillines) 

 

Aminosides à faibles concentrations  

Clindamycine 

Fluoroquinolones 

Trimethoprime-sulfamethoxazole 

 

β-lactamines à fortes concentrations, par 

altération des PLPs ou par production de β-

lactamases 

Aminosides à fortes concentrations  

Glycopeptides (vancomycine, teicoplanine) 

Tétracycline 

Erythromycine 

Fluoroquinolones 

Rifampicine 

Chloramphénicol 

Acide Fusidique  

Nitrofurantoine 
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La résistance intrinsèque modérée correspond à une tolérance de la bactérie face à un 

antibiotique (exemple : CMI/CMB bêta-lactamines ≥ 32 μg/mL chez l’espèce E. faecium).  

La résistance complète ou partielle aux bêta-lactamines, particulièrement les céphalosporines 

et les pénicillines (pénicillinase-résistantes), est une caractéristique du genre Enterococcus. 

Aussi, tous les entérocoques possèdent une résistance modérée aux aminoglycosides avec des 

CMIs allant de 4 à 256 μg/mL. De plus, il est intéressant de signaler que les entérocoques sont 

résistants à des niveaux cliniques envers les lincosamides (clindamycine et lincomycine). La 

résistance modérée envers la vancomycine est caractérisée par des CMIs allant de 8 à 32 µg/mL, 

mais ayant une sensibilité à la téicoplanine (CMI < 4 μg/mL), et caractérise la plupart des 

espèces E. gallinarum, E. casseliflavus et E. flavescens (Tannock et Cook, 2002).  

Le Tableau 3 illustre les antibiotiques dont la résistance intrinsèque est décrite dans le genre 

Enterococcus ainsi que leur mécanisme de résistance correspondant. 

 

Tableau 3. Mécanismes de résistance intrinsèque aux antibiotiques chez les entérocoques 

(Kiruthiga et Padmavathy, 2020) 

Antibiotique  Mode d’action  Mécanisme de résistance 

intrinsèque 

Espèce 

impliquée  

Bêta-

lactamines  

Ampicilline  

Pénicilline  

 

 

 

 

Céphalospo

rines  

Interfère avec la synthèse 

du peptidoglycane en 

inhibant les protéines de 

liaison à la pénicilline  

 

 

 

 

Inhibition de la synthèse de 

la paroi cellulaire 

 

(1) Production de β-lactamases, 

qui détruisent le cycle β-

lactame  

(2) Présence de PLP modifiés, 

qui ont une affinité plus faible 

pour les β-lactamines  

PLP4,  

PLP5 

(3) Paroi cellulaire altérée  

(1)  Réticulation PLP-5 du 

peptidoglycane 

(2) Régulation de la voie de 

transduction du signal 

(3) Activité kinase d'IreK 

(4) Présence du gène mur AA 

E. faecalis  

E. faecium 

 

 

 

E. faecalis  

E. faecium 

E. faecium 

 

E. faecium 

 

E. faecalis  

 

E. faecalis  

E. faecalis  

 

Aminosides  Se lie à l'ARNr 16S de la 

sous-unité ribosomale 30S 

et interfère avec la synthèse 

des protéines 

(1) Faible perméabilité de la 

paroi cellulaire 

(2) Enzymes modifiant les 

aminosides 

(3) Enzymes modifiant le 

ribosome 

E. faecalis  

 

E. faecium 

 

E. faecium 

 

Glycopeptid

es  

Inhibe la croissance 

bactérienne en interférant 

avec la synthèse du 

peptidoglycane 

Présence de 9 phénotypes Van : 

vanC; Codes vanC C1, C2, C3, 

C4 pour la résistance 

intrinsèque (Résistance de bas 

niveau à la vancomycine mais 

pas à la teicoplanine) 

E. gallinarum   

E. 

casseliflavus 

E. flavescens 

E. faecium 
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vanD; vanD1, D2, D3, D4, D5 
(Résistance Faible à élevée pour 

la vancomycine et la 

teicoplanine) 

VanN (Résistance de bas niveau 

à la vancomycine) 

 

E. faecium 

 

 

E. faecium 

Fluoroquino

lones  

Inhibition des enzymes 

topoisomérases 

bactériennes, à savoir 

l'ADN gyrase et la 

topoisomérase IV 

Présence d'un homologue du 

gène qnr (qnr E. faecalis) 
Ofloxacine et ciprofloxacine 

 

E. faecalis 

Macrolides/  

lincosamide

s/ 

streptogram

ines 

Inhibition de la synthèse 

des protéines par liaison à 

la sous-unité 50S du 

ribosome 

Pompe à efflux ABC 

(Quinupristine, Dalfopristine, 

Clindamycine) 

(1) gène msrC (Clindamycine, 

Streptogramine A et B) 

(2) gène lsa (Lincosamide et 

Streptogramines) 

E. faecalis 

E. faecium 

E. faecalis       

E. avium         

E. gallinarum 

E. 

casseliflavus 

 

2.2. Résistance aquise (Figure 5)  

 

2.2.1. Résistance aux de β-lactamines  

 

Plusieurs souches d’E. faecium ont acquis des résistances de haut niveau aux β-lactamines par 

modification de la protéine de liaison à la pénicilline 5 (PLP5) qui entraîne: (i) une diminution 

de l'affinité des β-lactamines en raison d’un produit protéique modifié; (ii) une augmentation 

de la tolérance aux β-lactamines due à la régulation de l'expression génique; ou (iii) une 

combinaison de modifications (i) et (ii), qui peuvent augmenter la résistance de manière 

exponentielle (Lee et al., 2019). 

Une autre forme de résistance à l'ampicilline, médiée par une β-lactamase qui inactive 

l'antibiotique par le clivage du cycle β-lactame, a été décrite à la fois chez E. faecalis et E. 

faecium (Coudron et al., 1992).  

Initialement décrit chez les staphylocoques, le gène blaZ code pour une β-lactamase dans le 

cadre d'un opéron avec blaR1, un capteur transmembranaire et un transducteur de signal, et 

blaI, un gène répresseur (Hackbarth et Chambers, 1993).  
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Figure 5. Mécanismes de résistance acquise aux antibiotiques chez les entérocoques                                   

(Mercuro et al., 2018) 

 

Contrairement aux staphylocoques, où la production de β-lactamase est inductible, blaZ chez 

les entérocoques est exprimé de manière constitutive et à un niveau beaucoup plus faible, donc 

un inoculum bactérien élevé est nécessaire pour assurer une production suffisante de β-

lactamase [(Garrido et al., 2014 ; Lee et al., 2019)].  

 

2.2.2. Résistance aux glycopeptides  
 

Les glycopeptides inhibent la croissance bactérienne en interférant avec la biosynthèse du 

peptidoglycane. Les antibiotiques forment des complexes avec les extrémités peptidiques D-

Ala-D-Ala des précurseurs du peptidoglycane sur la surface externe de la cellule, ce qui 

empêche les enzymes de biosynthèse de la paroi cellulaire de les utiliser comme substrats pour 

la transglycosylation et la transpeptidation et, par conséquent, une altération de l'intégrité de la 

paroi cellulaire (Miller et al., 2014). 

Au moins huit types de résistance acquise aux glycopeptides ont été rapportés (Tableau 4) sur 

la base des données phénotypiques et génotypiques (vanA, vanB, vanD, vanE, vanG, vanL, 

vanM et vanN) (Figure 6), bien que vanC est une caractéristique intrinsèque d'Enterococcus 

gallinarum et Enterococcus casseliflavus [(Courvalin, 2006 ; Cattoir et Leclercq, 2013)].  

β-lactamines 

expression de PLP 5 

 

Aminosides Enzymes 

APH(2’) 

Pénicillines 

BlaZ 

Aminosides : 

Méthylation du site 

de liaison de l’ARNr 

16S : EfmM 

Linézolide : Altération 

de l’ARNr 23S  

Daptomycine : changement 

dans l'adaptation de la 

surface cellulaire   

Réticulation D-Ala-D-

Ala interrompue : 

VanA/VanB 
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Des gènes conférant une résistance aux glycopeptides sont désignés selon le nom du gène de la 

ligase, qui code soit pour un d-Ala-d-Lac (vanA, vanB, vanD et vanM) ou un d-Ala-d-Ser (vanC, 

vanE, vanG, vanL et vanN) ligase pour la synthèse des précurseurs de peptidoglycane à faible 

affinité pour les glycopeptides (Woodford, 2001). 

Les groupes de gènes vanA, vanB et vanD contiennent des gènes pour un système de régulation 

à deux composants (vanR et vanS), trois gènes de résistance (vanH, codant pour la 

déshydrogénase ; vanA, vanB ou vanD, codant pour la ligase ; et vanX, codant pour la dd-

dipeptidase) ; un gène accessoire (vanY) ; et le gène vanZ, qui est présent dans le groupe de 

gènes vanA, alors que le gène vanW ne se trouve que dans l’opéron vanB. Les gènes van sont 

fréquemment localisés dans des plasmides ou des transposons, qui facilitent leur diffusion au 

moyen de gène de transfert horizontal (Woodford, 2001). Les types de résistance les plus 

répandus sont vanA et vanB. Le réservoir du type VanA transférable (et en partie du type VanB) 

de la résistance en médecine humaine et dans d'autres habitats est E. faecium (Garrido et al, 

2014).  

 

 

Figure 6. Diagramme schématique des opérons van chez les entérocoques (Ahmed et 

Baptiste, 2018) (i) D-Ala-D-Lac operons (A, B, D, et M) (ii) D- Opérons Ala-D-Ser (C, E, G, L et N). D-Ala-

D-Lac, D-Alanine-D-lactate; D-Ala-D-Ser, D-Alanine-D-Serine; vanU, activateur transcriptionnel (U); régulateur 

de réponse vanR, (R); l'histidine kinase du capteur vanS (S); vanW, (W) fonction inconnue; vanH, (H) 

déshydrogénase; vanT, (T) sérine racémase; vanTm, domaine membranaire de sérine racémase (Tm); vanTr, 

domaine de la racémase (Tr) sérine; vanY; (Y) carboxypeptidase; vanX, (X) di-peptidase; vanXY, (XY) 

dipeptidase / carboxypeptidase; vanZ, (Z) fonction inconnue mais impliquée dans la résistance à la teicoplanine.  
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2.2.2.1. Le phénotype vanA 

 

Ce phénotype représente la forme de résistance aux glycopeptides la plus fréquente chez les 

entérocoques. Généralement, il est associé à une résistance à la vancomycine (CMI ≥ 128 μg / 

mL). La plupart des souches qui montrent ce phénotype est également résistante à la 

teicoplanine (CMI ≥ 8 μg/mL). Ce type de résistance est induit par les glycopeptides 

(vancomycine, teicoplanine, avoparcine et ristocétine) et par d'autres antibiotiques, comme la 

bacitracine, la polymyxine B ou la robénidine (Woodford, 2001). 

Le gène vanA code pour la D-ala-D-lac ligase (VanA), qui synthétise le dipeptide terminal D-

ala-D-lac, avec une affinité beaucoup plus faible pour la vancomycine. Le gène vanH code pour 

une déshydrogénase (VanH), qui produit du D-lactate par réduction du pyruvate. vanX code 

pour une D, D-dipeptidase (VanX), qui hydrolyse le dipeptide D-ala-D-ala, qui est généré par 

le chromosome ligase Ddl, et constitue la fin du pentapeptide glycopeptide-sensible. De cette 

façon, l'absence de toute cible de vancomycine dans la paroi cellulaire est assurée (Woodford, 

2001). 

En amont des gènes précités, il existe deux gènes régulateurs, vanR et vanS, qui codent pour un 

signal à deux composants du système de transduction (VanR, VanS) chargé de détecter la 

présence de glycopeptides et pour induire l'expression de gènes de résistance. VanS agit comme 

un capteur pour détecter la présence de vancomycine, il transmet le signal à VanR, le régulateur 

de réponse, ce qui entraîne l'activation de la synthèse d'autres protéines impliquées dans la 

résistance (VanH, VanA, VanX) (Garrido et al., 2014). 

Dans les souches de phénotype vanA, la vancomycine ainsi que la teicoplanine peuvent induire 

le phénotype de résistance, bien que les signaux exacts n'ont pas été identifiés (Garrido et al, 

2014). 

2.2.2.2. Le phénotype vanB  

 

Dans le phénotype vanB, la vancomycine induit une résistance mais pas la teicoplanine donnant 

un phénotype résistant à la vancomycine, mais sensible à la teicoplanine ; cependant, une 

expression constitutive (qui peut être sélectionnée par l’exposition à la teicoplanine) entraîne 

une résistance aux deux composés (Hollenbeck et Rice, 2012). 

La plupart des éléments vanB confèrent un degré variable de résistance à la vancomycine (CMI, 

4-1000 μg / mL), mais la majorité des souches restent sensibles à la teicoplanine in vitro, car 

cet antibiotique ne peut agir comme inducteur. Cependant, des mutants résistants à la 

teicoplanine ont été décrits après un traitement in vivo à la vancomycine, ainsi que chez des 

animaux expérimentaux traités à la teicoplanine (Hyden et al., 1993).  
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Trois formes d’allèle de vanB (vanB1, vanB2, vanB3) avec des fonctions homologues de la 

VanA ligase ont été décrites, correspondant aux phénotypes VanB1, VanB2 et VanB3. La 

présence de séquences d'insertion dans ce groupe est beaucoup plus faible que dans le 

phénotype VanA (Garrido et al., 2014). 

La présence de trois sous-types différents suggère qu'ils étaient acquis de forme indépendante 

de donateurs inconnus. Cependant, il semble que la plupart des phénotypes de résistance médiés 

par VanB sont acquis par la diffusion horizontale des gènes vanB2 au moyen de transposons 

conjugatifs du type Tn916 (Garrido et al., 2014). 
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Tableau 4. Résumé des caractéristiques phénotypiques et génotypiques des opérons chez les ERV (Ahmed et Baptiste, 2018)  

 

Van-opéron 

 

Espèces  

 

Niveau de résistance vancomycine vs. teicoplanine 

 

Expression Phénotypique  

Location 

& mobilité 

vanA 

 

E. faecium               

E. faecalis 

Élevé pour les deux Inductible  

 

Chromosome 

vanB; vanB1, 

B2, B3 

E. faecalis                

E. faecium 

Transférable 

élevé-variable pour la vancomycine  

Inductible Chromosome 

vanC ; 

vanC1, C2, 

C3, C4 

 

E. gallinarum 

E. 

casseliflavus 

E. flavescens 

 

Sensible à la teicoplanine 

Transférable 

Bas pour la vancomycine 

Sensible à la teicoplanine 

Constitutive 

Inductible 

 

Chromosome 

— 

 

vanD; vanD1, 

D2, D3, D4, 

D5  

 

E. faecium 

 

Bas à Élevé pour les deux 

Constitutive 

Inductible 

Chromosome 

— 

vanE 

 

E. faecalis Bas à modéré pour la vancomycine  

Sensible à la teicoplanine 

 

Inductible Chromosome 

— 

 

vanG; vanG1, 

G2 

E. faecalis  

 

Bas pour la vancomycine 

 

Inductible Chromosome 

 

vanL  

 

E. faecalis Sensible à la teicoplanine 

Bas pour la vancomycine 

Sensible à la teicoplanine 

Transférable 

 

Inductible 

Chromosome 

— 

 

vanM 

 

E. faecium 

 

Élevé pour les deux 

 

Inductible Unknown 

Transférable 

vanN 

 

E. faecium 

 

Bas pour la vancomycine 

Sensible à la teicoplanine 

Constitutive  

 

Plasmide 

Transférable  
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2.2.3. Résistance à la daptomycine 

 

La daptomycine est un antibiotique lipopeptidique avec une puissante activité bactéricide contre 

les bactéries à Gram-positif. Deux mécanismes principaux ont été postulés pour médier la 

résistance à la daptomycine chez les entérocoques. Le premier, caractérisé chez Enterococcus 

faecalis, est le détournement de l'antibiotique du septum (Figure 7) par redistribution des 

microdomaines de cardiolipine loin du plan de division au niveau du septum. Le deuxième 

mécanisme, observé chez E. faecium, est la répulsion électrostatique du complexe daptomycine 

/ calcium chargé positivement de la membrane cellulaire. Plusieurs gènes peuvent être 

impliqués dans ce mécanisme (Miller et al., 2014).  

Parce que son mécanisme d'action est distinct de celui des autres antibiotiques, la daptomycine 

est utile pour le traitement des infections causées par des souches Gram-positives 

multirésistantes. Une résistance à la daptomycine a été observée dans des isolats cliniques 

d’entérocoques après un traitement à la daptomycine, généralement à la suite de mutations dans 

les gènes chromosomiques (Galimand et al., 2011). 

 

Figure 7. Mécanismes de résistance à la daptomycine chez les entérocoques              

(Miller et al., 2014).  
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2.2.4. Résistance aux macrolides et aux lincosamides 

 

Les macrolides sont utilisés dans le traitement des infections humaines, l'érythromycine étant 

l'antibiotique de premier choix chez les patients allergiques aux pénicillines (Jensen et al., 

1999).  

La résistance aux macrolides est basée sur différents mécanismes : 

 Modification de la cible par des mutations précises. 

 Modification de la cible par méthylation de la sous-unité 23S de l'ARNr, de sorte qu'elle 

empêche la liaison des macrolides (c'est-à-dire des gènes ermA, ermB, ermC, ermTR). 

 Hydrolyse du cycle lactone de la molécule d'antibiotique. 

 Pompes à efflux, qui éliminent les molécules d'antibiotiques de l'intérieur de la cellule 

bactérienne (c'est-à-dire les gènes mefA, mefE, msrA, msrC, mreA). 

Les déterminants de la résistance aux macrolides les plus fréquents sont les gènes erm. Ceux-

ci codent pour une méthyltransférase qui agit sur des résidus de la sous-unité 23S d'ARNr. Cette 

enzyme provoque un N6-diméthylation d'un résidu adénine dans la sous-unité 23S ARNr, 

inhibant de cette manière la liaison de l'érythromycine (Pechère, 2001).  

La modification de la cible ribosomale provoque une résistance croisée aux macrolides, 

lincosamides et streptogramine B (MLSB), aux macrolides et lincosamides (MKS), ou aux 

macrolides, cétolides et streptogramine A et B (MKS). Plusieurs gènes erm ont été décrits, erm 

(B) étant le prédominant chez les entérocoques (Jaglic et al., 2012).  

 

2.2.5. Résistance à la tétracycline 

 

Chez les entérocoques, la résistance à la tétracycline est généralement associée à la présence du 

gène tet(M) qui confère une protection ribosomale, mais d'autres gènes apparentés offrant une 

protection ribosomale ont également été décrits, comme tet(O) et tet(S) (Aarestrup et al., 

2000). Dans les isolats cliniques, tet (M) est fréquemment associé à des éléments transposables 

de type Tn916, mais il peut également être trouvé dans les plasmides conjugatifs et sur le 

chromosome. D’autres gènes de résistance codent pour des protéines qui se lient au ribosome 

et modifient sa conformation, empêchant la fixation de la tétracycline (Leclercq, 1997). 
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2.2.6. Résistance à la rifampicine 

 

La rifampicine inhibe la croissance bactérienne en se liant à la sous-unité bêta de l'ARN 

polymérase (RpoB) et en empêchant l'initiation de la transcription (Wehrli et al., 1968).  

La plupart des résistances à la rifampicine résultent de mutations de sites spécifiques dans le 

gène codant pour la sous-unité bêta de l'ARN polymérase, ce qui réduit l'affinité de la 

rifampicine pour la polymérase. Des mutations du RpoB responsables de la résistance à la 

rifampicine ont été identifiées chez de nombreuses et diverses espèces de bactéries. Des études 

suggèrent que la résistance à la rifampicine découle de l'exposition du commensal microbiote à 

cet antibiotique pendant le traitement d'autres infections bactériennes (Kristich et al., 2014). 

 

2.2.7. Résistance aux quinolones 

 

Les quinolones ne présentent généralement qu'une activité modérée contre les entérocoques. 

Les quinolones inhibent la croissance des bactéries en interférant avec la réplication de l'ADN, 

en particulier en se liant aux topisomérases de type II qui contrôlent le surenroulement de l'ADN 

(ADN gyrase et ADN topoisomérase IV) et en inhibant leur fonction, conduisant à des ruptures 

mortelles du double brin de l'ADN. La résistance à la quinolone chez de nombreuses espèces 

de bactéries se produit via des mutations dans les « régions déterminant la résistance aux 

quinolones » des gènes codant pour la gyrase et la topoisomérase IV. Ces mutations empêchent 

une liaison efficace de l'antibiotique à l'enzyme, ce qui permet à la réplication de l'ADN de se 

poursuivre malgré la présence de l'antibiotique (Kristich et al., 2014).  

De telles mutations ont été observées chez des isolats cliniques d’E. faecium et E. faecalis 

résistants aux quinolones (Werner et al, 2009), mais sont absentes chez E. gallinarum et E. 

casseliflavus (López et al., 2011). 

L'externalisation de l'antibiotique par des pompes d'efflux est un autre mécanisme bien décrit 

de la résistance aux quinolones. Parmi eux, NorA et PmrA ont été impliqués dans la résistance 

aux quinolones et ont été décrits chez E. faecium (Hawkey, 2003). 

Un troisième mécanisme de résistance, trouvé chez E. faecalis est médié par le gène qnr et code 

pour une protéine avec une série de répétitions pentapeptidiques (Arsène et Laclercq, 2007).  

La présence de cette protéine est susceptible de protéger l'ADN gyrase en diminuant la liaison 

à l'ADN de la quinolone et la formation ultérieure du complexe quinolone-gyrase (tran et al., 

2005). 
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2.2.8. Résistance aux oxazolidines  

 

L'antibiotique représentatif dans ce groupe est le linézolide, qui montre une activité 

antimicrobienne élevée contre les bactéries à Gram positif (Diekema, 2001).  

Des mutations dans la sous-unité ribosomale 23S confèrent une résistance à cet antibiotique. 

Les niveaux de résistance dépendent du nombre d'allèles pour les gènes d'ARNr mutés. Les 

souches résistantes au linézolide peuvent également présenter une co-résistance à d'autres 

antibiotiques tels que la vancomycine, l’ampicilline, les macrolides, les fluoroquinolones, le 

chloramphénicol, la rifampicine, la gentamicine, la nitrofurantoïne et l’association 

triméthoprime / sulfométhoxazol (Jones et al., 2002).



 

 

   SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE  

29 

 

CHAPITRE 3 : PROGRAMME DE SURVEILLANCE DES 

ENTEROCOQUES 

1. Traitement actuel des infections à Entérocoques  
 

L’IDSA (Infectious Disease Society of America) a inclu E. faecium parmi les pathogènes 

ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 

Acinetobacter spp. Pseudomonas aeruginosa et Enterobacter spp.) pour lesquels de nouvelles 

thérapies sont nécessaires de toute urgence [(Rice et al., 2004) ; (Arias et Murray, 2012)]. 

La Sélection optimale d’antibiotiques pour les infections à entérocoques multirésistants 

nécessite une réflexion approfondie sur l'efficacité clinique, la sécurité et les principes 

pharmacodynamique/pharmacocinétique. Il existe un consensus général selon lequel une 

bithérapie est préférée pour l'endocardite compliquée à E. faecalis, tandis que la monothérapie 

sur des durées plus courtes est généralement adéquate pour d'autres infections (Mercuro et al., 

2018). Bien que le linézolide soit le seul médicament approuvé par la «Food and Drug 

Administration (FDA) » pour l'infection à ERV, ses premières études étaient basées sur des 

données limitées lorsque peu d'options de traitement étaient disponibles. Le linézolide est 

bactériostatique et les échecs de traitement ont été décrits dans les infections endovasculaires 

(Mercuro et al., 2018). 

Des études récentes suggèrent que la daptomycine devrait être utilisée comme traitement de 

première ligne contre les souches d’E. faecium résistantes à la vancomycine provoquant des 

infections sévères. Cet agent antimicrobien doit être utilisé à doses élevées (10 à 12 mg / kg), 

quel que soit le niveau de CMI dans la plage de sensibilité (<4 μg / mL). Néanmoins, en cas de 

maladie affectant les patients gravement malades ou immunodéprimés (p. ex. neutropénie), une 

association avec des β-lactamines (ampicilline) doit être envisagée comme thérapie définitive 

(Contreras et al., 2019). 

Les nouveaux agents antibactériens doivent cibler les protéines capteurs et responsables d'une 

voie de réponse au stress, et être capables de désactiver le réseau de défense d'un microbe 

résistant, le laissant vulnérable à une thérapie vieille de plusieurs décennies. De plus, les 

anticorps monoclonaux, qui ont été utilisés avec succès dans le cancer et les maladies auto-

immunes, peuvent être conçus pour cibler spécifiquement les voies de transduction du signal 

entérococcique, rendant l’expression des gènes de résistance silencieuse pendant que 

l'antibiotique pénètre (Miller et al., 2014). 
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La médecine génomique offre la promesse de traitements ciblés individuellement pour chaque 

patient. Il n'y a aucune bonne raison de penser que le traitement antimicrobien devrait être 

différent (Miller et al., 2014). 

2. Recommandations et mesures de prévention des infections à 

entérocoques  

Une attention particulière est requise pour réduire la propagation des entérocoques par criblage 

du portage des Enterococcus faecium résistants à la vancomycine (ERVfm), cela nécessite 

beaucoup d’efforts de la part des microbiologistes et des spécialistes du contrôle de l'infection.  

 D’autres mesures importantes doivent être prises en compte :   

- Le rôle de la contamination par l'environnement hospitalier.  

- Le développement de meilleurs milieux sélectifs, une PCR avec plus de spécificité ou 

des tests rapides pour détecter l’ERVfm plus efficacement.  

- L'utilisation de PCR spécifiques aux clones, ce qui pourrait être utile pour détecter et 

contrôler les épidémies à ERVfm causées par des clones. Cette méthode combine la 

saisie et la détection d'une manière rapide et rentable. 

- Développement de cibles antimicrobiennes nécessaires pour le traitement des E. 

faecium multirésistants (MDR).  

- Le développement de nouveaux antibiotiques coûte cher, nécessite du temps et présente 

un risque de développement rapide de résistance à ces nouveaux médicaments. Par 

conséquent, il est important d’utiliser les antibiotiques actuellement disponibles avec 

prudence et optimiser le respect des précautions d'hygiène pour éviter la propagation 

des ERVfm résistants de patient à patient.  

- Il peut être judicieux de réduire la propagation de l’ERVfm par surveillance dans les 

populations à haut risque.  

- Des programmes de construction et de soutien financier structurel pour les hôpitaux 

seraient nécessaires pour mettre en œuvre le dépistage nosocomial du portage des 

ERVfm et des mesures ultérieures de contrôle des infections.  

- Les Collaborations transfrontalières peuvent s'avérer utiles dans la mise en œuvre de 

tels programmes de surveillance (Zhou et al., 2020). 
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MATERIEL ET METHODES  

1. Prélèvements  

 

Sur une période de 24 mois allant de Avril 2016 à Mars 2018, des prélèvements ont été effectués 

sur des patients hospitalisés dans différents services du CHU de Tlemcen et ayant séjourné 

pendant au moins 48 heures (Tableau 5), ces derniers ont été colléctées soit par la technique 

d’écouvillonnage (Jomha et al., 2014)  sur des plaies infectées ou par collecte des urines, de 

liquide de dialyse, d’hémoculture et des cathéters. Tous les prélèvements ont été acheminés au 

laboratoire (LAMAABE) pour être tout de suite analysés. 

Les patients dont les signes cliniques n’évoquent pas une infection et ceux qui se sont présentés 

pour une consultation externe ont été exclus de l'étude. 

Tableau 5. Origine des prélèvements effectués dans chaque service 

Service Origine  

Pédiatrie Cathéters, plaies infectées 

Chirurgie A + B Cathéters, plaies infectées, 

hémoculture  

Néphrologie Liquide de dialyse 

Maternité Plaies infectées, urine, 

cathéters, hémoculture 

Urologie Urines, hémoculture 

    

   2.   Isolement et purification 
 

Dans cette étude, seuls les entérocoques ont été recherchés. Dans cette perspective, tous les 

prélèvements ont été cultivés sur un milieu sélectif à la bile esculine azide (BEA), et incubés à 

37°c pendant 24 à 48h.  

L’azide de sodium provoque l’inhibition des bactéries contaminantes à Gram négatif, la bile de 

bœuf quant à elle, empêche la croissance des bactéries à Gram positif, ainsi les entérocoques 

hydrolysent l’esculine en glucose et en esculétine. 

Les colonies ainsi obtenues ont été ré-isolées sur bouillon cœur cervelle hyper salé (6.5% NaCl) 

et incubées à 37°C pendant 24 à 48h. Les entérocoques donnent un trouble du bouillon BHIB 

ainsi qu’un précipité au fond du tube (aspect mie de pain). 
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La purification des souches a été obtenue par repiquage successif sur bouillon BHIB hyper salé 

puis sur gélose BEA (Bile Esculine Azide) (Brossard et al., 2002). 

La Figure 8 représente les étapes suivies pour l’isolement du genre Enterococcus 

 
 

Colonies de coques Gram+ en diplocoques ou en 

chainettes 

Catalase – sur BEA 

Esculine – 

Colonies blanches 

Esculine + 

Colonies noires 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8. Schéma illustratif pour l’identification présemptive des Entérocoques d’interêt 

clinique (Leyral et Joffin, 1998) 

3. Identification 
 

        3.1. Identification biochimique  

 
L’identification des isolats après le contrôle de la pureté a été basée sur les caractères phénotypiques 

macroscopiques et microscopiques (coloration de Gram). 

Toutes les souches ont été identifiées grâce aux méthodes bactériologiques classiques 

(hydrolyse de l’esculine, absence de la catalase, hémolyse), et par les caractères biochimiques à 

l’aide des galeries API 20 Strep (Bio Mérieux). 

             3.1.1. Recherche de la catalase 
 
 

Le test de la catalase est fondamental pour orienter l’identification des coques à gram positif. 

Cette enzyme est produite en abondance par les bactéries à métabolisme respiratoire qui peuvent 

détruire les peroxydes H2O2 dont l’accumulation à un effet létal pour les bactéries. 

 

Réaliser une culture en bouillon 

riche hypersalé (60g/l) 

 

Pas de culture  Culture  

Streptococcus  

Oral probable 

(S. pyogenes ou pneumoniae exclus) 

Enterococcus probable  

Réaliser une identification biochimique avec une galerie 

appropriée  

Enterococcus  
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Ce test est réalisé en prélevant une quantité suffisante de culture et en la mettant au contact d’eau 

oxygénée, une réaction positive se manifeste par un dégagement immediat d’oxygène sous forme 

de bulles de gaz (Joffin et leyral, 2001). 

 

             3.1.2. Activité hémolytique   

 

L’activité de l’hémolysine de chaque souche a été déterminée sur gélose Columbia base au sang 

(Oxoid, Royaume-Uni) contenant 5% de sang de mouton défibriné. Ce test est très important 

dans l’identification et la classification des entérocoques, il présente trois types d’hémolyse : 

- Hémolyse α : résulte d’une hémolyse partielle ou incomplète des hématies autour des 

colonies qui leur confère une couleur verdâtre.  

- Hémolyse ß : résulte d’une hémolyse complète des hématies qui s’interprète par une 

zone claire autour des colonies. 

- Hémolyse γ : absence d’hémolyse 

Les entérocoques présentent des zones claires autour des colonies indiquant la production de β-

hémolysine (Joffin et Leyral, 2001). 

         3.1.3. Identification par système API Strep  

L’identification a été complétée par les tests biochimiques de la galerie API 20 strep 

(biomérieux, France) de la souche préalablement ensemencée sur une gélose au sang, c’est un 

système standarisé associant 20 tests biochimiques, des microtubes contenant des substrats 

déshydratés pour la mise en évidence d’activités enzymatiques ou de fermentation des sucres. 

Les réactions produites durant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés 

spontanés ou révélés par l’addition de réactifs (VP1, VP2, NIN, ZYMA et ZYM B) (Leyral 

et Joffin, 1998).   

L’identification est obtenue à partir du profil numérique grâce au logiciel API. 

 

         3.1.4. Identification génotypique des souches d’entérocoques isolées   

 

Cette technique a été réalisée en partenariat avec le laboratoire de Biotechnologie et Valorisation 

des Bio-Géo Ressources (BVBGR) LR11/ES3 à l’Institut Supérieur de Biotechnologie, 

BiotechPôle (BP-66, 2020) en Tunisie. 

Cette technique moléculaire de polymérisation en chaine (PCR) permet de confirmer 

l’identification des souches grâce à la recherche du gène ‘tuf’, un facteur d’élongation qui joue un 

rôle important dans la synthèse des protéines (Li et al., 2012). 
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              3.1.4.1. Extraction d’ADN chromosomique  
 

Il est essentiel de purifier l'ADN de l'échantillon d'intérêt de manière à pouvoir l'amplifier et 

l'analyser efficacement par des méthodes moléculaires. Il existe plusieurs méthodes d’extraction 

de l’ADN génomique, la technique de ‘Boiling’ étant la plus simple et son rendement est tout à 

fait efficace. Elle consiste à faire chauffer l’échantillon à la température d’ébullition, puis le placer 

dans de la glace, le choc thermique provoque l’éclatement de la cellule bactérienne et la libération 

de l’ADN.  

Un volume de 1,5ml de culture en bouillon est centrifugé et le culot est récupéré puis mis dans 

200 µL de tampon de lyse TE (Tris 10mM, EDTA 1mM (pH=8). Le mélange obtenu est 

homogénéisé et chauffé à 100°C pendant 10 minutes. Créer un choc thermique en mettant les 

tubes dans la glace. L’ADN bactérien total a été obtenu après élimination des débris cellulaires 

par centrifugation à 13 000 rpm pendant 10 mn et à 4°C. L’ADN ainsi récupéré de la phase 

aqueuse (surnageant) est conservé au congélateur à -80°C pour des utilisations ultérieures 

(Cupáková et al., 2005). 

 

              3.1.4.2. Recherche du gène Tuf   

 

Le gène tuf (EF-Tu) est impliqué dans la formation de la chaîne peptidique. Il s'agit d'une partie 

omniprésente et hautement conservée du génome de base et est plus discriminante que le gène 

de l'ARNr 16S pour identifier les souches appartenant aux genres Enterococcus (Ke et al., 

1999).  

Les réactions d'amplification des gènes tuf (Bio-Life) ont été réalisées avec des couples 

d'amorces spécifiques illustrés dans le Tableau 6.  

 

Tableau 6. Amorces utilisées pour la recherche du gène ‘Tuf ‘ 

 

                             Tuf-F 

 

5’- CCAATGCCACAAACTCGT -3’ 

 

Tuf-R 

 

5’- CCTGAACCAACAGTACGT -3’ 
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La recherche du gène tuf a été réalisée dans un mix total de 50 µ l à l’aide d’un appareil Gene Amp 

 (PCR system 9700)], suivie d’une révélation sur gel d’agarose à 2% (TAE 1X+ 7µ L de bromure 

d’Ethidium (10 mg/mL, Sigma) pendant 30 min, et une visualisation sous UV. 

Afin d’étudier l’ADN extrait et la recherche du gène, celui-ci doit être amplifié par la réaction de 

polymérisation en chaine (PCR) dans un mélange réactionnel bien défini (Tableau 7). La taille du 

fragment amplifié par le couple tuf F-tuf R est de 803 pb.  

 

Tableau 7. Composition des mélanges réactionnels pour la PCR 

 

Constituants (CC 

Stock) 

CC finale Volume de la 

réaction (50 µL) 

Tampon PCR 10x 5x 5 µL 

MgCl2 - 3 µL 

dNTP 250 mM 4 

Amorce F : tuf F - 1 

Amorce R: tuf R - 1 

Taq polymérase 2.5 U 0.5 µL 

ADN  - 5 µL 

Qsq H2O vol. 

final 

 30.5 µL 

 

 

Cette technique consiste en  une succession de cycles thermiques, une dénaturation de 10 min à 94 

°c et 30 cycles d'amplification constitués de 30 sec à 94 °C, 1 min à 51 °C et 1 min 30 sec à 72 °C, 

et enfin 10 min à 72 °C pour l'extension finale.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            

Les produits d’amplifications ont été séparés sur gel d’agarose à 2%. 

Le marqueur de taille moléculaire 100pb /1kb a été placé à l’extrémité du gel afin de pouvoir 

analyser la taille des fragments obtenus. Ceux-la sont ensuite déterminés par le système d’imagerie 

en comparaison avec les contrôles positifs et en se référant aux marqueurs de tailles. 

 

                3.1.4.3. Séquençage du gène « tuf » 

 

La succession des bases de données nucléotidiques a été analysée et comparée aux séquences 

disponibles sur la base de données d'informations GenBank au National Center for Biotechnology 

(NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) en utilisant le programme BLAST (Altschul et al., 1990).  
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4. Détermination phénotypique de la sensibilité aux antibiotiques des souches 

d’entérocoques isolées  

 

L’antibiogramme a été réalisé par la technique de diffusion sur milieu gélosé selon les normes       

préconisées par le Comité de l’Antibiogramme de la Société Française de Microbiologie (CASFM) 

(2018). Un contrôle de qualité a été réalisé au préalable de chaque antibiogramme en utilisant deux 

souches de référence : Enterococcus faecalis ATCC 29212 et Staphylococcus aureus ATCC 25923. 

Dix-huit molécules d’antibiotiques sous forme de disques ont été testées: Vancomycine (30 µg), 

Teicoplanine (30 µg), Imipénème (10 µg), Ampicilline (10 µg), Amoxicilline (30 µg), Céfalexine 

(30 µg), Céfoxitine (30 µg,), Gentamicine (10 µg), Tobramycine (10 µg), Amikacine (30 µg), 

Néomycine (30 µg), Ofloxacine (5 µg), Ciprofloxacine (5 µg), Rifampicine (5 µg), Erythromycine 

(15 µg), Tétracycline (30 µg), Clindamycine (2 µg), Fosfomycine (5 µg).  

Des disques imprégnés d’antibiotiques (Biomérieux, France) ont été déposés à la surface de la 

gélose préalablement ensemencée avec une dillution calibrée (0.5 Mc Farland) de la souche à tester 

selon les recommandations du CASFM (2018). 

Les diamètres de chaque zone d’inhibition ont été mesurés avec précision en mm, et chaque bactérie 

a été classée dans l’une des catégories : sensible, intermédiaire ou résistante (annexe I).       

5. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) sur 

microplaque  

 

Des microplaques à 96 puits et à fond en U (plaque de microtitration) ont été utilisées pour la 

détermination des CMI vis avis d’un même antibiotique allant de 0.5 à 512 μg/mL. 

L’inoculum bactérien de densité 0.5 Mc Farland a été distribué dans une série de cupules d’une 

même ligne contenant les dilutions croissantes de l’antibiotique à l’aide de micropipette. Le tout 

est incubé 24h à une température de 37°C. la CMI de chaque antibiotique correspond à la première 

cupule ‘claire’ (pas de culture par rapport au témoin sans antibiotique). Celle-ci est comparée aux 

CMI critiques correspondantes à chaque antibiotique testé. 

La CMI des huit antibiotiques suivants a été déterminée par la méthode de microdilution en bouillon 

MH selon les recommandations du CASFM (2018) : Ampicilline, Amoxicilline/Acide 

clavulanique, Imipénème, Gentamicine, Amikacine, Ciprofloxacine, Vancomycine et 

Teicoplanine. 
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6. Détermination des concentrations minimales inhibitrices des glycopeptides 

par E-test   
 

Le principe de la CMI par E-test est basé sur la combinaison de deux concepts : dilution et diffusion. 

Le système E-test consiste en une bandelette en plastique, non poreuse, calibrée par un gradient 

préétabli de concentrations d'antibiotique, couvrant 15 dilutions pour déterminer la CMI en µg/mL 

d'une souche testée en milieu gélosé. Le gradient couvre une rangée de concentrations allant de 

0,016 à 256 µg/mL ou 0,002 à 32 µg/mL selon l'antibiotique. 

La CMI des deux glycopeptides testés à savoir la Vancomycine et la Teicoplanine a été confirmée 

grâce aux bandelettes E-test (Biomérieux, France) sur milieu solide selon les recommandations du 

CASFM (2018). 

Les mêmes étapes que la réalisation d’un antibiogramme ont été suivies. 

L’antibiotique diffuse en formant un gradient important : la zone d’inhibition a la forme d’une 

ellipse et la lecture est alors directe sur la bandelette, là où celle-ci rencontre la zone d’inhibition 

(Joffin et Leyral, 2001). 

7. Analyse statistique  
 

L'analyse statistique des fréquences d’isolement des deux espèces E. faecalis et E. faecium ainsi 

que les pourcentages de résistance des deux espèces a été réalisée à l'aide du logiciel SPSS (IBM 

SPSS statistics 20). Une probabilité inférieure à 0,05 (p <0,05) a été considérée comme 

statistiquement significative.
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8. Recherche et amplification des gènes de résistance à la vancomycine par PCR  
 

Les réactions de PCR ont été effectuées au vue de détecter les gènes codant pour la résistance à la 

vancomycine. L’extraction a été réalisée au laboratoire LAMAABE, puis les extraits ont été 

envoyés en Espagne au laboratoire de microbiologie, Université de Jaèn ; et au laboratoire 

Genoscreen (Lille, France) pour confirmation.  

 

8.1. Extraction d’ADN plasmidique  

 

L'ADN de bactéries présentant une résistance phénotypique à la vancomycine et à la teicoplanine 

par la technique de diffusion des disques, et confirmée par E-test a été extrait en utilisant deux 

techniques différentes.  

8.1.1. Extraction par la technique de (Courvalin et al., 1985) 

 

La préparation des tampons est décrite dans (Annexe II). 

L’extraction de l’ADN a été réalisée en plusieures étapes selon la (Figure 9). 

1. Préparer l’échantillon 

1mL de culture en 

bouillon de 24h à 37°C 

 

 

 

 

Centrifuger 2minutes à 

15000xg 

 

2. Pré lyse de l’échantillon 

 

 

 

Resuspendre le culot 

dans 1 ml de tampon B et 

Incuber 1 heure à 37°C 

 

3. Centrifuger 30 

secondes à 15000xg 

  

 Resuspendre le culot 

dans 40 µl de tampon A 

 

4. Lyse de l’échantillon 

 

  

Transférer dans 600 µL 

de la solution de lyse 

(tampon C) 

 

5. Mélanger 

immédiatement en 

inversant doucement les 

tubes 2 à 3 fois. 

   

  

Incuber les tubes à 37°C 

pendant 20 minutes.  
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Figure 9. Protocole pour l’extraction et la purification d’ADN plasmidique                                           

selon Courvalin et al., (1985) 

8.1.2. Extraction Avec le Kit Nucleospin Tissue  
 

La Composition du kit « Nucleospin Tissue » de Macherey Nagel et la préparation des tampons 

sont décrites en (Annexe II) selon les instructions du fournisseur. 

L’échantillon a été préparé selon le protocole décrit dans la Figure 10.  

 

 

 

 

 

 

6. Neutralisation  

 Ajouter 30 µl de tampon 

D. Mélanger puis 

Ajouter 160 µL de 

tampon E 

 

 

7. Incuber les tubes dans 

de la glace pendant une 

heure 

   

  

Centrifuger 5 minutes à 

vitesse maximale   

1. Décanter le surnageant 

(500 à 600 µl) dans un 

autre tube à Eppendorf 

   

 Ajouter 550 µl 

d’isopropanol 

prérefroidi à -20°C et 

Incuber 30 min à -20°C 

 

9. Centrifuger 3 min à 

vitesse maximale   

  

Décanter en inversant les 

tubes 

   

 

 

10. Récupérér l’ADN pur 

  

 

Reprendre les culots 

dans 40 µl de tampon A. 

Conserver à -20°C. 
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Figure 10. Protocole pour l’extraction et la purification d’ADN génomique 

NucleoSpin Tissue (Macherey-Nigel) 

 

 

2. Préparer l’échantillon 

 

 

 

 

1 ml d’une culture de 

24h 

 

 

2. Pré lyse de 

l’échantillon 

 

 

180 µl tampon, T1 

25 µl Protéinase K + 

20µl Rnase (20 mg/ml) 

56°C, 1-3h 

 

 

3. Lyse de l’échantillon 

 

  

200 µl tampon B3 

70°C/10min 

 

 

4. Ajuster les conditions 

de liaison à l’ADN 

 

  

210 µl d’éthanol 96-

100% 

 

 

5. Liaison de l’ADN  

 

  

1 min /11000xg 

 

 

6. Laver la membrane de 

silice 

 

 1er lavage : 500 µl de 

tampon BW 

2ème lavage : 600 µl de 

tampon B5  

1 min /11000xg 

 

7. Sécher la membrane 

de silice 

 

 1 min /11000xg 

 

 

8. Elution de l’ADN très 

pur 

 

 600 µl de tampon BE 

(70°C) 

1 min à température 

ambiante 

1 min /11000xg 
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8.2. Recherche des gènes de résistance aux glycopeptides : gène VanA et VanB 

 

Pour la recherche des gènes de résistance à la vancomycine, deux couples d’amorces ont été 

utilisés (Tableau 8) : vanA et vanB,  

Tableau 8. Propriétés des couples d’amorces utilisées pour la détection des gènes de 

résistance à la vancomycine 

 

 

 

8.2.1. Amplification des gènes vanA  c h e z  les souches témoins 

 

Deux souches d’Enterococcus faecium VanA et VanB fournies par le laboratoire d’immunogénétique 

moléculaire (Université Montpellier 2), ont été utilisées pour le contrôle et la recherche du gène Van,  

La préparation du mix pour les deux souches est décrite dans le (Tableau 9).  

 

Tableau 9 : Préparation du mix pour l’amplification des deux souches contrôle  
 

 
 

Produit Volume pour un tube 

(µL) 

Mix pour 3 tubes (µL) 

TP 10X taq 5 15 

dNTP           6 18 

MgCl2  3 9 

          Amorce  EA1s 2,5 7,5 

           Amorce EA2as 2,5 7,5 

       Taq polymérase 0,5 1,5 

EQ 28,5 85,5 

   

Volume total 48 144 

 
 
 
 

 

     Amorce Séquence          Gène  Taille (pb) 

EA1s GGGAAAACGACAATTGC    vanA  

       

732 
EA2as GTACAATGCGGCCGTTA    vanA 

EB3s ACGGAATGGGAAGCCGA   vanB         

647 
EB4as TGCACCCGATTTCGTTC   vanB 
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A partir du mélange mix, 48 µ L sont réparties dans chaque tube, auquel 2 µ L de chaque extrait 

génomique est ajoutée dans chacun des 2 tubes. Mettre dans l’appareil PCR (la taille du fragment 

amplifié par le couple EA1s-EA2as doit être de 732 pb). Enfin, réaliser 35 cycles PCR.  

 

Les amorces utilisées pour la détection du gène vanB sont EB3s et EB4as, et le même protocole 

que celui du VanA a été suivi. La taille du fragment amplifié par le couple EB3s-EB4as doit être 

de 647 pb. 

 

8.2.2. Recherche des gènes vanA chez les souches d’Enterococcus faecium  
 

La détection du gène vanA été réalisée par PCR chez les souches d’Enterococcus. A cet effet, 

un mix a été préparé selon le nombre de souches testées (Tableau 10). 

 

Tableau 10 : Préparation du mix pour les souches d’Enterococcus faecium 
 

 
 

Réactifs 
Volume pour un 

tube (µL) 

Concentration     

finale 

TP10X            2,5         1X 

dNTP            3       0,4mM 

MgCl2            1,5      25mM 

      Amorce EA1s           1,25      0,5mM 

      Amorce EA2as           1,25      0,5mM 

      Taq polymérase          0,25      1,25 U 

EQ          14,25          - 

ADN        1          - 

 
 

A partir du mélange mix, répartir dans chaque tube 25 µ L, puis ajouter 1 µ L de chaque extrait 

génomique dans chaque tube. Mettre dans l’appareil thermocycleur (Bio-Rad) selon le programme 

représenté dans la Figure 11. La taille du fragment amplifié par le couple EA1s-EA2as est 732 pb. 
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                                           1 min  
  
 
 
 
 
 

Figure 11. Programme de la réaction d’amplification en chaine (VanA, VanB) 
 

 

La migration électrophorétique a été réalisée de cette manière : Le dépôt des échantillons 

s’effectue dans l’ordre suivant : 2,5µL du marqueur de poids moléculaire dans le puits N°1, 10µL 

des témoins négatif et positif dans respectivement les puits 2 et 3, et 10µL de chaque échantillon 

dans les puits suivants et dans l’ordre de numérotation ; la cuve est fermée et branchée au 

générateur réglé sur 120 volts ; la migration va durer 40 minutes. 

Après ce temps, une visualisation est effectuée sous rayonnement ultraviolet à 70% ou 100%. Et 

la photo du gel est prise, vérifier la présence de la bande des témoins négatif et positif et celle du 

marqueur de poids moléculaire.  

L’interprétation se fait en comparant la taille des bandes des différents échantillons à celle des 

bandes du marquer du poids moléculaire et des témoins positif et négatif.  

Un échantillon est considéré positif si la bande apparait à la bonne taille. Un échantillon est 

considéré négatif si aucune bande n’apparait et si seulement des bandes parasites apparaissent. 

 

8.3. Recherche du gène VanB par PCR  
 

La recherche du gène VanB a été réalisée sur les mêmes souches à phénotype résistant, et le même 

protocole que la recherche du gene VanA a été suivi. 

 

 

 

94°C 94°C 
 72°C 72°C  

5 min 1 min  
   54°C 

1 min et 
30sec 

7 min 4°C 

Hybridation 

Dénaturation Elongation ∞ 

Phase d’extension 

finale 

Pré-dénaturation  
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8.4. Recherche des gènes VanA et VanB par le laboratoire Genoscreen (Lille-

France) (compte rendu en annexe III)   

 

8.4.1. Extraction des ADN 

 

Les échantillons 1 et 2 ont été extraits avec le kit « Nucleospin Tissue » de chez Macherey Nagel 

(Protocole déjà décrit). 

8.4.2. Conditions PCR 

 

Les conditions PCR ainsi que la séquence des amorces et la composition des mix PCR ont été 

comme suit (Tableau 11). 

 

Tableau 11. Conditions PCR suivies par le laboratoire Genoscreen (Lille) 

 

 

Les amorces utilisées sont : 

VanA Forward :  GGGAAAACGACAATTGC 

 Reverse : GTACAATGCGGCCGTTA 

VanB Forward : ACGGAATGGGAAGCCGA 

 Reverse : TGCACCCGATTTCGTTC 

 

Programme bloc PCR: 

94°C 3mins  

       94°C   1min    

       54°C  1min         35 Cycles 

       72°C  1min  

       72°C         7mins  

                 4°C   

 

 Concentration finale 

Tampon 1X 

dNTP 0,24mM 

MgCl2 1,5mM 

Primer F 10pmol 

Primer R 10pmol 

H2O  

Taq polymerase 1U 

ADN 5ng 
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9. Séquençage des gènes Van  
 

Le séquençage de l'ADN a été réalisé par le laboratoire Genoscreen (Lille, France) en utilisant la 

méthode de séquençage Sanger (ABI3730), le protocole de réaction de séquence était le terminateur 

Big Dye V3.1. La succession des bases nucléotidiques a été analysée à l'aide de la base de données 

disponible sur le site Web du NCBI (http: //www.ncbi nlm.nih.gov). 
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RESULTATS ET DISCUSSION 

1. Epidémiologie  
 

La présente contribution est une étude prospective qui a été menée sur une période de deux années 

(avril 2016-mars 2018), au niveau de différents services du Centre Hospitalier Universitaire de 

Tlemcen (Algérie). 270 prélèvements ont été effectués, ceux-ci ont concerné des patients 

hospitalisés depuis au moins 48h et admis dans les services suivants (service de chirurgie A et B, 

service de Pédiatrie, Urologie, Néphrologie et le service de Maternité).  

Tableau 12 : Nombre de prélèvements effectués dans chaque service 

Service Nombre de prélèvements 

Pédiatrie 58 

Chirurgie A + B 96 

Néphrologie 13 

Maternité 28 

Urologie 75 

 

L’ensemble des patients étaient principalement des adultes (84%) et (16%) des enfants ; le nombre 

de femmes (137, (60%) était supérieur à celui des hommes (90, (40%) ; le groupe d'âge des adultes 

se situait entre 17 et 80 ans pour les hommes avec une moyenne d’âge de 46,3 ans, et entre 15 et 74 

ans pour les femmes (moyenne d’âge 48,6 ans). Les enfants du service de pédiatrie étaient âgés de 

4 jours à 13 ans.  

La majorité des patients suivaient une antibiothérapie, en particulier des bêta-lactamines et des 

aminosides avant ou pendant le prélèvement d'échantillons (urine, cathéter, sang, plaie ou liquide 

de dialyse).  

Sur les 270 prélèvements effectués, quatre-vingt-seize (96) ont été réalisés dans les services de 

chirurgie A et B et ont concerné des patients ayant subis une intervention chirurgicale et présentant 

des signes cliniques d’une infection (fièvre, plaies infectées, douleur à la palpation, rougeur, et 

écoulement anormal).  Dix-neuf pour cent (19%) d’entre eux avaient moins de 40 ans (Figure 12) 

et 45% étaient âgés de plus de 60 ans ; le sexe homme étant dominant. Effectivement, le risque 

d'infection nosocomiale s'accroisserait avec l'âge, les raisons et les facteurs sont complexes et 

probablement multifactorielles, et peuvent être dominés par une perte d´autonomie, suivie de la 

poly médication et des poly pathologies [(Simon et al., 2002) ; (Raschilas et al., 2006) ; (Boushab 

et al., 2019)].  
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Figure 12. Distribution de l’infection selon la tranche d’âge chez les patients hospitalisés                   

en service de chirurgie – CHU TLEMCEN 

 

La une durée d’hospitalisation chez tous les patients était supérieure à 4 jours pouvant aller jusqu’à 

12 jours. Le premier facteur de risque d’infection est la durée du séjour préopératoire. Ainsi, on 

assiste à une augmentation du taux d’infection pariétale en chirurgie propre allant de 1% en cas de 

séjour préopératoire inférieur à 1 jour, et à 4% en cas de séjour préopératoire supérieur à 14 jours 

(Migaud et al., 2005).  

Des conditions médicales chroniques sous-jacentes ont été signalées pour 73 patients (32,1 %). Les 

maladies cardiovasculaires étaient la comorbidité la plus fréquemment identifiée chez (26 %) de 

nos participants, suivies par l'hypertension artérielle (21%) et le diabète sucré (14 %). D’autres 

patients ont été diagnostiqués et hospitalisés pour différentes formes de cancer (7 %). 

 

Les prélèvements effectués dans le service de pédiatrie ont concerné Cinquante-huit enfants (58) 

avec un âge allant de 4 jours à 13 ans. Les nouveau-nés étaient souvent prématurés (moins de 37 

semaines) et de faible poids de naissance, ce qui peut être considéré comme un facteur de risque 

d’infection néonatale. Rameshwarnath et Naidoo en (2018), estiment que l'augmentation de 

l’infection nosocomiale chez les nouveau-nés de faible poids à la naissance et l’âge gestationnel 

inférieur à 36 semaines, la prématurité et les thérapies multiples sont des facteurs de risque 

importants chez les nouveau-nés car ils sont immunodéprimés. La détresse respiratoire et l'asphyxie 

à la naissance ont été identifiées comme facteurs de risque significatif associés à une infection 

nosocomiale.   

 

19%

36%

45%

MOINS DE 40 ANS 40-60 ANS PLUS DE 60 ANS 

Distribution de l'infection selon la 
tranche d'age 
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Les prélèvements réalisés dans le service de maternité ont concerné (28) femmes d’âge fluctuant 

entre 20 et 60 ans, qui étaient soit césarisées ou opérées pour une ablation mammaire ou utérine, 

toutes ont présenté une surinfection de la plaie. L'hygiène des mains et le non-respect de l'utilisation 

des gants représentent des facteurs de risque importants de non-conformité, contribuant à la 

complication de beaucoup de cas dans le service qui recrute un nombre considérable de patientes 

chaque jour (Ji et al., 2005). 

75 prélèvements effectués chez les patients du service d’urologie provenaient des urines de patients 

présentant une infection urinaire confirmée par les cliniciens. Les femmes étaient doublement 

infectées (66.66%) par rapport aux patients homme (33.33%) (Figure 13). Avec une moyenne d’âge 

de 59 ans et une durée d’hospitalisation qui s’étalait de 5 à 20 jours chez tous les patients, le 

prolongement de la durée d’hospitalisation expose les patients à un risque plus important d’infection 

(Eliakim-Raz et al., 2019).  

 

 

Figure 13. Répartition des infections urinaires chez les patients hospitalisés plus de 48H 

dans le service d’urologie– CHU TLEMCEN 

 

Selon une étude réalisée par Bischoff et al., en (2018), le facteur de risque majeur en relation avec 

une infection urinaire est le sexe. Ainsi, les patients de sexe masculin sont susceptibles de 

développer une infection urinaire, en plus de ces facteurs :  

- La résidence en maison de retraite,  

- Une hospitalisation préalable dans les 30 jours, 

- L’utilisation d'antibiotiques 30 jours avant l'admission,  

- La sonde urinaire,  

- Une infection urinaire récente ou récurrente,  

33.33%

66.66%

Infection urinaire

Hommes Femmes
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Le facteur de risque d’infection urinaire chez les femmes est la ménopause, ajouté à quelques 

caractères importants (Medina et Castillo-Pino, 2019), soit :  

- Leur état de santé,  

- Leur statut résidentiel (institutionnalisée ou non),  

- L’âge,  

- La présence de diabète sucré,  

- Les antécédents de cathétérisme, 

- Un dysfonctionnement de la moelle épinière et, 

-  L’utilisation d'antibiotiques.  

L’échec thérapeutique lors d’un traitement d’une infection urinaire survient généralement chez le 

sujet âgé hospitalisé, et conduit à un séjour prolongé de plus de 30 jours, associé à d’autres facteurs 

comme : un cancer métastatique, une ventilation mécanique, un poids élevé, une corticothérapie, 

causant souvent un taux de mortalité de 9% (Eliakim-Raz et al., 2019).  

2. Identification 
 

Sur les 270 prélevèments à visée diagnostique, 111 souches ont été identifiées et se sont avérées 

des cocci à Gram positif, aéro-anaérobies facultatives avec tolérance au NaCl, ne possédant pas une 

catalase, et ayant ou pas une hémolyse β, donnant des petites colonies sur le milieu bile esculine 

entourées d’un halo produisant un noircissement du milieu dû à l’assimilation de l’esculine qui 

donne de l’esculétine + fer ; permettant de les assigner au genre Enterococcus.  

Cette identification a été complétée par le système Api Strep, qui a révélé quatre biotypes différents, 

soit : 59 souches (53%) d’E. faecalis au biotype 5143711, 47 souches (42%) d’E. faecium au  

biotype 5157510 suivis de 2 espèces  d’E. durans 7156311  et 2 espèces  d’E. avium 7371016 avec 

des taux respectifs de et 6%. 8% (Figure 14).  



 

 

RESULTATS ET DISCUSSION  

50 

 

Figure 14. Résultats de l’identification selon les espèces par le système API Strep 

L’identification à l’espèce a été confirmée par la technique moléculaire de polymérisation en chaine 

(PCR) grâce à la recherche du gène ‘tuf’, les bandes correspondant à 803 pb (Figure 15), 

représentent le genre Enterococcus.  

                

Figure 15. Résultat de l’identification par PCR du gène ‘tuf’ 

 

Tous les produits amplifiés obtenus correspondant à 803 pb ont été séquencés pour valider leur 

identification, puis comparés aux séquences disponibles déposées dans la GenBank à la base de 

données du National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

en utilisant le programme BLAST. 

E. faecalis 
Biotype 5143711

E. faecium 
Biotype 5157510 

E. avium
Biotype 7371016

E. durans 
Biotype 7156311

Résultats de l'identification

E. faecalis E. faecium E. avium E. durans

Gène tuf 

(803 pb) 

Marqueur  

Contrôle 

positif 
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2.1. Répartition des souches d’entérocoques selon les services et le type de 

prélèvements  

 

Les résultats de la Figure 16 montrent que les espèces d’Enterococcus sp étaient plus isolées du 

service de chirurgie avec 33% et plus spécialement des plaies suppurées ; et du service de pédiatrie 

avec 32%. Suivi par le service d’urologie avec 22,5% suite à des infections urinaires, 10% des 

souches provenaient du service de maternité et seulement deux pour cent du service de néphrologie. 

 

 

Figure 16. Répartition des souches selon les services 

Suite à notre identification et selon la Figure 17, quatre espèces d’entérocoque ont été isolées, avec 

une nette dominance des espèces E. faecalis et E. faecium responsables le plus souvent d’infections 

du site opératoire (49%) et d’infections urinaires (40%). Ces deux espèces ont été également 

retrouvées dans des hémocultures (10%), une souche d’E. feacium a été retrouvée dans du liquide 

de dialyse. Les souches E. avium et E. durans avec 1% seulement ont été isolées des infections du 

site opératoire.  

Celik et al., (2014), avaient signalé la présence d’E. faecalis dans les urines et dans les plaies 

opératoires avec une fréquence plus élevée que celle d’E. faecium, et l’absence d’E. avium et d’E. 

durans dans les urines et dans le sang. De même, Yilema et al., en (2017) ont pu isoler 41.6% des 

souches d’Enterococcus de prélèvements urinaires, 25% des plaies et 20.8% d’hémocultures.       
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Figure 17. Répartition des souches selon le type de prélèvements  

 

Avec une probabilité de 0.62, l’étude statistique a révélé globalement qu’il n’y a pas de différence 

significative entre les fréquences d’isolement des deux espèces E. faecalis et E. faecium.  

3. Résultats de l’état de résistance des souches de E. faecalis et E. fecacium 

vis-a-vis des familles d’antibiotiques   
 

La sensibilité aux antibiotiques des deux espèces dominantes (Figure 18) a révélé une inefficacité 

de certaines molécules. À l'exception de l'imipenème, qui était actif sur 83% des E. faecalis, toutes 

les ß-lactamines testées ont montré des taux d’inefficacité allant de 51% pour l'ampicilline à 100% 

pour les céphalosporines. La situation reste relativement la même pour E. faecium, qui s’est 

caractérisé par une résistance totale aux céphalosporines, plus prononcée vis-à-vis de l'imipenème.  

Rice et al., (2012) estiment que les souches d'E. faecalis peuvent exprimer des enzymes β-

lactamases qui confèrent une résistance de haut niveau contre toutes les pénicillines, à l'exception 

de celles associées aux inhibiteurs de la β-lactamases (sulbactame ou clavulanate). Le gène de la 

pénicillinase entérococcique se trouve souvent sur un plasmide transférable. 

Le taux de résistance à l'ampicilline enregistré dans ce travail reste relativement similaire à celui 

rapporté au Cameroun et en Éthiopie avec des taux d'environ 60% et 66,7% respectivement (Kamga 

et al., 2015). Cependant, il est plus important que celui rapporté par Komiyama et al.,(2016) au 

Brésil. 
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La résistance des entérocoques aux ß-lactamines est généralement due à deux mécanismes 

distincts : une surproduction de Penicillin-Binding Protein 5 (PLP5) avec une faible affinité pour 

les ß-lactamines ou une synthèse de ß-lactamases, qui apparaît beaucoup plus prononcée chez E. 

faecium que chez E. faecalis (O’Driscoll et al, 2015). En Turquie, une étude a montré une 

différence de réaction à l'ampicilline entre E. faecalis et E. faecium, avec respectivement des taux 

de résistance de 2% et de 71%, (Celik et al., 2014). Cette résistance s'exprime par la production 

d'un plasmide PLP5 seul ou en association avec des mutations ponctuelles, en particulier PLP5 

M485A avec insertion Ser en position 466 chez E. faecium (Kristich et al., 2014).  

L'activité des aminosides sur E. faecalis était différente selon les molécules testées, et bien que ces 

isolats développent des taux de résistance élevés à la néomycine (100%) et à l'amikacine (98%), ils 

étaient plus sensibles à la gentamicine (56%) qu'à la tobramycine (46%).  

Les entérocoques présentent une tolérance intrinsèque (se manifestant par le manque d'activité 

bactéricide) aux aminosides. Ce phénomène semble être médié par deux facteurs principaux : une 

mauvaise absorption de l'antibiotique nécessitant des concentrations plus élevées pour favoriser 

l'entrée dans l'espace intracellulaire et l'inactivation par modification covalente des groupes 

hydroxyle ou amino de la molécule d'aminoside réalisée par des enzymes entérococciques 

naturelles, créant une entrave stérique et une diminution de la liaison à la cible ribosomale. Chez E. 

faecalis, la résistance intrinsèque est causée par l'incapacité de l'antibiotique à pénétrer dans le 

cytoplasme et à inhiber la synthèse des protéines ribosomales (Aslangul et al., 2006).  

Chez E. faecium, deux gènes chromosomiques : une 6 ß-N-aminoglycoside acétyltransférase (aac 

(6) - Ii) (Costa et al., 1993) et une ARNr méthyltransférase (efmM), ont été associées à une 

résistance intrinsèque à la tobramycine, la kanamycine, la sisomicine et la nétilmicine (Galimand 

et al., 2011).  

De nombreux isolats cliniques possèdent également l'enzyme APH (3′) - IIIa, qui se traduit par une 

résistance à la kanamycine et à l'amikacine grâce à sa capacité de phosphotransférase (Miller et al., 

2014).  

L'activité des aminosides sur E. faecalis diffère vis-à-vis des molécules testées. Ainsi, la 

gentamycine et la tobramycine semblent ệtre plus efficaces que l’amikacine et la néomycine. Le 

taux de résistance à la gentamycine se rapproche de celui enregistré par Santella et al., (2019), qui 

est de 47%, contrairement aux résultats révélés par Kamga et al., (2015) où le taux de résistance 

était de 16% pour la gentamycine et de 20% pour la kanamycine.  
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En revanche, les fluoroquinolones semblent être relativement plus actives contre E. faecalis 

(ofloxacine 36%, ciprofloxacine 30%), que contre E. faecium (66% et 44% respectivement).  

Ce taux reste inférieur à celui rapporté par Saeidi et al., en (2017) (43%). Contrairement à l’espèce 

E. faecium qui a été plus résistante (44%), Santella et al.,(2019), ont signalé un taux élevé de 

résistance à la ciprofloxacine (88,6%) pour E. faecium, contrairement à E. faecalis qui a été plus 

sensible à la même molécule (38,3%), ce qui concorde avec nos résultats. Cette résistance est 

souvent due au système d'efflux actif codé par le gène emeA, qui affecte plusieurs molécules et qui 

est à l'origine du phénomène de multirésistance (Jia et al., 2014). 

La rifampicine n’a pas été très active vis-à- vis de nos souches où un taux avoisinant les 75% de 

resistance pour E. faecalis E. faecium a été signalé. Des taux similaires ont été signalés dans les 

études de Celik et al., en (2014) et de Jia et al., (2014). 

La résistance à la rifampicine provient d'une variété de mutations dans le gène rpoB qui code pour 

la sous-unité β de l'ARN polymérase (Kristich et al., 2014).  

Notons tout de même qu’en 2007, Rand et al., ont décrit un isolat d'E. faecium qui a développé une 

résistance à la rifampicine sans aucune preuve de mutations dans le gène rpoB, d'inactivation 

enzymatique ou de pompes d'efflux. Le mécanisme exact de la résistance n’a pas été élucidé, mais 

il est intéressant de noter que le phénotype résistant était réversible après incubation avec des 

concentrations sous-inhibitrices de daptomycine. 

Selon Andrews et al., (2000), les entérocoques sont souvent résistants à la rifampicine, même si 

cet antibiotique n'est pas couramment utilisé dans les infections à entérocoques. 

Avec des taux de résistance respectifs de 81 % et 85% de l’érythromycine vis-à-vis d’E. faecalis 

et d’E. faecium ; deux mécanismes sont considérés comme responsables de la résistance aux 

macrolides chez les entérocoques, soit la modification du site cible de l'érythromycine médiée par 

le gène erm ou l'efflux antimicrobien médié par le gène mef [(Portillo et al., 2000) ; (Leclercq, 

2002)].  

Des taux similaireS (88% et de 71%) ont été signalé par Kamga et al., (2015) et par Saeidi et al., 

(2017) en Arabie Saoudite.  

En Italie, dans une étude de Santella et al., en (2019), la résistance à l’érythromycine était de 100% 

pour E. faecalis contre 54% pour E. faecium, contrairement à notre étude où E. faecium était moins 

sensible (Tableau 14). 

Les tétracyclines sont inactives vis-à-vis de nos souches où des taux de résistance de 90 % ont été 

constatés, ces fortes résistances avaient déjà été retrouvées dans une étude similaire en Turquie de 

Celik et al., 2014.  
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Dans une étude réalisée par Tian et al., en (2019), 100% des isolats cliniques d'Enterococcus 

résistants à la tétracycline portaient le gène tetM, ce qui confirme que la résistance acquise aux 

tétracyclines chez les entérocoques est souvent due à des éléments génétiques mobiles. 

La Clindamycine a été totalement inactive sur nos souches avec un taux de résistance de 100% 

pour les deux espèces étudiées, ce qui est contraire aux résultats signalés par Jia et al., en (2014), 

où cette molécule a été très active contre E. faecalis pour les quels seulement 9,1% ont été résistants, 

mais l’espèce E. faecium a été résistante à 25%.  

E. faecalis possède une résistance intrinsèque à la clindamycine, grâce à l'activité conférée par 

l'expression du gène lsa, Ce dernier est lié structurellement aux pompes à efflux ABC (ATP Binding 

cassette) (Singh et al., 2002). 

Le Tableau 14 montre une inefficacité totale de la Fosfomycine pour les deux espèces étudiées. 

Farina et al., 2011 ont démontré que la fosfomycine était plus active en association avec le 

céftriaxone contre 81,5% des souches d’E. faecalis isolées d’endocardite infectieuse, que si elle 

était testée seule. 

La fosfomycine est un antibiotique à effet bactéricide puissant car elle interfère avec la synthèse de 

la paroi cellulaire en inhibant l'UDP-N-acétylglucosamine énolpyruvyl transférase (MurA), une 

enzyme qui catalyse la formation de l'acide N-acétyl-muramique. Ce mode d'action de la 

fosfomycine (affectant la synthèse du peptidoglycane) confère une moindre résistance croisée avec 

d'autres antibiotiques et offre un large spectre d'activité contre les principaux genres à Gram positif 

(Staphylococcus spp., Enterococcus spp.) [(Ou et al., 2017 ; Candel et al., 2019)]. 

Les mécanismes de résistance de la fosfomycine comprennent la réduction du transport 

intracellulaire de l’antibiotique (mutation dans les gènes transporteurs, les gènes régulateurs ou 

ampC pour glpT), le changement de cible dû à des changements dans l'expression de murA et 

l'inactivation directe de l'antibiotique par les métalloenzymes (fosA, fosB et fosX) ou par des kinases 

(formA et formB) (Dijkmans et al., 2017). 

Quant aux glycopeptides, le Tableau 13 montre une sensibilite totale d’E. faecalis vis-a-vis de la 

vancomycine, et seulement 4% des souches d’E. faecium.  

Le risque de colonisation par les ERV dans les infections subséquentes est fréquemment observé 

lors d’un traitement antimicrobien antérieur chez des patients à risque accru présentant des maladies 

sous-jacentes sévères ou une immunosuppression avec un long séjour à l'hôpital, dans des 

établissements de soins de longue durée, et la proximité avec d'autres patients atteints d'entérocoque 

résistant à la vancomycine [(McDermott et al., 2018) ; (Lee et al., 2019)]. 
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Différents résultats publiés montrent que l’espèce E. faecium est plus résistante à la vancomycine 

par rapport à E. faecalis, en Chine (0,7% contre 0.0) (Jia et al., 2014), en Turquie (51% contre 0.0) 

(Celik et al., 2014), au Maroc 23, 6% d’E. faecium contre 17, 8% d’E. faecalis (Hannaoui et al., 

2016), en Italie (7,3% contre 1,9%) (Santella et al., 2019).  

Selon Garrido et al., 2014, E. faecium serait le réservoir de gène du type VanA transférable (et en 

partie le type VanB) de la résistance en médecine humaine et dans d'autres habitats. 

La résistance des entérocoques aux glycopeptides n’a pas cessé d’évoluer depuis l’apparition des 

premiers cas d’entérocoques résistants à la vancomycine (ERV) dans les années 1980 en Europe, 

puis en Amérique et partout dans le monde (Leclercq et al., 1988).  

La résistance est due à des changements dans la formation du peptidoglycane qui constitue la paroi 

cellulaire bactérienne. Normalement, la vancomycine se lie à l'extrémité D-Ala-D-Ala des 

précurseurs protéiques du peptidoglycane. La résistance se développe lorsque cette extrémité est 

changée en D-Ala-D-lactate de sorte que la vancomycine se lie avec moins d'affinité. Ceci est codé 

par des génotypes identifiés par ordre alphabétique de VanA à VanG (Levitus et al., 2020). 

En comparant les résultats entre les deux espèces étudiées, l'analyse statistique a révélé que les deux 

espèces semblent avoir relativement le même profil de résistance aux antimicrobiens (Figure 18). 

 

Figure 18. Profils de résistance des deux espèces E. faecalis et E. faecium 

 

Il faut tout de même signaler que E. faecium présente une différence significative avec E. faecalis 

pour la résistance aux molécules suivantes : l'imipénème, l'ampicilline, la tobramycine et 

l'ofloxacine (p<0,05) (Tableau 13).  
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Ce résultat concorde avec un travail réalisé en Italie par Santella et al., en (2019), où E. faecalis 

avait moins de pourcentage de résistance aux différents antibiotiques testés comme l'ampicilline, 

l'imipénème, la ciprofloxacine, l’érythromycine et la tétracycline par rapport à E. faecium. 

Tableau 13. Pourcentage et profils de résistance des deux espèces E. faecalis et E. faecium 

(p <0,05) 

4. Etat de multirésistance chez les souches d’E. faecalis et d’E. faecium 

isolées  
 

Les données enregistrées dans ce travail confirment l'état de multirésistance qui affecte la majorité 

des isolats testés ; en effet, l'ampleur du phénomène est telle qu'un isolat a montré une résistance à 

tous les antibiotiques testés, et qu'en moyenne huit souches d'E. faecium ont été résistantes à 11 

antibiotiques, ce qui limite considérablement les traitements thérapeutiques. Cette situation semble 

refléter les pratiques de soins et les choix thérapeutiques propres à chaque service. Aussi, selon une 

enquête personnelle d'observance réalisée dans le service de chirurgie de l’hôpital de Tlemcen, les 

antibiotiques les plus utilisés en 2017 étaient représentés par les céphalosporines (Céfazoline 35%, 

Céfotaxime 17%, et Céftizoxime 14%), ces molécules générant une pression de sélection pourraient 

être responsables de l’émergence de ces résistances.  

 

 

 

Antibiotique  

 

           E. faecalis (N= 59)  

 Résistance             %                       

 

  E. faecium (N= 47) 

 Résistance          %                  

 

Probabilité 

P 

Imipenème             10                             17                                                                     16                        34                                                               0.042 

Ampicilline             30                             51                                                                35                        74                                       0.013 

Amoxicilline            33                             56                                                              33                        70                                                         0.131 

Céfalexine              5                             100                                                                    47                      100                                                                     / 

Céfoxitine            59                           100                                            47                      100                        / 

Gentamycine          26                             44                                                    25                        53                                             0.350 

Tobramycine          32                             54                              38                        80                         0.004 

Amikacine               58                             98                                                  45                        96                       0.429 

Néomycine             59                           100                                     47                      100                                       / 

Ofloxacine                 21                             36                                                   31                        66                                      0.001 

Ciprofloxacine         18                             30                                       21                        44                                          0.132 

Rifampicine              45                             76                                                  37                        79                              0.764 

Erythromycine       48                             81                                                    40                        85                                          0.609 

Tetracycline         53                             90                                               43                        91                               0.771 

Clindamycine            59                           100                                              47                      100                                       / 

Fosfomycine            59                           100                                   47                      100                               / 

Vancomycine       0                               0                                        2                          4                                                            0.109 

Teicoplanine           0                               0                                                      2                          4                                                        0.109 



 

 

RESULTATS ET DISCUSSION  

58 

La Figure 19, illustre le caractère multirésistant de toutes nos souches d’Enterococcus 

séléctionnées qui présentent une résistance croisée aux β-lactamines et qui s’étend à d’autres 

familles d’antibiotiques réduisant ainsi l’éventail des molécules thérapeutiques actives. En effet, 

l’espèce E. faecium a été la plus résistante, puisque deux souches ont pu résister à plus de 16 

molécules d’antibiotiques.   

La multirésistance peut prolonger le temps d'hospitalisation, augmenter le coût du traitement, et le 

nombre de décès (García-Solache et Rice, 2019). 

 

 

Figure 19. Etat de multirésistance d’Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium 

 

5. Concentrations minimales inhibitrices 
 

Le caractère résistant des souches d’E.feacalis et d’E.feacium testées a été confirmé par la 

détérmination des CMIs afin de connaitre le niveau réel de ces résistances. 

Cette concordance avec les profils de l’antibiogramme s’est traduite par une fluctuation des niveaux 

de résistance dépassant parfois les 512μg/mL (Tableau 14). 

La combinaison de l'acide clavulanique associé à l'amoxicilline n'a pas amélioré l'activité de ce 

dernier, alors que l'imipénème a été caractérisé par une efficacité relative avec un taux de résistance 

de seulement 23%. Le taux de résistance à l'amikacine a été plus élevé que celui de la gentamicine.  
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L’efficacité des glycopeptides a été totale (100%) pour E. faecalis, mais pour E. faecium deux 

souches se sont distinguées avec des CMI de l'ordre de 256 μg/mL pour la vancomycine et de (48 

et 64 μg/mL) pour la teicoplanine. 

Tableau 14. Concentrations minimales inhibitrices (µg / mL) des entérocoques testés 

           ATB 

 

CMI 

VA 

S ≤    R˃ 

 4        4 

TEC 

S ≤   R˃ 

2      2 

CIP 

S ≤   R˃  

 4       4  

IPM 

S ≤   R˃ 

4        8  

AMC    

S ≤   R˃ 

 4       8 

AMP 

S ≤    R˃ 

 4        8 

GEN 

S ≤  R˃ 

 128 

AMK 

S ≤   R˃ 

128 

CMI < 1 69 73 20 44 32 33 36 0 

1≤CMI≤2 29 25 45 15 4 7 8 0 

2<CMI<8 0 0 4 18 6 0 4 0 

8≤CMI<64 0 1 4 13 16 14 6 4 

64≤CMI<256 0 1 7 7 16 12 21 8 

CMI = 256 0 0 10 2 8 4 16 6 

CMI≥ 512 2 0 10 1 18 30 09 82 

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice, VA : vancomycine, TEC : Teicoplanine, CIP : Ciprofloxacine, IPM : 

Imipénème, AMC : Amoxicilline/Acide clavulanique, AMP : Ampicilline, GM : Gentamycine, AMK : Amikacine. 

 

 

5.1. Résultats des CMI des glycopeptides : Cas de la vancomycine  
 

Les glycopeptides ont conservé leur efficacité sur les souches isolées dans ce travail, mais nous 

assistons tout de même à l’émergence de deux souches d’E. faecium présentant des concentrations 

minimales inhibitrices de l’ordre de 256µg/mL pour la vancomycine, mais le niveau de cette 

résistance a diminué vis-à-vis de la teicoplanine (48 et 64 µg/mL). Cette résistance a été rapportée 

pour la première fois en Algérie en (2008) chez E. faecalis, et bien que cette souche ait présenté des 

CMI de vancomycine et de Teicoplanine supérieures à 256µg/mL, elle fut sensible à l’ampicilline 

et à la pénicilline (Hamidi et al., 2008). Un autre cas a été signalé dans un hôpital à Alger en 2013, 

rapportant une résistance à la vancomycine d’une souche d’E. faecium. À l’exception de la 

pristinamycine, cette résistance a touché toutes les molécules testées (Aggoune et al., 2013).  

La Sensibilité des entérocoques à la vancomycine semble être importante au vue des CMI 

retrouvées, puisque 70% de nos souches possèdent des CMI inférieures à 0.5 µg/mL.  
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Dans une étude réalisée en Inde par Purohit et al., (2017), la CMI de la vancomycine variait de 

0,25 à 1 µg/mL dans la majorité des isolats, (74,8%) et (22,8%) avaient une résistance élevée à la 

vancomycine (CMI > 256 µg /mL) et à la teicoplanine (CMI= 64 µg / mL) représentant le phénotype 

VanA. Ces résultats restent supérieurs à ceux signalés par Zhang et al., en (2018) où la sensibilité 

était respectivement de l'ordre de 71,6% et 70,7%% chez E. faecium et E. faecalis.  

Dans une étude iranienne, le profil de résistance n'était pas différent de nos résultats, où les isolats 

étaient résistants à la teicoplanine (3%) et à la vancomycine (9%), ainsi qu'à quelques autres 

antibiotiques (Praharaj et al., 2013). 

Karna et al., (2019), ont rapporté que (42) souches d’E. faecalis testées dans leur travail, avaient 

une CMI comprise entre 2 et 8 µg/mL ; alorsque (37) souches d’E. faecium, avaient une CMI entre 

2 -16 µg/mL, et (4) souches résistaient jusqu’à 256 µg/mL. Signalant ainsi la différence de virulence 

entre les deux espèces. 

Sur une période de quatre ans (de 2015 à 2018), l'augmentation de la résistance pour plusieurs pays 

a été considérable ; Par exemple, en Italie, la résistance à la vancomycine chez E. faecalis diminue 

avec un faible pourcentage mais sans différence significative. En revanche, pour E. faecium, le taux 

de résistance à la vancomycine en 2018 a augmenté, avec un pourcentage de 12,2%. À ce jour, la 

résistance à la vancomycine chez E. faecium était de 17,3%, par rapport à 2015, où elle était de 

10,5% (Santello et al., 2019). 

Dans une synthèse réalisée par Osei Sekyere & Mensah (2019) sur la fréquence de ditribution des 

espèces d’Enterococcus en Afrique entre 2007 et 2019, à partir d’échantillons différents (humains, 

animaux et environnement), la prévalence du gène vanA était relativement élevée dans des 

échantillons environnementaux, (10,6%) (Tunisie) et 29,4–74,0% (Afrique du Sud), tandis que 5,7–

8,3% (Tanzanie), 46,2% (Égypte), 65% (Nigéria) et 100% (Afrique du Sud) étaient d’origine 

animale. Chez l'homme, 2,5% (Afrique du Sud), 3,0 à 3,5% (Égypte), 7,0% (Algérie), 20,8% 

(Tunisie) et 31,5 à 44,3% (Tanzanie) ont été signalés. Ces taux montrent une prévalence des ERV 

chez les animaux et les humains posant de graves menaces sanitaires.  

L’incidence du phénotype VanA dans les autres continents varie entre les deux espèces E. faecalis 

et E. faecium, il a été respectivement signalé à 0.2% et 20.8% en Asie ; à 19% et 1% en Europe, et 

à 64.7% contre 2.5% en Amérique du nord (Pfaller et al., 2019). 

Six gènes différents qui sont à l'origine de la résistance à la vancomycine ont été décrits jusqu'à 

présent chez les entérocoques, à savoir vanA, VanB, vanC, vanD, VanG, VanE et vanL (Tableau 

15). Ils peuvent être constitutifs ou inductibles, de localisation chromosomique ou plasmididique, 

et sont distribués selon les espèces d’Enterococcus (Werner et al., 2008).  
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Le type VanA se caractérise par une résistance élevée et inductible à la vancomycine (CMI 64- 1024 

µg/mL) et a été directement facilité par le transport du transposon Tn 1546, un transposon qui a 

largement diffusé chez les humains, les animaux et l'environnement (Makinen et al., 1989).  

Tableau 15. Résistance à la vancomycine chez les entérocoques (Werner et al., 2008).  

 Résistance acquise Résistance 

intrinsèque 

Phénotype VanA VanB VanD VanE VanG VanL VanC 

Gène 

ligase  

VanA VanB VanD VanE VanG VanL VanC 

CMI 

vancomyci

ne (mg/l) 

16 - 1000 4 - 32 (-

1000) 

64 - 128 8 - 32 16 8 2-32 

CMI 

Teicoplani

ne (Mg/l) 

(4-) 16 - 

512 

0.5-1 4 - 64 0.5 0.5 S 0.5-1 

Expression  inductible inductible constituti

ve 

inductible inductible inductible Constitutive/in

ductible 

Localisatio

n  

plasmide/ 

chromoso

me 

plasmide/ 

chromoso

me 

chromoso

me 

chromoso

me 

chromoso

me 

chromoso

me 

chromosome 

Transféra

ble par 

conjugaiso

n  

+/- +/- - - + - - 

Distributio

n chez les 

espèces 

d’Enteroco

ccus  

E. 

faecium 

E. 

faecalis 

E. durans 

E. hirae 

E. 

gallinaru

m 

E. 

casselifla

vus 

E. 

raffinosus 

E. avium 

E. 

mundtii 

E. 

faecium 

E. 

faecalis 

E. durans 

E. 

gallinaru

m1 

E. 

faecium 

E. 

faecalis 

E. 

raffinosu

s 

E. 

faecalis 

E. faecalis E. faecalis E. 

gallinarum: 

vanC1 

E. 

casseliflavus: 

vanC2/3 

 

Il existe de nombreuses variantes phénotypiques de base, la plupart semblent résulter de la présence 

de ligases bactériennes modifiées qui remplacent les séquences terminales de la D-alanyl-D-alanine 

par du D-alanyl-D-lactate ou de la D-alanyl-D-sérine avec une affinité de liaison réduite pour les 

glycopeptides (Cetinkaya el al., 2000). 

 



 

 

RESULTATS ET DISCUSSION  

62 

5.2. Résultats des CMI des β-lactamines  
 

 Nos résultats montrent que les souches d'entérocoques testées présentent un taux de résistance 

relativement moyen (54%) vis-à-vis de l'amoxicilline/acide clavulanique, ce taux qui reste 

comparable à celui exprimé envers l'ampicilline (52%) diminue pour atteindre les (40%) envers 

l'imipenème. De très rares souches productrices de pénicillinases ont été décrites (Arias et Muray, 

2012) ; Nos résultats semblent montrer une sensibilité à l'ampicilline plus importante que celle 

signalé par Zhang en 2018, 98% pour d'E. faecalis et 11,9% pour E. faecium.  

En Grèce, toutes les souches d'E. faecalis isolées sur une période de six années (2002-2007) étaient 

sensibles à l'ampicilline, tandis que pour les isolats d'E. faecium, des taux constamment élevés de 

résistance à l'ampicilline ont été détectés au cours de la période d'étude allant de 76,5% en 2003 à 

89,9% en 2005 (Protonotariou et al., 2010). 

5.3. Résultats des CMI des Fluoroquinolones (Ciprofloxacine)  
 

Nos résultats montrent que (35%) des souches sont résistantes à la ciprofloxacine, ce taux est 

nettement inférieur à celui signalé par Salem-Bekhit qui montrent que (49.9%) des isolats étaient 

résistants à la ciprofloxacine (Salem-Bekhit et al., 2012). Il en est de même pour les résultats 

signalés par Udo et al., en (2003) qui ont travaillé sur 415 souches et ont montré que 40% 

présentaient une résistance à la ciprofloxacine. L'action antibactérienne des quinolones est une 

inhibition de l'ADN gyrase et de l'ADN topoisomérase IV (enzymes qui agissent pour enrouler et 

dérouler l'ADN complémentaire) (Rice, 2012).  

Lopez et al., en (2011) ont montré que les souches avec une CMI de ciprofloxacine ≥32 µg/mL, 

présentaient des changements d'acides aminés dans les protéines GyrA et ParC. Néanmoins, une 

souche d'origine humaine clinique à CMI inférieure pour ce fluoroquinolone (CMI≤16 µg/mL), a 

présenté la séquence sauvage pour ces deux protéines. Les souches présentaient un changement 

d’acide aminé en GyrA (la sérine en position 83 a été changée en isoleucine, tyrosine ou arginine 

(s83i, s83Y Ou s83R), et un changement d'acide aminé en ParC (la sérine en position 80 est devenue 

isoleucine ou arginine : s80i ou s8OR) dans cinq combinaisons différentes. Une souche 

supplémentaire à une CMI de 128 µg/mL de la ciprofloxacine a présenté deux changements dans 

la GyrA (s83i et E87G) et un changement dans la ParC (s80i) (Lopez et al., 2011). 

Les deux enzymes sont composées de deux sous-unités, les sous-unités GyrA et GyrB de l'ADN 

gyrase et les sous-unités ParC et ParE de la topoisomerase IV (Schmitz et al., 1998).  

Des mutations uniques similaires dans les locus ser83 et Glu87 de la GyrA ont été associées à une 

augmentation de la concentration minimale inhibitrice (CMI) de la ciprofloxacine chez les souches 

d’E. faecalis [(Korten et al., 1994) ; (Tankovic et al., 1996)].  
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Des mutations de la gyrA et de la parC ont été observées chez Enterococcus faecium résistants à la 

quinolone à un niveau élevé (El Amin et al., 1999). 

Chez E. faecalis, une augmentation de la CMI de la ciprofloxacine à 8 µg/mL ou plus est associée 

à une double modification des acides aminés du codon 80 dans ParC (sérine à isoleucine) et dans 

GyrA soit dans le codon 83 (Sérine à Tyrosine ou Sérine à isoleucile) ou le codon 87 (acide 

glutamine à Glycine). Chez E. faecium, une CMI de ciprofloxacine de 4µg/mL n’est pas associée à 

des changements d'acides aminés dans les zones séquencées de mutations ponctuelles [(Korten et 

al., 1994) ; (Kanematsu et al., 1998)].  

Selon les résultats observés par Jia et al., (2014), chez les entérocoques, l’association d’un 

inhibiteur de la pompe à efflux actifs « la réserpine », avec une fluoroquinolone, réduit 

significativement les CMI de différentes molécules telles que la ciprofloxacine, la gatifloxacine et 

la lévofloxacine. 

5.4. Résultats des CMI des Aminosides (Gentamicine, Amikacine)  
 

Dans notre étude, 46% des souches ont présenté une résistance à la gentamicine dont 9 avaient une 

CMI >512 µg/mL et sont considérées hautement résistantes, ces résultats restent supérieurs à ceux 

trouvés par Salem-Bekhit et al., en (2012) qui ont signalé une résistance élevée chez 20.9% des 

isolats, mais sont inférieurs à ceux signalés par Padmasini et al., (2014) qui étaient de 46.7%. 

La résistance de haut niveau à la gentamicine (CMI ≥ 500 μg/mL) chez les entérocoques est 

principalement médiée par l’enzyme aac (6′)-Ie-aph (2′′)- Ia, qui code pour l'enzyme bifonctionnelle 

de modification des aminosides AAC (6′)-APH (2′′). L'action de cette enzyme chez les entérocoques 

élimine l'activité synergique de la gentamicine lorsqu'elle est associée à un agent actif de la paroi 

cellulaire, comme l'ampicilline ou la vancomycine. D’autres gènes AME ont été découverts plus 

tard tels que aph (2′′)-Ib, aph (2′′) - Ic, et aph (2′′) – Id (Padmasini et al., 2014). 

Nos résultats montrent que 96% de souches présentent une résistance à l'amikacine avec une CMI 

≥512 µg/mL, des auteurs ont signalé les mêmes résultats chez 22.8% d'entérocoques (Salem-Bekhit 

et al., 2012). De nombreux isolats cliniques possèdent également l'enzyme APH(3)-IIIa, qui 

entraîne une résistance à l'amikacine par sa capacité de phosphotransférase (Chow, 2000).  

Le gène acquis APH (2')-Ic codant pour des phosphotransférases a une activité contre la 

gentamicine, mais pas contre l’amikacine ; et aph (2')-Ib est un gène qui a été décrit chez E. faecium 

et sa présence entraîne une résistance à tous les aminosides à l'exception de l'amikacine (Chow, 

2000). 
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6. Concentration minimales inhibitrices par E-test  
 

Suite aux importantes CMI retrouvées chez les deux souches d’E. faecium vis-a-vis de la 

vancomycine (CMI≥512µg/mL) et la teicoplanine (64 µg/mL), une confirmation a été réalisée par 

E-test (Figure 20) qui montre une résistance totale. Ces taux restent relativement élevés par rapport 

à ceux signalés par Benammar et al., (2018) qui étaient ˃256 µg/mL pour la vancomycine et entre 

16-24 µg/mL pour la teicoplanine.  

 

Figure 20. Résultats des CMI par E-test vis-à-vis des glycopeptides pour les deux souches 

d’E. faecium isolées  

Ces deux souches d’Enterococcus faecium isolées dans ce travail proviennent de deux prélèvements 

différents, le premier à partir de liquide de dialyse (EF1), et le second d’une hémoculture (EF2). 

Leur résistance aux antibiotiques demeure inquiétante car sur l’ensemble des molécules testées, 

seule la pristinamycine s’est caractérisée par une efficacité sur la deuxième souche. Ces souches 

ont résisté à la gentamicine, ce qui est en accord avec les travaux réalisés à Cuba par Quinones et 

al., en 2017 qui ont signalé une résistance de haut niveau à cette molécule. Cette résistance n’a pas 

épargné les β-lactamines telles que l’ampiciline et l’imipenème (Tableau 13), ce qui concorde avec 

le résultat de Celik et al., (2014).  

La résistance de nos deux souches semble concerner plusieurs familles d’antibiotiques, comme les 

fluoroquinolones, ce qui suggère l’acquisition concomitante de plusieurs mécanismes de 

résistances.  

Une étude réalisée dans un centre de soins en Inde, a révélé que 44% de souches d’E. faecium 

étaient résistantes à la vancomycine avec des CMI >256 µg/mL par la méthode E-test contre 

seulement 4 % d’espèces d’E. faecalis (Bhatt et al., 2014).  

EF1 EF2 
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Plusieurs études ont également signalé que E. faecalis représente beaucoup moins d’isolats 

d'entérocoques cliniques résistants à la vancomycine par rapport à E. faecium (Werner et al., 2008). 

Dans une étude menée par Deshpande et al., (2013), moins de 2% d'E. faecalis étaient résistants à 

vancomycine, alors que 52% des isolats d'E. faecium étaient résistants à la vancomycine. 

La résistance acquise aux glycopeptides est médiée par divers mécanismes (types VanA / B / D / E 

/ G / L; cités précédemment (Tableau 15); les génotypes de résistance vanA et vanB sont de loin 

les plus répandus en Europe. Le réservoir de résistance de type vanA et vanB chez l'homme est E. 

faecium. Par conséquent, l'augmentation des taux d'ERV dans plusieurs pays européens sont dus à 

une prévalence croissante d'E. faecium résistants à la vancomycine (VREfm) (Werner et al., 2008). 

7. Recherche des gènes VanA et VanB  
 

Afin de confirmer cette résistance, des réactions d’amplification par PCR ont été réalisées chez les 

deux souches d’E. faecium isolées de liquide de dialyse et d’hémoculture, ce qui a permis de 

confirmer la présence du gène VanA et l’absence du gène VanB (Figure 21). 

Ce résultat est en accord avec celui enregistré au Maroc confirmant la présence exclusive du gène 

VanA chez 21 souches d’Entérocoques quel que soit leur origine communautaire ou hospitalière 

(Hannaoui et al., 2016). Un résultat similaire a été rapporté en Tunisie en (2014) chez 13 souches 

d’E. faecium exprimant l’origine de la résistance à la vancomycine par la caractérisation du gène 

VanA (Elhani et al., 2014).  

En Amérique du Nord, en Europe, en Asie et dans les pays d'Extrême-Orient, le vanA est le type de 

résistance phénotypique et génotypique aux glycopeptides le plus répandu parmi les isolats d'E. 

faecium (EARSS, 2001). 

Bien que la présence du gène VanA soit synonyme d’une résistance à la vancomycine, certains 

auteurs ont identifié une discordance entre le génotype et le phénotype en caractérisant des souches 

à la fois sensibles à la vancomycine tout en hébergeant le gène VanA, la présence discrète de ce 

support génétique pourrait être à l’origine d’une diminution de vigilance vis-à-vis de ces souches, 

permettant ainsi une diffusion silencieuse de ce gène (Szakacs et al., 2014).  

Des souches d’E. faecium phénotype VanB-génotype vanA présentant une sensibilité à la 

teicoplanine ont été rapportés dans plusieures pays du monde comme le Brésil (Zanella et al., 

2006) ; Des rapports similaires ont également été signalées dans certaines régions d'Asie de l'Est 

comme la Chine, le Japon et la Corée du Sud (Gu et al., 2009). 
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Park et al., en (2008), ont signalé une émergence dans un hôpital de soins en Corée du Sud de six 

isolats d’E. faecium phénotype VanB-génotype vanA avec une expression hétérogène de la 

résistance à la teicoplanine. Le mécanisme responsable d'une telle hétérorésistance à la teicoplanine 

dans les isolats d'Enterococcus portant le gène vanA n'est pas encore clair.  

Certains auteurs suggèrent qu'une telle hétérogénéité est due à la présence de mutations, soit dans 

le groupe de gènes vanA, soit dans l'élément régulateur vanS (Lee et al., 2004).  

Dans une étude menée en Corée du Sud, la présence d'une séquence d'insertion IS1216V dans la 

région codante du gène vanS a été suggérée comme mécanisme possible de cette hétérogénéité 

(Park et al., 2008). 

Ces derniers sont la résultante de différents réarrangements. Ce polymorphisme génétique a été 

signalé par plusieurs auteurs. En effet, vingt-cinq variantes VanA ont été identifiées dans vingt-sept 

pays différents, et bien que le variant contenant la séquence d’insertion IS 1216 dans le couple 

VanX-VanY et VanS-VanH demeure le plus prédominant dans le monde, d’autres variants ont vu 

leur apparition en Amérique et en Europe portant la séquence IS 1251 dans la région VanS et VanH. 

Ces deux séquences d’insertion, en l’occurrence, IS 1216 et IS 1251 ont pu coexister ensembles 

dans les régions VanS-VanH, VanX-VanY chez deux isolats en Amériques du Sud (Freitas et al., 

2016). 

En Arabie Saoudite, deux nouvelles lignées ont été caractérisées par Khan et al., en (2008), ayant 

respectivement IS 1485 dans la région ORf1 (lignée III) et IS 1216 entre VanS et VanH (lignée IV). 

Au Portugal, vingt-quatre variants du transposon Tn 1546 ont été identifiées (Novais et al., 2008), 

cette variabilité ne cesse de s’étendre pour toucher des pays comme la Pologne où 26 nouveaux 

variants ont été signalés (Wardal et al., 2017).  

Le gène vanA a été retrouvé également sur une portion du chromosome dans une souche d’E. 

faecium isolée en Allemagne (Freitas et al., 2016), ce qui suggère que la limite entre le chromosome 

et le plasmide est éphémère et que par conséquent la résistance à la vancomycine pourrait être 

disséminée dans les deux sens : vertical et horizontal (Handwerger et al., 1995).  

Plusieurs plasmides ont été signalés comme porteur du transposon Tn1546 ; la première souche 

d’Enterococcus faecium présentant une résistance à la vancomycine découverte en France en 1986, 

portait le plasmide pIP816, qui s’est propagé ces dernières années pour atteindre l’Europe et les 

Etats Unis avec une fréquence croissante (Sletvold et al., 2010).  
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Une autre étude réalisée en Pologne a révélé la présence de mégaplasmides appartenant à différentes 

familles : Inc18-, pRUM- et pMG1 / Plasmides de type pHT Illustrant une grande flexibilité 

génétique, et permettant à d’autres microorganismes de compléter leur patrimoine génétique en 

acquérant la résistance à la vancomycine (Wardal et al., 2017). 

Ce transfert pourrait être intraspécifique (Jung et al., 2014), comme il peut être interspécifique en 

touchant des espèces comme E. faecalis (Bourgeois-Nicolaos et al., 2006), S. aureus (Rebiahi et 

al., 2011) ou bien Clostridium difficile (Sletvold et al., 2010).   

 

Figure 21. Analyse par amplification en chaine (PCR) de l’ADN des deux souches 

d'Enterococcus faecium et recherche des gènes Van selon les deux techniques utilisées 

 

 

 

 

1: contrôle positif; 2: EF1 (E. faecium); 3: EF2 

(E. faecium), M: marqueur de taille 

moléculaire (100pb; Invitrogen) 
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8. Résultat du séquencage des gènes Van des ADN des souches 

d'Enterococcus faecium  
 

Suite à la confirmation des gènes VanA chez deux souches d'Enterococcus faecium (EF1 et EF2), 

un séquençage a été réalisé à la fois dans le laboratoire GenoScreen (Lille, France), et dans le 

laboratoire du Professeur Antonio Gálvez (Département des sciences de la santé, Faculté des 

sciences expérimentales, Université de Jaén, 23071 Jaén, Espagne). 

La séquence obtenue dans ce travail correspondant au gène VanA a été enregistrée le 28/07/2018 

(Annexe IV) sous le le numéro d’accès GenBank : MH414912.1 (Enterococcus faecium strain 

EF8RM D-alanine : D-lactate ligase (vanA) gene, partial cds) (Figure 22), elle est composée de 613 

pb, il s’agit d’une molécule d’ADN linéaire à l’origine d’une protéine enzymatique portant le 

nombre EC 6.3.2.4, dont la traduction exprime la séquence suivante de 204 acides aminés : 

 

>AXF50411.1 D-alanine: D-lactate ligase, partial [Enterococcus faecium] 

AFSALHGKSGEDGSIQGLFELSGIPFVGCDIQSSAICMDKSLTYIVAKNAGIATPAFWVINKDDRPVAAT 

FTYPVFVKPARSGSSFGVKKVNSADELDYAIESARQYDSKILIEQAVSGCEVGCAVLGNSAALAVGEVDQ 

IRLQYGIFRIHQEVEPEKGSENAVITVPADLSAEERGRIQETAKKIYKALGCRGLARVDMFLQD 

 

 

Après comparaison aux données disponibles dans NCBI (GenBank), notre séquence présente des 

homologies significatives de (100%) avec Enterococcus faecium représentée par la souche 

référencée CU710 portant le numéro d’accès (GenBank : MG460318.1) du gène VanA D-alanine-

D-lactate ligase, celle-ci se positionne exactement entre 224 et 905 pb.  

Une autre séquence similaire retrouvée à New Delhi (Inde) isolée des urines appelée Enterococcus 

faecalis strain L VanA ligase gene, partial cds (numéro d’accès MK452235.1) composée de 675 

paires de base est aussi homologue de notre séquence à 100%. 

Ces séquences retrouvées dans plusieurs pays augurent soit, d’un transfert génétique 

interspécifique, soit d’une circulation de la même souche clonale à travers le monde, ou d’une 

évolution identique qui caractérise cette espèce dans plusieurs pays.   

Il faut tout de même signaler que l'opéron VanA est porté sur des transposons de type Tn1546, qui 

présentent un degré élevé d'hétérogénéité. Des mutations ponctuelles, des délétions et diverses 

séquences d'insertion ont toutes été associées à des transposons de type Tn1546 (Freitas et al., 

2016).  

Le Tn1546 se trouve sur les plasmides de type pRUM (prédominant aux États-Unis) et les plasmides 

Inc18 (prédominant en Europe). Cependant, beaucoup restent inconnus et l'épidémiologie 

moléculaire des plasmides contenant VanA peut différer significativement entre les régions.  
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En plus de contribuer à la propagation de la résistance à la vancomycine, les plasmides Inc18 et de 

type pRUM peuvent également héberger des gènes de résistance pour plusieurs autres antibiotiques, 

Ce qui cristallise de manière significative le phénomène de multirésistance (Partridge et al., 2018).  

L’ensemble des souches séquencées sont des isolats cliniques humains, avec une majorité d'isolats 

d'Europe et d'Amérique du Nord, mais ceux-ci ne représentent que la partie visible de l’iceberg, 

formant qu'une petite partie de la population totale d'E. faecium (Palmer et al., 2014). Une 

comparaison de 100 gènes de base dans tous les génomes disponibles d'E. faecium a initialement 

révélé que la plupart des gènes se divisaient en 2 groupes, différant de 3,5 à 4,2% de divergence 

nucléotidique (Galloway-Peña et al., 2012).  

Les deux groupes distincts et très divergents sur le plan génétique peuvent être regroupés par 

origine : le groupe A (associé à l’hôpital ; constitué principalement d'isolats cliniques communs et 

de certains isolats d'origine communautaire) et le groupe B (associé à la communauté ; consistant 

presque entièrement en isolats communautaires humains et animaux. La majorité des souches 

ERVfm hôpitalières font partie du complexe clonal 17 (CC17), et les ST courantes au sein du CC17 

comprennent ST17, ST18, ST80 et ST203 (Gorrie et al., 2019).  

Des études génomiques sur les populations mondiales d'E. faecium, y compris ERVfm, ont révélé 

que dans certains cas, des relations génétiques étroites existent entre les isolats de vanB VREfm et 

E. faecium sensible à la vancomycine (ESV) provenant des mêmes institutions, suggérant une 

possible génération fréquente de nouveaux clones vanB ERVfm au sein d'isolats sensibles, tandis 

que d'autres études indiquent une propagation intra-régionale et inter-régionale fréquente des clones 

d’ERVfm (Gorrie et al., 2019).  

Le « Whole genome sequencing : WGS » a révélé que le transfert horizontal de gènes, impliquant 

des plasmides, des prophages, des îlots génomiques, une recombinaison homologue et la cassette 

chromosomique d'entérocoque, est un moteur important de la diversité et de l'évolution adaptative 

du génome dynamique d'E. faecium (Sivertsen et al., 2018). Le séquençage complet des génomes 

ERVfm a révélé un grand nombre de ces éléments accessoires, ainsi que de nombreuses séquences 

d'insertion dans les génomes du groupe A (ERVfm).  

La capacité d'E. faecium à acquérir de l'ADN étranger a joué un rôle central dans l'évolution de la 

résistance aux antibiotiques et de l'adaptation à l'hôpital chez cette espèce. Au niveau du génome 

central, des régions chromosomiques ont été identifiées qui se recombinent principalement dans des 

souches spécifiques d'E. faecium hôpitalières ; ces régions comprennent celles impliquées dans la 

biosynthèse des polysaccharides de la paroi cellulaire et dans l'absorption et le métabolisme des 

glucides [(Van Schaik et al., 2010) ; (Sivertsen et al., 2018)].  
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L'utilisation du WGS fournit maintenant de nouvelles informations importantes sur les mécanismes 

génétiques sous-jacents à l'évolution et à l'adaptation de ce pathogène nosocomial. Les études 

mettant en œuvre le WGS ont permis de définir à la fois la propagation locale et à grande échelle 

des clones, ainsi que d'élucider les aspects génomiques liés à la spécificité de l'hôte, à la résistance 

et à l'adaptation à l'hôpital. Ces études ont également mis en évidence l'importance d’E. faecium 

sensible à la vancomycine (ESV) en tant que pathogène nosocomial qui soutient l'évolution et la 

propagation de l'ERVfm. Elles ont également aidé à identifier les facteurs de risque, les adaptations 

et les mécanismes de transmission et d'échec du traitement qui doivent maintenant être exploités 

pour informer et orienter les efforts visant à limiter l'évolution et la propagation de l'ERVfm (Gorrie 

et al., 2019). 

 

>MH414912.1 Enterococcus faecium strain EF8RM D-alanine: D-lactate 

ligase (vanA) gene, partial cds 

GCATTTTCAGCTTTGCATGGCAAGTCAGGTGAAGATGGATCCATACAAGGTCTGTTTGAATTGTCCGGTA 

TCCCTTTTGTAGGCTGCGATATTCAAAGCTCAGCAATTTGTATGGACAAATCGTTGACATACATCGTTGC 

GAAAAATGCTGGGATAGCTACTCCCGCCTTTTGGGTTATTAATAAAGATGATAGGCCGGTGGCAGCTACG 

TTTACCTATCCTGTTTTTGTTAAGCCGGCGCGTTCAGGCTCATCCTTCGGTGTGAAAAAAGTCAATAGCG 

CGGACGAATTGGACTACGCAATTGAATCGGCAAGACAATATGACAGCAAAATCTTAATTGAGCAGGCTGT 

TTCGGGCTGTGAGGTCGGTTGTGCGGTATTGGGAAACAGTGCCGCGTTAGCTGTTGGCGAGGTGGACCAA 

ATCAGGCTGCAGTACGGAATCTTTCGTATTCATCAGGAAGTCGAGCCGGAAAAAGGCTCTGAAAACGCAG 

TTATAACCGTTCCCGCAGACCTTTCAGCAGAGGAGCGAGGACGGATACAGGAAACGGCAAAAAAAATATA 

TAAAGCGCTCGGCTGTAGAGGTCTAGCCCGTGTGGATATGTTTTTACAAGATA 

 

Figure 22: Séquence de la souche EF1.VanA soumise à Genbank 
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CONCLUSION  
 

Le présent travail confirme l’état de multirésistance des deux espèces d’E. faecalis et d’E. faecium 

touchant plusieurs familles d’antibiotiques comme les β-lactamines, les aminosides, les 

fluoroquinolones et les glycopeptides. Ce phénomène semble être lié à l’utilisation d’antibiotiques 

spécifiques à chaque service induisant une adaptation grandissante à ces drogues qui ne cessera 

probablement pas de s’étendre.  

Aujourd’hui, nous assistons à l’émergence en Algérie, de deux nouvelles souches d’E. faecium qui 

se sont distinguées par leur résistance à la vancomycine avec des CMI> 256 μg/mL. A l'origine de 

cette résistance, le gène vanA a été caractérisé et séquencé ; la séquence obtenue a été introduite 

dans la base de données du Genbank National Center for Biotechnology Information (NCBI) sous 

le numéro d'accès MH414912 (Enterococcus faecium souche EF8RM D-alanine: gène D-lactate 

ligase (vanA), cds partiel). Cette même séquence a été retrouvée dans d’autres pays, ce qui pourrait 

augurer soit d’une circulation de la même souche clonale à travers le monde, soit d’une même 

évolution qui caractérise cette espèce dans plusieurs pays.   

Cette résistance constitue un réservoir potentiel de gènes de résistance comme le gène VanA 

qui pourrait facilement accéder à d’autres espèces, limitant ainsi considérablement l’éventail 

de molécules possédant une activité stable et durable. Cette faculté extraordinaire d’adaptabilité 

et de pathogénicité pourrait être contrôlée par certaines mesures de prévention : 

- Une utilisation prudente des antibiotiques, en particulier la vancomycine (réduire 

l'émergence des ERV) et le métronidazole (réduire la croissance des ERV). 

- Mise en place de mesures de contrôle des infections pour prévenir la transmission de l'ERV, 

y compris les précautions d'isolement de patients positifs à l'ERV. 

- Surveillance et contrôle du transport ERV dans les hôpitaux et dans les services. 

- Cultures de surveillance active pour détecter le portage des ERV chez les patients dans des 

unités à haut risque et les patients transférés des pays étrangers à forte prévalence d'ERV. 

- Acquérir des connaissances sur l'épidémiologie locale des ERV et les CMI de vancomycine 

dans son propre hôpital. 

- Détection précoce et précise et signalement des ERV par laboratoires de microbiologie 

clinique. 

- Conscience et surveillance continues pour détecter la résistance aux nouveaux antibiotiques 

et désinfectants. 
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- Programmes de formation pour le personnel hospitalier, y compris l’hygiène des mains pour 

empêcher une nouvelle transmission. 

- Contrôle de l’hygiène hospitalière au niveau des différents services. 

- Et enfin, une poursuite dans la recherche et du développement de nouveaux antimicrobiens 

cibles serait souhaitable pour le traitement d’E. faecium multirésistant.  

Les réarrangements génétiques permanents semblent être un frein à la lumière sur l'évolution de la 

résistance. Afin de comprendre comment ce type de souche circule en Afrique, il serait intéressant 

d'explorer le polymorphisme génétique afin d'établir une stratégie à la fois efficace et adaptée à 

chaque situation. 
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Annexe I 

 

TABLEAUX DES CONCENTRATIONS CRITIQUES POUR 

L’INTERPRETATION DES CMI ET DES DIAMÈTRES CRITIQUES DES 

ZONES D’INHIBITION POUR L’ESPECE Enterococcus spp.                                                           

COMITE DE L’ANTIBIOGRAMME DE LA SOCIETE FRANÇAISE DE 

MICROBIOLOGIE (CASFM) 2018. 

 

Antibiotique Concentrations 

critiques 

(µg/ml) 

 

S≤              R> 

Charge 

du 

disque 

(µg) 

Diamètres 

critiques 

(mm) 

 

S≥         R< 

Notes  

Ampicilline  4 8 2 10            

8 

En cas de résistance à l’ampicilline, 

rendre résistant aux 

uréidopénicillines et aux 

carbapénèmes 

Amoxicilline  4 8  - -  

Amoxicilline/Acide 

clavulanique 

4 8  - - Pour les CMI, la concentration de 

l’acide clavulanique est fixe à 2 

µg/ml. 

Imipénème  4 8 10 21 18  

Amikacine       Les souches avec une CMI de la 

gentamicine ≤128 µg/ml ou une zone 

d’inhibition ≥8 mm sont considérées 

sauvages avec une résistance 

naturelle de bas niveau. 

Les souches avec une CMI de la 

gentamicine >128 µg/ml ou une zone 

d’inhibition <8 mm sont considérées 

hautement résistantes à la 

gentamicine et aux autres 

aminosides, excepté la 

streptomycine qui doit être testée 

séparément.  

Gentamycine       

Tobramycine       

Ofloxacine  - -  - -  

Vancomycine  4 4 5 12 12 Les souches d’entérocoques 

sensibles à la vancomycine 

présentent des zones d’inhibition à 

contours nets. La lecture ne doit pas 

être effectuée avant 24h 

d’incubation. 

Teicoplanine  2 2 30 16 16  

Erythromycine  0.5 4 15 23 14  

Clindamycine  - -  - -  

Fosfomycine  - -  - -  

Rifampicine  1 2 5 20 17  

Tetracycline  - -  - -  



 

 

Annexe II   

Préparation des tampons 
 

                                             

 

  

 

 

Tampon C                                                             

Tris-HCl 0.05 M 

EDTA 0.01 M 

Ajuster à pH 12.42 avec NaOh puis 

ajouter du SDS à une concentration 

finale de 4 % 
 

 

 

 

 

 

3. Composition du Kit Nucléospin-Tissu :  

- Tampon T1 : tampon de Lyse 

- Tampon B1 : Préparation de B3 

- Tampon B2 : B1 + B2 = B3 

- Tampon BW : Lavage 

- Tampon B5 : Lavage 

- Tampon BE : Elution 

- Protéinase K : Lyse cellulaire 

- Colonnes NucleoSpin ® tissue (tube de collecte). 

Préparation des tampons :  

- Le tampon de lyse B3 : transférer le volume total du tampon B1 vers le tampon B2, puis 

bien mélanger.  

- Le tampon de lavage B5 : ajouter 28 ml d’éthanol (96-100%) au tampon B5 concentré. 

- Ajouter 1.35 ml de tampon PB pour dissoudre la protéinase K lyophilisée. Conserver à          

-20°C. 

Tampon A  

Tris-HCl 0.05 M 

EDTA 0.01 M 

Ajuster à pH 8.0 avec HCl 

Tampon B  

Tris-HCl  0.05 M 

EDTA  0.01 M 

Ajuster à pH 8.0 avec 

HCl 

 

Saccharose  25 % 

Lysozyme  20 

mg/ml 

Tampon D  

Tris-HCl 2 M 

Ajuster à pH 7.0 avec HCl 

Tampon E  

NaCl 5 M 

Tampon TBE 10X  

Tris-base  108 g 

Acide borique  55 g 

Na2 EDTA 9.3 g 

H2O qsp 1 litre 



 

 

 

Annexe II  

Extraction de l’ADN plasmidique  

(Courvalin et al., 1985) 
2. Inoculer 5 ml de bouillon BHIB à partir d’une colonie isolée sur milieu gélosé. 

3. Incuber 24h à 37° C avec agitation forte. 

4. Centrifuger 1 ml de culture deux minutes à 15000xg. 

5. Resuspendre le culot dans 1 ml de tampon B. 

6. Incuber 1 heure à 37°C (formation de protoplastes). 

7. Centrifuger 30 secondes à 15000xg. 

8. Resuspendre le culot dans 40 µl de tampon A. 

4. Lyse et purification de l’ADN plasmidique  

1. Tansférer la suspension bactérienne (40 µl) en tampon A dans un tube Eppendorf 

contenant 600 µl de la solution de lyse (tampon C). 

2. Mélanger immédiatement en inversant doucement les tubes 2 à 3 fois. 

3. Incuber les tubes à 37°C pendant 20 minutes. A cette étape la solution doit étre Claire et 

visqueuse. 

4. Neutraliser en ajoutant 30 µl de tampon D. 

5. Mélanger comme décrit en 2. La solution doit devenir beaucoup moins visqueuse. 

6. Ajouter 160 µL de tampon E. 

7. Mélanger comme décrit en 2. Un précipité floculant blanc doit immédiatement apparaitre. 

8. Incuber les tubes dans de la glace pendant une heure. 

9. Centrifuger 5 minutes à vitesse maximale. 

10. Décanter le surnageant (500 à 600 µl) dans un autre tube Eppendorf. 

11. Ajouter 550 µl d’isopropanol prérefroidi à -20°C. 

12. Mélanger comme décrit en 2.  

13. Incuber les tubes 30 min. à -20°C. 

14. Centrifuger 3 min à vitesse maximale. Un culot est généralement visible à cette étape. 

15. Décanter en inversant les tubes, les garder retournés sur un mouchoir en papier. 

16. Sécher les parois du tube avec un coton tige. 

17. Sécher le culot sous vide pendant 90 secs. 

18. Reprendre les culots dans 40 µl de tampon A. 

19. Pipetter et refouler 2 fois à l’aide d’un cone jaune coupé à 7 mm de l’extrémité inférieure. 

20. Conserver l’ADN à -20°C.
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Compte rendu -GENOSCREEN-  
Prestation à façon 

Extraction – PCR – Séquençage 
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SOUMISSION GENBANK NATIONAL CENTER FOR 

BIOTECHNOLOGY INFORMATION (NCBI) 

Enterococcus faecium strain EF8RM D-
alanine:D-lactate ligase (vanA) gene, partial 
cds 
GenBank: MH414912.1 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MH414912.1?report=genbank&to=6
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ABSTRACT 

The vanA gene continues to spread throughout the world. Algeria does not seem to be spared, but the data, which remain sporadic, 

are also old. This has justified the overriding interest in exploring the current state of antibiotic resistance in Enterococci, while focusing 

on the presence of certain genes. To study the isolation frequency and the level of antibiotic resistance of Enterococcus faecalis (E. 

faecalis) and Enterococcus faecium (E. faecium) isolated during two years at the Tlemcen Hospital (northwest Algeria), while 

investigating the possible presence of Vancomycin Resistant Enterococci (VRE). The present study was a prospective study in which 

Enterococcus spp was isolated from five different departments, four species were identified and confirmed by molecular identification 

with ‘tuf’ gene: E. faecalis 59 (53%), E. faecium 47 (42%), E. avium 2 (1.8%) and E. durans 3 (2.7%). Antibiotic sensitivity was done 

by the agar diffusion and Minimum Inhibitory Concentration (MIC) method. The vancomycin resistance genes (van A, van B) were 

researched by Polymerase Chain Reaction (PCR) and then sequenced by the Genoscreen laboratory in Lille (France). SPSS software 

version 20 (IBM Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) statistics 20) was used to analyse the data obtained from the study. 

The PCR of the “tuf” gene revealed two predominant species E. faecalis and E. faecium. All isolates have a multidrug resistance, two 

E. faecium were distinguished by their resistance to vancomycin with MICs >256 μg/mL. At the origin of this resistance, the vanA gene 

was characterised and sequenced; the obtained sequence has been introduced into the Genbank National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) database. This work revealed alarming levels of antibiotic resistance in Enterococci, the vanA gene was found in 

two E. faecium; sequencing of this gene has revealed a total homology with another isolated in Cuba, which demonstrates a worldwide 

spread of this resistance gene. 

Keywords: CHU, Antibiotic, Enterococci, Resistance, vanA. 

Résumé 

Le gène vanA continue de se propager dans le monde. L'Algérie ne semble pas être épargnée, mais les données, qui restent sporadiques, 

sont également anciennes. Cela a justifié l'intérêt supérieur d'explorer l'état actuel de la résistance aux antibiotiques chez les 

entérocoques, tout en se concentrant sur la présence de certains gènes. Etudier la fréquence d'isolement et le niveau de résistance aux 

antibiotiques d'Enterococcus faecalis (E. faecalis) et Enterococcus faecium (E. faecium) isolés pendant deux ans à l'hôpital de Tlemcen 

(nord-ouest de l'Algérie), tout en recherchant la présence éventuelle d’Entérocoques Résistants à la Vancomycine (ERV). Cette étude 

prospective dans laquelle Enterococcus spp a été isolé de cinq services différents, quatre espèces ont été identifiées et confirmées par 

identification moléculaire avec le gène « tuf » E. faecalis 59 (53%), E. faecium 47 (42%), E. avium 2 (1.8%) and E. durans 3 (2.7%). La 

sensibilité aux antibiotiques a été réalisée par la diffusion sur gélose et la méthode de concentration minimale inhibitrice (CMI). Les 

gènes de résistance à la vancomycine (vanA, vanB) ont été recherchés par Polymerase Chain Reaction (PCR) puis séquencés par le 

laboratoire Genoscreen à Lille (France). Le logiciel SPSS version 20 (IBM Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) statistics 

20) a été utilisé pour analyser les données issues de l'étude. La PCR du gène « tuf » a révélé deux espèces prédominantes E. faecalis et 

E. faecium. Tous les isolats ont une multirésistance, deux E. faecium ont été distingués par leur résistance à la vancomycine avec des 

CMI> 256 μg /mL. A l'origine de cette résistance, le gène vanA a été caractérisé et séquencé ; la séquence obtenue a été introduite dans 

la base de données du Genbank National Center for Biotechnology Information (NCBI). Ces travaux ont révélé des niveaux alarmants 

de résistance aux antibiotiques chez les entérocoques, le gène vanA a été trouvé dans deux E. faecium ; le séquençage de ce gène a 

révélé une homologie totale avec un autre isolat à Cuba, ce qui démontre une diffusion mondiale de ce gène de résistance. 

Mots-clés : CHU, Antibiotique, Enterococcus, Résistance, vanA.  

 ملخص

قديمة أيضًا. وقد برر هذا الاهتمام المهيمن في وذلك ، لكن البيانات ، التي لا تزال متفرقة ،في الانتشار في جميع أنحاء العالم. لا يبدو أن الجزائر بمنأى عن  vanA يستمر جين

 .، مع التركيز على وجود جينات معينةEnterococci استكشاف الحالة الحالية لمقاومة المضادات الحيوية في

  Enterococcus faecium و  Enterococcus faecalis زيةدراسة تواتر العزل ومستوى مقاومة المضادات الحيوية للمكورات المعوية البرا

  . مادة مقاومة للفانكومايسين(VRE) المعزولة خلال عامين في مستشفى تلمسان )شمال غرب الجزائر( ، أثناء التحقيق في احتمال وجود المكورات المعوية

 "tuf"من خمسة أقسام مختلفة تم تحديدها وتأكيدها من خلال التعريف الجزيئي لجين Enterococcus spp الدراسة الحالية عبارة عن دراسة استطلاعية تم فيها عزل

  E. faecalis 59(53%), E. faecium 47 (42%), E. avium 2 (1.8%) و E. durans 3 (2.7.)%  تم إجراء حساسية المضادات الحيوية عن طريق طريقة انتشار الأجار

ثم تم تحديد تسلسلها  (PCR) عن طريق تفاعل البوليميراز المتسلسل  van Bو  van A تم البحث عن جينات مقاومة الفانكومايسين .(MIC) المثبطوطريقة الحد الأدنى من التركيز 

لتحليل البيانات  (20 (SPSS) الإحصائية لإحصاءات العلوم الاجتماعية IBM حزمة) SPSS من برنامج 20في ليل )فرنسا(. تم استخدام الإصدار  Genoscreen بواسطة مختبر

 .التي تم الحصول عليها من الدراسة

 .E تتمتع جميع العزلات بمقاومة متعددة للأدوية ، وقد تميز اثنان من  E.    faecium و E. faecalis نوعين سائدين هما "tuf" أظهر تفاعل البوليميراز المتسلسل للجين

faecium بمقاومتهما للفانكومايسين مع MICs> 256  ميكروغرام/مل. في أصل هذه المقاومة ، تم توصيف جينvan A  وتسلسله ؛ تم إدخال التسلسل الذي تم الحصول عليه في

  Genbank for National Center Biotechnology Information (NCBI) قاعدة بيانات

كشف تسلسل هذا الجين عن  E. faecium في اثنين من vanA تم العثور على جين المعوية،ي المكورات كشف هذا العمل عن مستويات مثيرة للقلق من مقاومة المضادات الحيوية ف

 .تماثل كامل مع آخر معزول في كوبا ، مما يدل على انتشار عالمي لهذا الجين المقاوم

 VanA مقاومة، ،Enterococci حيوي،مضاد  ،CHU الكلمات الدليلية:

 


	INTRODUCTION
	SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
	CHAPITRE 1 : LES ENTEROCOQUES
	1. Généralités sur les Entérocoques
	2. Caractéristiques bactériologiques
	3. Virulence et pathogénicité des entérocoques
	3.1. Substance d’agrégation
	3.2. Protéine de surface (Esp)
	3.3. Gélatinase
	3.4. Hémolysine
	3.5. Bactériocines
	3.6. Dismutase extracellulaire
	3.7. Hyaluronidase
	3.8. Formation de Biofilm

	4. Infections et entérocoques
	4.1.  Infections urinaires
	4.2.  Bactériémie
	4.3.  Infections intra-abdominales et pelviennes
	4.4.  Endocardites
	4.5.  Infections du site opératoire (ISO)
	4.6.  Autres infections
	4.7.  Entérocoques et Covid 19

	CHAPITRE 2 : ETAT DE RESISTANCE DES ENTEROCOQUES
	1. Résistance et évolution dans le monde
	2. Résistances et mécanismes de résistance chez les entérocoques
	2.1. Résistance intrinsèque
	2.2. Résistance aquise (Figure 5)
	2.2.1. Résistance aux de β-lactamines
	2.2.2. Résistance aux glycopeptides
	2.2.2.1. Le phénotype vanA
	2.2.2.2. Le phénotype vanB

	2.2.3. Résistance à la daptomycine
	2.2.4. Résistance aux macrolides et aux lincosamides
	2.2.5. Résistance à la tétracycline
	2.2.6. Résistance à la rifampicine
	2.2.7. Résistance aux quinolones
	2.2.8. Résistance aux oxazolidines


	CHAPITRE 3 : PROGRAMME DE SURVEILLANCE DES ENTEROCOQUES
	1. Traitement actuel des infections à Entérocoques
	2. Recommandations et mesures de prévention des infections à entérocoques
	MATERIEL ET METHODES
	1. Prélèvements
	2.   Isolement et purification
	3. Identification
	3.1. Identification biochimique
	3.1.1. Recherche de la catalase
	3.1.2. Activité hémolytique
	3.1.4. Identification génotypique des souches d’entérocoques isolées
	3.1.4.1. Extraction d’ADN chromosomique
	3.1.4.2. Recherche du gène Tuf
	3.1.4.3. Séquençage du gène « tuf »


	4. Détermination phénotypique de la sensibilité aux antibiotiques des souches d’entérocoques isolées
	5. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) sur microplaque
	6. Détermination des concentrations minimales inhibitrices des glycopeptides par E-test
	7. Analyse statistique
	8. Recherche et amplification des gènes de résistance à la vancomycine par PCR
	8.1. Extraction d’ADN plasmidique
	8.1.1. Extraction par la technique de (Courvalin et al., 1985)
	8.1.2. Extraction Avec le Kit Nucleospin Tissue

	8.2. Recherche des gènes de résistance aux glycopeptides : gène VanA et VanB
	8.2.1. Amplification des gènes vanA chez les souches témoins
	8.2.2. Recherche des gènes vanA chez les souches d’Enterococcus faecium

	8.3. Recherche du gène VanB par PCR
	8.4. Recherche des gènes VanA et VanB par le laboratoire Genoscreen (Lille-France) (compte rendu en annexe III)
	8.4.1. Extraction des ADN
	8.4.2. Conditions PCR


	9. Séquençage des gènes Van
	RESULTATS ET DISCUSSION
	1. Epidémiologie
	2. Identification
	2.1. Répartition des souches d’entérocoques selon les services et le type de prélèvements

	3. Résultats de l’état de résistance des souches de E. faecalis et E. fecacium vis-a-vis des familles d’antibiotiques
	4. Etat de multirésistance chez les souches d’E. faecalis et d’E. faecium isolées
	5. Concentrations minimales inhibitrices
	5.1. Résultats des CMI des glycopeptides : Cas de la vancomycine
	5.2. Résultats des CMI des β-lactamines
	5.3. Résultats des CMI des Fluoroquinolones (Ciprofloxacine)
	5.4. Résultats des CMI des Aminosides (Gentamicine, Amikacine)

	6. Concentration minimales inhibitrices par E-test
	7. Recherche des gènes VanA et VanB
	8. Résultat du séquencage des gènes Van des ADN des souches d'Enterococcus faecium
	CONCLUSION
	REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES
	ANNEXES
	Enterococcus faecium strain EF8RM D-alanine:D-lactate ligase (vanA) gene, partial cds

