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« Chaque bonne réalisation, grande ou petite, connait ses périodes
de corvée et de triomphe; un début, un combat et une victoire »

-- Gandhi--
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Résumé :

Les entérobactéries sont des bactéries opportunistes qui représentent une des principales
familles de bacilles a Gram neégatif responsables d’infections humaines graves. La
surveillance de la résistance aux antibiotiques a I’hopital est une étape essentielle; elle oriente
le choix des traitements empiriques et permet de réduire la pression de sélection exercée par
les antibiotiques.

L’étude de 18 souches d’entérobactérie isolées en milieu hospitalier au niveau de
différents services du CHU de Tlemcen entre Février et Mars 2020, montre que Klebsiella
pneumoniae et Enterobacter cloacae occupe la premiere place soit (27,77%), suivie par
(22,22%) d’Escherichia coli et de Serratia marcescens avec une plus grande répartition de
56,25% chez le sexe masculine par rapport féminine qui ne représente que 43,75%.

La résistance des entérobactéries aux antibiotiques connait une évolution mondiale
préoccupante.

Mots clés :
Entérobactéries, Antibiotiques,  Infection nosocomiale, Identification, Résistance aux
antibiotiques.

Abstract :

Enterobacteria are opportunistic bacteria which represent one of the main families of
Gram-negative bacteria responsible of serious human infections. Surveillance of antibiotic
resistance in the hospital is an essential step; it guides the choice of empirical treatment and
reduces the selection pressure exerted by antibiotics.

The study of 18 strains of Enterobacteriaceae isolated in various units in the hospital of
Tlemcen between February and March 2020, shows that Klebsiella pneumoniae and
Enterobacter cloacae are ranked first (27,77%), followed by Escherichia coli et de Serratia
marcescens (22,22%) With a greater distribution of 56.25% among males compared to
females which represents only 43.75%.

The antibiotic resistance of enterobacteriacae knows a worldwide worrying evolution.

Key words :
Enterobacteria, Antibiotics, Nosocomial infection, Identification, Antibiotic resistance.
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Introduction

La résistance bactérienne aux antibiotiques (ATB) est perpétuelle et en évolution, depuis
plus de 20 ans (Belmonte et al.,2010), cette évolution est un phénomene actuellement
préoccupant dans les pays en voie de développement ou les pathogénes résistants aux
antibiotiques peuvent avoir une plus forte prévalence dans certains pays africains
(Bradford.,2001).

La résistance bactérienne aux agents antimicrobiens est un probleme d'importance
croissante en pratique médicale. La dissémination des bactéries résistantes est a I'origine d'une
augmentation considérable de la mortalité, de la morbidité ainsi que du colt des traitements.
Parmi les germes responsables d'infections bactériennes, les entérobactéries sont les plus
redoutables. La concentration importante de ces germes dans le tube digestif, favorise
I’échange et la dissémination des génes de résistance (Ebongue et al.,2015).

Les entérobactéries sont des bactéries a Gram négatif en forme de batonnet qui sont des
habitants normaux de la flore intestinale et parmi les agents pathogenes humains les plus
courants, provoquant des infections allant de la cystite a la pyélonéphrite, en passant par la
septicémie, la pneumonie, la péritonite, la méningite et les infections associées au dispositif.
IIs sont la source la plus courante d'infections acquises a la fois dans la communauté et a
I'ndpital. Les entérobactéries se propagent facilement entre les humains par transport manuel
ainsi que par la nourriture et I'eau contaminées et ont une propension a acquérir du matériel
génétique par transfert horizontal de geénes, principalement médié par des plasmides et des
transposons. Cette combinaison est la raison pour laquelle I'émergence de la multirésistance
aux medicaments chez les entérobactéries est de la plus haute importance pour la thérapie

clinigue (Nordmann et al.,2012).

La multirésistance observée chez certains pathogenes est particulierement préoccupante.
Elle réduit grandement et parfois élimine entiérement I’arsenal thérapeutique efficace contre
les infections causées par ces pathogénes avec comme conséquence un impact négatif sur les

résultats cliniques (German et al., 2018).

L'objectif de notre travail, consiste a étudier la résistance des entérobactéries aux

antibiotiques au niveau de CHU de Tlemcen selon les étapes suivant :

» L’isolement des souches a partir de divers prélévements de patients au niveau de
CHU de Tlemcen.

> L’identification des souches.
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» L’étude de la résistance des entérobactéries aux antibiotiques.

> La détection de leurs phénotypes de résistance.
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1. Généralité :

Les Entérobactéries sont des bacilles a Gram négatif (BGN), retrouvées partout dans le
sol, dans l‘eau, et surtout dans I‘intestin de 1'homme et des animaux. Elles comprennent un
nombre trés élevé de genres et d‘especes. Leur abondance dans I‘intestin, leur mobilité, la
rapidité de leur multiplication, I’acquisition fréequente de mécanismes de résistance aux
antibiotiques expliquent qu’elles soient les bactéries les plus souvent impliquées en pathologie
infectieuse humaine surtout en milieu hospitalier (Khayar.,2011).

La famille des Enterobacteriaceae comprend de nombreux genres bactériens répondant a
la définition suivante :

e Bacilles a Gram négatif (2 a 4 microns de long sur 0,4 a 0,6 microns de large).
e Mobiles avec ciliature péritriche ou immobiles.

e Poussant sur milieux de culture ordinaires.

o Aérobies - anaérobies facultatifs.

e Fermentant le glucose avec ou sans production de gaz.

e Réduisant les nitrates en nitrites.

e Oxydase néegatif (Service de Bactériologie.,2003).
2. Taxonomie :

Les entérobactéries appartiennent au regne des Bacteria, a I'embranchement des
Protéobacteria, a la classe des Gamma-protéobacteria a I'ordre des Enterobacteriale et a la
famille des Enterobacteriaceae.

Leur classification est basée sur I'étude de leurs caractéres phénotypiques (fermentation
de différents sucres, production ou non de sulfures, présence ou absence de certains enzymes
du métabolisme), et/ou génotypiques (ribotypage, hybridation ADN/ADN) (Denis.,2007).

Les especes cliniques les plus fréquemment isolées sont : Citrobacter, Enterobacter, Proteus,
Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Morganella, Providencia, Salmonella, Serratia, Shigella,
Yersinia (Scheftel.,2010).

3. Caractéres morphologiques :

Les entérobactéries sont polymorphes avec des tailles variant de 2 & 3 um de long sur 0,4
a 0,6 um de large. Les especes mobiles, les plus nombreuses, le sont grace a une ciliature

péritriche tandis que certaines sont immobiles. Quelques-unes possedent une capsule visible
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au microscope et la plupart des especes pathogenes pour I’homme possedent des fimbriae ou

pili qui sont des facteurs d’adhésion (Gadou.,2019).

4. Les caractéeres culturaux :

Les entérobactéries poussent facilement sur les milieux ordinaires en 24 heures a 37°C a

pH voisin de la neutralité.

Ainsi on distingue:

v

v

Colonies S (smooth) : lisses, régulierement arrondies, limitées par des bords réguliers,

Iégérement bombées, translucides.

Colonies R (rugueuses) : limitées par des bords irréguliers finement dentelé, assez

plates, translucides et grisatres.

Colonies M (muqueuses) : plus volumineuses, arrondies, limitées par des bords
réguliers, tres bombées, de surface lisse, brillante, elles réalisent I’aspect en « coulee

de miel ».

Colonies naines : seulement visibles a la loupe (Bakhoum.,2004).

5. Les caractéres antigéniques :

Au sein de chaque genre, on individualise des espéces, par l'étude des caractéres

biochimiques ou antigéniques. Il existe trois catégories d'antigenes :

v

Antigene O : Ce sont des antigénes de paroi composés de lipopolysaccharides (LPS)
complexes. Se sont des endotoxines trés toxiques, capables de provoquer dans
I'organisme humain fievre, leucopénie, bradycardie, hypotension et choc, coagulation
intra-vasculaire disséminée ou la mort (la dose létale pour la souris est de 200 mcg).
Antigene H : Ils ne sont pas toxiques. Ce sont des antigenes flagellaires de nature
protéique, il est constitue comme l'antigéne O d'une mosaique d'antigénes avec des
constituants communs & toutes les entérobactéries mobiles et des constituants
spécifiques a chaque espece.

Antigéne K: Ces antigénes capsulaires sont généralement constitués d'une couche
externe polysaccharidique qui entoure la paroi de certaines entérobactéries peut
masquer l'antigéne O (exemple I’antigéne Vi, pour virulence, de Salmonella typhi)
(Cours de Bactériologie.,2003).
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6. Etudes des principaux genres :

6.1.Escherichia

Escherichia coli est la bactérie aéro-anaérobie facultative commensale qui se trouve
partout dans I’environnement et plus particulierement dans I’intestin de I’homme et des autres

mammiferes (des animaux a sang chaud) (Massot et al.,2016).
6.2.Shigella

Les shigelles, prototypes des bactéries entéro-invasives, sont des bacilles Gram négatif de
la famille des entérobactéries, apparaissant sous la forme de courts batonnets de 2 a 3mmde
long, immobiles, aflagellés, non encapsulés. Leur température optimale de croissance est de
37°C en milieu aéro-anaérobie. Ils sont peu résistants en milieu extérieur. Elles sont des
parasites de I’homme et entrainent une colite infectieuse endémo-épidémique, la dysenterie

bacillaire (shigellose) (Xavier et al.,2007).
6.3.Klebsiella :

Klebsiella spp .est une bactérie a Gram négatif, immobile, généralement encapsulée en
forme de batonnet, appartenant a la famille des entérobactéries. Ces bactéries produisent de la
lysine décarboxylase mais pas de I'ornithine décarboxylase et sont généralement positifs dans
le test de Voges-Proskauer. Membres de la famille des entérobactéries sont genéralement
anaérobies facultatifs et varient de 0,3 a 1,0 mm de largeur et de 0,6 a 6,0 mm de longueur.
Klebsiella.spp produit souvent dans les colonies mucoides. Le genre se compose de 77
antigenes capsulaires (K antigénes), conduisant a différents sérogroupes (DeepeshKuma et
al.,2013).

6.4.Proteus-Providencia :

Au sein de la famille des Enterobacteriaceae, le groupe Proteus-Providencia se distingue
essentiellement par les deux caracteres suivants :

e Présence d’un tryptophane désaminase.

e Envahissement constant de la gélose nutritive.
Le groupe Proteus-Providencia est divisé en deux genres.

e Le genre Proteus qui contient : Proteus vulgaris et Proteus mirabilis.

e Le genre Providencia : Providencia stuartii, Providencia alcalifaciens, Providencia

rettgeri.
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Sont des hétes normaux du tube digestif de I’homme et des animaux, elles peuvent dans

certains cas se montrer pathogénes et provoquer des infections trés diverses (Achkour.,2012).

6.5.Salmonella :

Présents dans I’eau et dans diverses denrées alimentaires, les Salmonelles sont
pathogenes, soit exclusivement pour I’homme (Salmonella typhi), soit exclusivement pour
I’animal (Salmonella abortusovis). Chez I’homme, elles sont responsables de la fiévre

typhoide et de gastro-entérites (Achkour.,2012).
6.6.Yersinia :

Yersinia pestis est une entérobactérie qui est un parasite de I’homme et des animaux,
appartenant au genre Yersinia. Parmi celle-ci, seules deux autres sont également pathogénes
pour I’homme et les animaux : Yersinia pseudotuberculosis et Yersinia enterocolitica. De
virulence moindre que Yersinia pestis, elles ne causent que des entérites ou gastro-entérites

qui gueérissent spontanément (Séguy et Alfani.,2017).
6.7.Enterobacte :

Les Enterobacter sont des bactéries de I'environnement, et aussi des commensaux du tube
digestif. Ce sont des pathogénes opportunistes surtout en milieu hospitalier responsables
d'infections urinaires, de bactériémies, de méningites ou de suppurations diverses. L'espece

type est Enterobacter claocae (Khayar.,2011).

6.8.Citrobacter :

Le genre Citrobacter comprend deux especes fréeqguemment isolés dans le laboratoire de
bactériologie : Citrobacter freundii et Citrobacter koseri. Les Citrobacter sont des bactéries

commensales du tube digestif de I’homme (Verhaegen., sd).
6.9.Hafnia :

Le genre Hafnia fait partie des plus de 40 genres qui composent actuellement la famille des
entérobactéries. Bien que Moller ait initialement décrit ce genre en 1954, il est souvent fait
référence a des synonymes tels que «Enterobacter alvei», «Enterobacter aerogenes subsp.
hafniae» et «Enterobacter hafniae» (Janda et Abbott.,2006).
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6.10. Morganella :

Morganella morganii est un bacille a Gram négatif, qui appartient a la tribu Proteae de la
famille des Enterobacteriaceae et a deux sous-espéces, Morganella morganii et Morganella
sibonii. Il est trouvé dans l'environnement et dans les voies intestinales de I'nomme,
mammiferes et reptiles dans le cadre de la flore normale. Malgre sa large distribution, il s'agit
d'une cause rare d'infections I'homme. Morganella morganii est le plus souvent rencontré
dans patients postopératoires et est principalement associée a des troubles urinaires infections
des voies respiratoires, bactériémie / septicémie chez les enfants et adultes, infections de la
peau et des tissus mous, méningite, ecthyma, chorioamnionite, arthrite septique et

I'endophtalmie (Falagas et al.,2006).

6.11. Serratia :

Le genre Serratia membre des Enterobacteriaceae, est composé d'un groupe de
bactéries qui sont liés a la fois phénotypiquement et par la séquence d'’ADN.
Cependant, plusieurs espéces bactériennes extérieures a ce genre produisent des
pigments de type digiosine ou prodigiosine ou de nombreux autres types de pigments
rouges. Dix espéces sont actuellement connues pour appartenir dans le genre Serratia.
Ces especes sont: Serratia marcescens, Serratia liquefaciens, Serratia
proteamaculans, Serratia grimesii, Serratia plymuthica, Serratia rubidaea, Serratia
odorifera, Serratia ficaria, Serratia entomophila, Serratia fonticola. (Francine et
Patrick A. D.,2006).

7. Pouvoir pathogéne :

Les entérobactéries constituent les pathogénes humains les plus fréquemment isolés dans
un laboratoire de bactéeriologie, en milieu communautaire comme hospitalier. Elles sont
notamment responsables d’infections urinaires, pulmonaires, abdominales et de septicémies.
Les bactéries du genre Escherichia et Proteus prédominent dans la flore commensale
intestinale. Elles se comportent parfois comme des pathogénes opportunistes. Les genres
Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Serratia, Morganella et Providencia, retrouvés dans les
eaux usées, les sols et en faible quantité dans le tube digestif, peuvent provoquer, du fait de
leur résistance aux antibiotiques, de graves infections, notamment en milieu hospitalier
(Riethmuller.,2013).
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Les entérobactéries pathogenes spécifiques que I’on ne trouve pas a I’état commensal (en
dehors des porteurs sains) et dont la présence dans les milieux extérieurs n’est qu’un
phénomene transitoire. Les maladies qu’elles engendrent sont dues a un défaut d’hygiene et la
contamination se produit soit par contact direct soit par I’intermédiaire d’un vecteur
(alimentaire ou animal). Citons : La fiévre typhoide due a Salmonella typhi, les toxi infections

alimentaires dues a Salmonella mineures, Shigella et a Yersinia (SOMIPEV.,2017).
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1. Historique :

Le premier antibiotique, la pénicilline, découvert pour la premiére fois et rapporté en
1929 par Alexander Fleming (McGeer et al., 2001), la Pénicilline G a été le premier a étre
produit parmi ce groupe de pénicilline. Bien que la pénicilline G a été découvert par
Alexander Fleming dans les années 1920, il a pris les efforts de plusieurs autres travailleurs
comme Ernst Chain, Edward Abraham, Norman Heatley et Howard Florey en 1945 pour
comprendre les exigences culturelles de champignon et son efficacité clinique (Talaro et
Chess.,2008).

2. Définition des antibiotiques :

Ce sont des substances naturelles produites par des moisissures ou des bactéries ou des
composés chimiques obtenues par synthése organique ou semi-synthése qui inhibent ou
détruisent, méme a tres faible concentration, d'autres micro-organismes, sans présenter une
toxicité pour I'h6te. Un antibiotique doit atteindre la cible bactérienne spécifique et s'y fixer,
selon leur mode d'action au niveau des cibles cellulaires et/ou leurs conditions d'utilisation, les
antibiotiques ont un effet Iétal (effet bactéricide) ou un effet inhibiteur sur la croissance
bactérienne (effet bactériostatique) (Gazengel et Orecchioni.,2013). 1l existe deux grandes
catégories d’antibiotiques, Les antibiotiques a spectre étroit qui ne tuent qu’un nombre limité
de bactéries, et les antibiotiques a spectre large qui sont efficaces contre de nombreuses
bactéries (Lesseur.,2014).

3. Laclassification des antibiotiques :

Il existe plusieurs facons de classer les antibiotiques, mais les systéemes de classification
les plus courants sont basés sur leurs structures moléculaires, mode d’action et spectre
d’activité (Calderon et Sabundayo.,2007).

4. Les béta-lactamines :

4.1.définition :

Les béta-lactamines ce sont les antibiotiques les plus anciens (Brunton LL et al.,2011).
Les membres de cette classe d'antibiotiques contiennent un 3-carbone et un cycle a 1 azote

hautement réactif (figures 1 et 2). Les représentants de la classe des béta-lactamines
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comprennent: Pénicillines, céphalosporines, monobactames et Carbapénémes (Ebimieowei et
Ibemologi.,2016).

Figure 1: Structure chimique de noyau beta-lactame (Tidwell.,2008).

4.2.Classification :

4.2.1. Pénicilline :

Les membres de la classe de la pénicilline comprennent la pénicilline G, Pénicilline V,
Oxacilline (dicloxacilline), Méthicilline, Nafcilline, Ampicilline, amoxicilline, carbéniciline,

pipéracilline, Mezlocillin et Ticarcilline (Boundless, 2016).

@

) S

=

Figure 2: Structure chimique des pénicillines (Holten et Onusko.,2000).

4.2.2. Ceéphalosporine(Céphemes) :

Les membres de ce groupe dantibiotiques sont similaires a la pénicilline dans leur
structure et leur mode d'action (Talaro et Chess.,2008). Les céphalosporines contiennent de
I'acide 7-aminocéphalosporanique noyau et chaine latérale contenant 3,6-dihydro-2 H-1,3-

anneaux de thiazane (figure 3) (Pegler et Healy.,2007).
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Figure 3: Structure chimique de céphalosporines (Holten et Onusko2000).

On distingue 4 générations :

» Les céphalosporines de premiere génération (C1G : céfalotine, céfalexine)
sont plutot actives sur les bactéries & Gram positif.

» Les céphalosporines de deuxieme genération (C2G : céfuroxime, céfa-
mandole) ont un spectre étendu vers les bactéries a Gram négatif. Parmi les
céphalosporines se situe une sous-famille que sont les céphamycines
ou 7-a-méthoxy-céphalosporines.

» Les cephalosporines de troisieme génération (C3G ou oxyimino-
cephalosporines: céfixime, céfotaxime, ceftazidime) ont un spectre étendu a la
plupart des entérobactéries et sur Pseudomonas aeruginosa pour la
ceftazidime. Les C3G sont les antibiotiques de choix dans le traitement des
infections severes a entérobactéries.

» Les céphalosporines de quatrieme génération (C4G :céfépime et cefpirome)
sont des oxyimino-céphalosporines zwitterionniques relativement stables a
I’hydrolyse des céphalosporinases de type AmpC (Ruppé, 2010).

4.2.3. Monobactames :

Ils font partie des composés béta-lactamines, mais contrairement a la plupart des autres
béta-lactamines, I'anneau béta-lactamine des monobactames seul et n'est pas fusionné a un
autre anneau (figure 4) (Bonner et Sykes, 1984; Sykes et Bonner, 1985). Aztreonam est le
seul antibiotique monobactame disponible en milieu hospitalier (Ebimieowei et
Ibemologi.,2016).

11
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Figure 4 : Structure de Monobactame (Ebimieowei et Ibemologi,2016).

4.2.4. Carbapénemes :

La thiénamycine serait considérée comme la premiére «Carbapénéme» et sert de norme
pour toutes les autres carbapénemes (Papp-Wallace et al.,2011). Les carbapénemes
possedent le plus large éventail d’activité et la plus grande puissance contre les bactéries a
Gram positif et les bactéries a Gram négatif. En conséquence, elles sont souvent appelés
«Antibiotiques de dernier recours» et sont administrés aux patients infectés ou sont
soupconnés d'héberger des bactéries résistantes (Torres et al.,2007). Des exemples de

carbapénémes sont : Imipénéem, Méropénem, Ertapénem (Brink et al.,2004).

Figure 5: Structure de Carbapénéme (Papp-Wallace et al., 2011).

4.2.5. Les inhibiteurs des p-lactamases:

Ce sont des p —lactamines de forte affinité pour certaines B-lactamases, mais qui ont une
faible activité antibactérienne intrinséque. L’acide clavulanique est utilisé avec I’amoxicilline
dans I’Augmentinl et la ticarcilline dans le Claventin, alors que le tazobactam est utilisé avec
la pipéracilline dans la Tazocilline. L’acide clavulanique, le sulbactam et le tazobactam ont un

spectre d’inibition limité aux pénicillinases (Ruppé.,2010).

12
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4.3.Mode d’action :

Toutes les B-lactamines ont le méme mécanisme d’action : elles bloquent la synthése du
peptidoglycane (ou mucopeptide, ou muréine), qui est le polymere majeur spécifique de la
paroi des bactéries a Gram négatif et a Gram positif. Ce blocage est irréversible et intervient
par inhibition de certaines enzymes responsables de la transpeptidation, étape essentielle de la
synthése du peptidoglycane. Ces enzymes, collectivement appelées protéines liant les
pénicillines (PLP), sont insérées dans la partie externe de la membrane cytoplasmique
bactérienne. Pour étre actives les B-lactamines vont devoir atteindre leur cible en pénétrant
dans la paroi bactérienne et se fixer sur les PLP. La connaissance de la structure de la paroi
bactérienne permet de mieux comprendre le mécanisme d’action des B-lactamines qui imitent
le site et inhibent de maniére compétitive la réticulation peptidoglycane et, par la suite, les
mécanismes de résistance des bactéries a ces antibiotiques (Cavallo et al.,2004;
Vollmer.,2008).

5. Les aminoglycosides ou les aminosides :

5.1.Définition :

Les aminoglycosides sont des antibiotiques puissants a large spectre qui agissent par
inhibition de la syntheése des protéines. La classe a été la pierre angulaire de la chimiothérapie
antibactérienne depuis que la streptomycine a éeté isolée pour la premiere fois de Streptomyces

griseus et introduite en usage clinique en 1944 (M.Krause et al.,2016).

Les aminoglycosides sont caractérisés par une structure centrale de sucres aminés reliés
par des liaisons glycosidiques a un aminocyclitol dibasique, qui est le plus souvent la
2-désoxystreptamine. Les aminoglycosides sont généralement classés en quatre sous-classes
en fonction de I'identité de la fraction aminocyclitol :

1. Pas de désoxystreptamine (par exemple, streptomycine, qui a un cycle streptidine).

2. Un cycle de désoxystreptaminemono-substitué (par exemple, I'apramycine).

3. Un cycle de désoxystreptamine 4,5-di-substitué (par exemple, néomycine,
ribostamycine).

4. Un cycle désoxystreptamine 4,6-di-substitué (par exemple, gentamicine, amikacine,

tobramycine et plazomicine) (M. Krause et al.,2016).
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Figure 6 : Structures d'aminoglycosides représentatifs, y compris les aminoglycosides
atypiques streptomycine et apramycine, 4,6-substitués AG stobramycine, gentamcine et
amikacine, et la 4,5-substituée AG néomycine. Les anneaux de désoxystreptamine ou
streptidine sont en gras (M. Krause et al.,2016).

5.2.Mode d’action :

Les aminoglycosides sont actifs contre divers organismes a Gram positif et a Gram
négatif. Les aminosides sont particulierement efficaces contre les membres de la famille des
entérobactéries, notamment Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et Klebsiella oxytoca,
Enterobacter cloacae et Enterobacter aerogenes, Providencia spp., Proteus spp., Morganella

Spp et Serratia spp.
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Les aminoglycosides inhibent la synthese des protéines en se liant, avec une affinité
élevée, au site A de I’acide ribonucléigue ribosomal (ARNr) 16S du ribosome 30S (Kotra et
al.,2000). Bien que les membres de la classe des aminosides aient une spécificité différente
pour les différentes régions du site A, tous modifient sa conformation. En raison de cette
interaction, I’antibiotique favorise la mauvaise traduction en induisant une mauvaise lecture
du codon lors de la livraison de I’acide ribonucléique de transfert (ARNt) d’aminoacyle. Il en
résulte une synthése des protéines sujette aux erreurs, permettant a des acides aminés
incorrects de s’assembler en un polypeptide qui est ensuite libéré pour endommager la

membrane cellulaire (M. Krause et al.,2016).

6. Quinolone (fluoroquinolones) :
6.1.Définition et classification :

Les quinolones sont un groupe d'antibactériens synthétiques ayant une pertinence clinique
majeure. Le composé fondateur et prototypique des quinolones, l'acide nalidixique, et peut
étre considérée comme la premiére génération des quinolones. La deuxieme génération des
quinolones c’est les fluoroguinolones (norfloxacine; la ciprofloxacine). Les modifications les
plus importantes de la structure des quinolones ont été I'introduction d'un fluor en sixiéeme
position et d'un substituant majeur en septieme position. La troisieme génération contient
levofloxacine, gatifloxacine et la quatrieme génération ; moxifloxacine (Correia et al.,2017).
Cette classe d'antibiotiques présente un effet bactéricide. 1ls sont aussi capables de tuer des

mutants doubles dans des souches apparentées (Andersson M et MacGowan A.,2003).
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Figure 7 : Structure de basse des quinolones (Cambau et Guillard,2012).
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Figure 8 : Classification structurale des quinolones (Cambau et Guillard,2012).

6.2.Mode d’action :

Les quinolones inhibent I’action des topoisomérases de type Il : I’ADN gyrase et la
topoisomérase 1V. Ces enzymes sont essentielles a la croissance bactérienne en contrélant la
topologie de I’ADN lors des étapes de replication, de transcription, et de
recombinaison/réparation de I’ADN. Il est a noter que I’ADN gyrase est généralement la cible
préférentielle chez les bactéries a Gram négatif tandis que la topoisomérase 1V I’est chez les
bactéries a Gram positif (Vincent.,2012).

7. Polymyxines :
7.1.Définition :

Les polymyxines sont des antibiotiques naturellement produits par différentes espéces de

Paenibacillus (Bacillus) polymyxa.
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Cinq classes chimiques (A, B, C, D et E) sont décrites, mais seuls deux composés sont
utilisés en thérapeutique : la polymyxine B et la polymyxine E (ou colistine) (Dortet et

al.,2016).

L’existence d’une partie hydrophile et d’une partie hydrophobe impose a la molécule une
conformation particuliere essentielle & I’interaction avec la cible et donc a [I’activité
antibiotique (Yu et al.,2015).
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Figure 9 : Structure chimique de la polymyxine B et de la colistine. L-Dab : acide L-2,4-
diaminobutyrique ; L-Thr : L-Thréonine ; L-Phe : L-Phénylalanine ; L-Leu : L-Leucine
; D-Leu : D-Leucine (Dortet et al.,2016).

7.2.Mode d’action :

La cible des polymyxines est le lipopolysaccharide (LPS) bactérien, composant de la
membrane externe des bacilles a Gram négatif. Les mécanismes d’action des polymyxines ne
sont pas totalement élucidés. Cependant, les polymyxines pourraient agir selon trois modes

distincts et concomitants aboutissant a la mort de la bactérie:

e Lyse des membranes bactériennes (voie principale).
e Contact vésicule-vésicule.

e Formation de radicaux libres (Dortet et al.,2016).
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Chapitre 03 : Mécanismes de résistance chez les entérobactéries

1. Définition :

Les bactéries ont développé différents mécanismes afin de neutraliser I’action des agents
antibactériens, les plus répandus étant I’inactivation enzymatique de I’antibiotique, la
modification ou le remplacement de la cible de I’antimicrobien, I’efflux actif ou encore la
pénétration réduite de la molécule. D’autres mécanismes tels que la protection ou la
surproduction de la cible de [I’antibiotique sont eégalement décrits (Muylaert et
Mainil.,2012).

Antibotique

o 9 <@ [=]
(=] a 9 o o
(=] = Ponne 00
Modification Protec ton
: de la cible @ de la cible Piegeage s
- b d . ® K& y ak
203 O,
- — —d ot ;
CD Ribosome D
ARM,, >
e Inactivation Efflux actif @
enzymatique ]. @
L
30 Ll
o9 oo
(e ] P e @ Péenplasme
Perméabilite
Entree -
L Membrame extermne dans |:: b‘:‘:‘:lelle i

E——— Couche de peptidoglycan

— MMembrane cytoplasmicgue

1 : inactivation enzymatique de I’antibiotique, 2 : modification de la cible de I’antibiotique, 3 :
efflux actif de I’antibiotique, 4 : perméabilité réduite, 5 : protection de la cible de

I’antibiotique, 6 : piégeage de I’antibiotique.

Figure 10: Différents mécanismes de résistance aux antibiotiques dans une bactérie a
Gram négatif (Muylaert et Mainil.,2012).

2. Résistance aux béta-lactamines :

2.1.Résistances non enzymatiques :

2.1.1. Modification de la cible :

Des modifications des PLP par mutation ont été impliquées dans la résistance aux [-

lactamines. Une diminution de la production de la PLP1A a été associée a la résistance a
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I’imipéneme et au mecillinam chez Proteus mirabilis. Ces mutations restent rares chez les

entérobactéries (Robin et al.,2012).

2.1.2. Diminution de la perméabiliteé :

La modification ou la perte de porines est assez fréquente chez les entérobactéries (Robin et
al.,2012).

2.1.3. Hyperproduction de systeme d’efflux :

L’implication des systemes d’efflux dans la résistance aux p-lactamines a été clairement
identifiée dans plusieurs études en particulier chez Klebsiella pneumoniae. Cependant ce type
de mécanisme touchant préférentiellement la céfoxitine et les C2G semble difficile a
distinguer du point de vue phénotypique des résistances par modification des porines (Robin
et al.,2012).

2.2.Résistances enzymatiques: Production de p-lactamases

2.2.1. Pénicillinase acquise :

La production de pénicillinase acquise confere différents niveaux de résistance en
fonction de la quantité d’enzyme produite. Le phénotype peut donc varier entre une résistance
limitée aux amino et carboxypénicillines, qui nécessitera une interprétation des résultats des
uréidopénicillines de sensible en intermédiaire, et une résistance a haut niveau a toutes les
pénicillines associées ou non aux inhibiteurs de B-lactamases et aux C1G, voire celles de 2°™
génération. Dans de rares cas, I’hyperproduction de pénicillinase engendre une diminution de
sensibilite a la ceftazidime, associée a une résistance a toutes les pénicillines, seules ou

associées aux inhibiteurs et aux C1G et C2G (Robin et al.,2012).

2.2.2. p-lactamase a spectre étendu :

Les p-lactamases a spectre étendu (BLSE) sont des enzymes de classe A plasmidiques,
qui présentent un potentiel de diffusion et une prévalence justifiant une surveillance
épidémiologique. Elles conferent une résistance a toutes les pénicillines, aux C1G et C2G et a
au moins une C3/4G ou a I’aztréonam. La sensibilité aux associations pénicillines-inhibiteurs
de B-lactamases est souvent conservee. Cependant, le phénotype de résistance varie avec la
nature de la BLSE produite et selon leur niveau de production. L’association pipéracilline-

tazobactam est I’association pénicilline-inhibiteur la plus souvent active. La mise en évidence
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des BLSE repose sur la détection d’une synergie entre au moins une C3/4G ou I’aztréonam et
le clavulanate (Robin et al.,2012).

2.2.3. Céphalosporinase de haut niveau :

L’hyperproduction d’une céphalosporinase confere une résistance a au moins une C3G.
Une résistance est observée a toutes les pénicillines seules ou en association avec des
inhibiteurs ainsi qu’a toutes les C2G et aux céphamycines. Les C4G ne sont généralement pas
touchées. Ce phénotype est principalement observé chez les entérobactéries du groupe 3 en
cas de dérépression partielle ou totale du géne codant leur céphalosporinase naturelle.
L’ acquisition de céphalosporinases plasmidiques peut engendrer le méme phénotype de
résistance. Leur production est alors constitutive sauf pour les enzymes plasmidiques DHA ou
CFE dont le géne plasmidique est associé au géne de régulation ampR. Des images
d’antagonisme sont observées pour les souches produisant ces familles d’enzymes (Robin et
al.,2012).

2.2.4. Hyperproduction d’enzymes chromosomiques (autre que les

céphalosporinases de classe C) :

Chez certaines especes du groupe 2, du groupe 4 et chez toutes les especes des groupes 5
et 6, I’hyperproduction de I’enzyme chromosomique par mutation du promoteur ou du
systéeme de régulation peut aboutir a des phénotypes proches voire identiques a ceux conférés
par les BLSE plasmidiques sans présenter le méme risque de diffusion épidémique (Robin et
al.,2012).

2.2.5. Carbapénémase

Trois familles principales de carbapénemases sont retrouvées chez les entérobactéries :

» Carbapénemase de type OXA-48/0XA-181 (B-lactamase de classe D).

» Carbapénémases métallo-enzyme ou MBL (B-lactamase de classe D) : VIM, IMP,
NDM.

> Carbapénémase de type KPC: Les carbapénemases de type KPC conferent une
résistance a toutes les B-lactamines, y compris les céphamycines, et a certains, voire
tous les carbapénemes. Bien qu’appartenant aux [3-lactamases de classe A, elles sont

peu inhibées par les inhibiteurs traditionnels tel que le clavulanate, mais sont
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sensibles a I’action inhibitrice de certains acides boroniques qui sont parfois utilisés
dans les tests de détection.

» D’autres carbapénémases de classe A B (GES, IMI, Sme, NMC-A) (Robin et
al.,2012).

3. Résistance aux aminoglycosides :

Comme chez les autres bacilles a Gram négatif, la résistance aux aminosides est
essentiellement liée a la production d’enzymes inactivatrices. Les génes codant pour ces
enzymes sont présents sur des plasmides, des transposons ou des cassettes au sein d’intégrons,

facilitant leur rapide dissémination.

3.1.Inactivation enzymatique

Les aminosides sont des antibiotiques bactéricides qui agissent par inhibition de la
synthése protéique. Chez les entérobactéries, le mécanisme de résistance aux aminosides
prépondeérant est la synthese d’enzymes modificatrices, le plus souvent supportées par des 35
éléments génétiqgues mobiles (plasmides, transposons ou cassettes d’intégrons)
(Pantel.,2015).

Ces enzymes sont classées en fonction de la réaction qu’elles catalysent :

v" Aminoglycoside N-ACetyltransferase : AAC.

v" Aminoglycoside O-Phosphotransferase: APH.

v" Aminoglycoside O-NucleotidylTransferase: ANT (Ramirez et Tolmasky.,2010).
3.2.La méthylation de I'ARNr 16S :

Elle est récemment apparue comme un nouveau mécanisme de résistance contre les
aminosides. Cet événement est médié par un groupe nouvellement reconnu d'ARNr 16S. Les
méthylases, qui partagent une similitude modeste avec celles produites par les actinomycétes
producteurs d'aminosides. Leur présence confére un niveau élevé de résistance a tous les
aminoglycosides. Les génes responsables sont principalement localisés sur des transposons au
sein de plasmides transférables, ce qui leur donne le potentiel s’étendre horizontalement
(YoheiDoi et Yoshichika Arakawa.,2007).
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3.3.Mutation dans les protéines de I’ARNTr 16S:

Les événements de modification post-transcriptionnelle des acides ribonucléiques(ARN),
tels que la méthylation des nucléosides, ont lieu apres la génération des transcrits d'’ARN
initiaux. Ils sont principalement signalés dans I'ARNt, mais ils sont également signalés dans
I'ARNr. Les réles principaux de la méthylation de I'ARNr incluent probablement la
modulation de la maturation de I'ARNT, la stabilisation des structures de I'ARNTr et l'altération
des taux de traduction (YoheiDoi et Yoshichika Arakawa.,2007).

3.4.Pompe d'efflux :

C’est une résistance acquise et rare, les aminosides n’étant pas des substrats habituels des
pompes d’efflux ; cependant, des mutations entrainant la surexpression de ces systemes

peuvent engendrer une résistance (A. Reynaud et L. Crémet.,2015).

4. La résistance aux quinolones :

4.1.Résistance chromosomique :

Le support de la résistance aux quinolones était supposé étre uniguement chromosomique
jusgu’en 1998 (Guessennd et al.,2008), généralement due a une diminution d’affinité de
I’antibiotique pour sa cible. Ceci est d0 & une modification de I’ADN gyrase et/ou de la
topoisomérase 1V par mutations ponctuelles. Les mutations apparaissent quasi exclusivement
dans de courtes régions conservées des deux protéines appelées « quinolone resistance-
determining regions » (QRDR). Un phénotype de résistance, en général de bas niveau, peut
étre di a une diminution d’accumulation intracellulaire de I’antibiotique par imperméabilité
et/ou efflux actif. Le mécanisme d’imperméabilité est di a une modification qualitative et/ou
quantitative d’une porine de la membrane externe des bactéries a Gram négatif impliquée
dans I’entrée de fluoroguinolones hydrophiles. L’efflux actif, d0 & I’hyper-expression de
systemes de pompes d’efflux par mutations au niveau des régulateurs, confére généralement
un phénotype de résistance croisée a plusieurs familles d’antibiotiques de structures
différentes (Vincent,2012).

4.2.Résistance plasmidique :

Récemment, des mécanismes de résistance plasmidique ont été décrits chez les bactéries

a Gram négatif, généralement associés aux mécanismes chromosomiques. 1l y a trois types de
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résistance plasmidique décrits a ce jour : la protection de la cible due aux protéines Qnr
décrite en 1998, I’inactivation enzymatique due a I’acétyltransférase AAC(6’)-Ib-cr identifiée

en 2005 et I’efflux actif médié par la pompe QepA rapporté en 2007 (Vincent,2012).

5. Résistance aux Polymyxines

5.1.Résistance chromosomique :

Une des stratégies les plus utilisées correspond a des modifications du LPS. Ces modifications
ont toutes pour but de diminuer la charge négative du LPS, essentiellement via I’ajout de
résidus chargés positivement, entrainant ainsi une répulsion des polymyxines, elles-mémes
chargées positivement (Velkov et al.,2013). D’autres stratégies sont également utilisées
comme la synthese d’une capsule ou I’expression de certaines pompes d’efflux (Dortet et
al.,2016).

5.1.1. Modifications du LPS:

Ces altérations du LPS font intervenir des modifications covalentes du lipide A telles que :
e L’addition de groupements phosphate, phosphoéthanolamine (pEtN) ou
4-amino-4-désoxy-L-arabinose (L-Ara4N) ;
e Ladéacylation.
e L’hydroxylation d’une des chaines lipidiques.

Ainsi, les principaux mécanismes de résistance a la colistine correspondent dans la
majorité des cas a des altérations des génes: mutations, délétion, insertion (Dortet et
al.,2016).

5.1.2. Synthése d’une capsule :

Il a été démontré que les polysaccharides capsulaires (PSCs) étaient capables de se lier
aux polymyxines. Ainsi, le relargage de ces PSCs permettrait de titrer les polymyxines et
participerait a la résistance en limitant I’acces de ces molécules a la surface de la bactérie ou
se situe leur cible (Llobet et al.,2008).

Ainsi, il a été démontré que la surexpression des genes impliqués dans la biosynthése de la

capsule aurait un impact sur la résistance aux polymyxines (Dortet et al.,2016).
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5.1.3. pompes d’efflux :

De rares études ont montré que la surexpression de certaines pompes d’efflux pouvait
contribuer a la résistance aux polymyxines. Parmi ces pompes d’efflux on retrouve AcrAB et
KpnEF (Dortet et al.,2016).
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Materiel et méthodes



Matériel et méthode

1. Lieu de I’étude :

Cette étude a été réalisée, au niveau du laboratoire de microbiologie appliquée a I’agro-
alimentaire au biomédical et a I’environnement LAMAABE, durant la période Février-Mars
de I’année 2020.

1.1.Souches étudiées :

L'ensemble des souches provenant des prélevements effectués a partir de patients
hospitalisés dans differents servicesde CHU de Tlemcen (réanimation, chirurgie A,

traumatologie et médecine interne) ont été incluses.

2. Matériel :

Pour effectuer les différentes étapes de notre travail expérimental, on utilise :
2.1.Les echantillons :

Ecouvillonnage des plais, sondes urinaires, sondes endotrachéales et urine.
2.2.Appareillage :

Agitateur électrique, autoclave, bec benzene, bain marie, balance analytique, étuves, four
Pasteur, micropipettes, mortier, plaque chauffante, réfrigérateur.

2.3.Verreries et petit matériel :

Anse de platine, systeme d’identification APl 20.E, béchers, boites pétri, éprouvettes, flacons

en verre de 250 ml, lames, pince, pipettes Pasteur, portoir des tubes, tubes a essai.

2.4.Réactifs et produits chimique :

Les produits chimiques et les réactifs utilisés au cours de cette étude sont : Nitrate réductase |
et 11, réactif de Kovacs, réactif TDA, Réactif de Vogues-Proskaeur (\VPI et VPII) et I’huile de

paraffine.

26

=
| S—



Matériel et méthode

2.5.Disques d'antibiotiques :

Les antibiotiques utilisés sont: Ampicilline (AMP), Amoxicilline (AMX), Amoxicilline—acide
clavulanique (AMC), Ticarcilline (TIC), Pipéracilline (PRL), Céfazoline (CZ), Céfotaxime
(CTX), Céftriaxone (CRO), Imipéneme (IMP), Amikacine (AK), Gentamicine (GN), Acide
nalidixique (NA), Ciprofloxacine (CIP), Colistine (CT), Triméthoprime- sulfaméthoxazole
(SXT), Fosfomycine (FOS) et Chloramphénicol (C).

2.6.Milieux de culture :

Les milieux utilisés sont nombreux, leurs compositions sont mentionnées en ANNEXE :
Les géloses: Gelose nutritive, Mac ConKey, Mueller-Hinton.

Les bouillons: Bouillon nutritif.

3. Méthode :

3.1.Prélevement :

Les prelevements ont été effectués, entre février et mars 2020, dans différents services ;
réanimation, chirurgie, traumatologies et les services de médecine interne aux CHU de
Tlemcen. Ces préléevements ont été réalisés a partir de divers sites sur patients hospitalisés
(aspiration trachéale, écouvillonnage, sonde urinaire), puis acheminés au laboratoire dans des

tubes a essai sec et stériles.

3.2.Ensemencement :

Apreés enrichissement des souches et incubation de 24h dans I’étuve réglée a 37°C, nous
avons prélevé a partir de chaque tube une goutte a I’aide d’une anse de platine flambée a la

flamme, que I’on ensemence sur la gélose macconky.
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Ei pI phah fﬁ’w

Figure 11 : Boite pétri avec gélose Figure 12: Tubes de pré-enrichissement
macconky avec I’apparition des (photos personnelles)
colonies apreés I’incubation (photo
personnelle)

3.3.Purification :

La purification se fait toujours sur le méme milieu macconky. Cette étape correspond a la

séparation des colonies de déférentes souches.

On incuber les boites dans I’étuve réglée a 37°C pendant 24 h.
3.4.1dentification :

L’identification des souches a été réalisee en 2 étapes :
3.5.Appréciation ou observation macroscopique:

Elle permet d’observer I’aspect, I’odeur, la couleur, la consistance des colonies et le

virage de la couleur du milieu de culture sélectif utilise.
3.6.1dentification biochimique :
3.6.1. Galerie API 20E :

Est un systéeme standardisé des techniques biochimiques conventionnelles pour identifier
les bacilles a gram négatif, dont les entérobactéries. Elle comporte 20 microtubes contenant

des substrats déshydratés. Les microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne
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saline qui reconstitue les milieux. Les réactions produites pendant la période d’incubation
(18h-24h a 37C°) se traduisaient par des virages colorés spontanés ou révélés par I’addition de

réactifs.

Figure 13 : Galerie APl 20E (photo personnelle)

a. Préparation de la galerie API :
- Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ 5 mL d’eau dans
les alvéoles pour créer une atmosphére humide.

- Déposer la galerie dans la boite d’incubation.

b. Préparation de I'inoculum :

introduire quelques ml d’eau distillée stérile dans un tube a vis steérile.

prélever une seule colonie bien isolée sur milieu gélose.

Réaliser une suspension bactérienne en homogénéisant soigneusement les bactéries

dans le milieu.

c. Inoculation de la galerie :

Remplir les tubes et les cupules des tests CIT, VP, GEL,

- Remplir uniquement les tubes (et non les cupules) des autres tests.

- Créer une anaérobiose dans les tests ADH, LDC, ODC, URE, H,S en remplissant leur
cupule d’huile de paraffine.

- Il faut remplir les boites d’incubation des tubes des tests avec un peu d’eau pour éviter
la dessiccation lors de I’incubation

- Refermer la boite d’incubation et la placer dans I’étuve a 35 - 37° C pendant 18 a 24

heures.
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d. Lecture de galerie :

Apres incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de lecture.
Trois tests nécessitent I’addition de réactif :

o Test tryptophane désaminase (TDA) : on ajoute une goutte de réactif TDA
e Test indole (IND) : on ajoute une goutte de réactif JAMES
e Test Voges-Vroskaure (VP) : on ajoute une goutte de réactif VP1 et VP2.

e. Interprétation de la galerie et identification :

Apreés incubation, la lecture de la galerie est visuelle, apres addition ou non de réactifs
spécifiques pour lire les résultats de certains tests biochimiques. L’interprétation des résultats
des tests est obtenue en consultant le tableau de lecture de la galerie ; les résultats sont ensuite

relevés sur la fiche de résultats.

L’identification est obtenue a partir du profil numérique, qui est toujours établi a partir de

la fiche de résultats suivant le méme principe.

Plus précisement, sur la fiche de résultats, les tests sont séparés par groupe de trois et une
valeur 1,2 ou 4 est indiquée pour chacun. En additionnant a I’intérieur de chaque groupe les
valeurs correspondant a des réactions positives, on obtient 7 chiffres qui constituent le profil

numérique.

Figure 14 : Fiche de résultat de la galerie APl 20 E montre le profil numérique
d’Escherichia coli (photo personnelle).

3.7.Conservation des souches :

Les souches sont conservées a 4 C° dans des tubes de gélose inclinée.
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3.8.Antibiogramme :

3.8.1. Principe:

L'antibiogramme est réalisé par la méthode de diffusion en gélose (méthode des disques).
Cette méthode est basée sur le principe de la courbe de correspondance entre les valeurs
critiques des concentrations minimales inhibitrices (CMI) en mg/l et des mesures des

diametres d’inhibition.

3.8.2. Technique:

A partir d'une culture pure de 18-24 h sur milieu gélosé Mueller-Hinton, une suspension
de 5ml de solution saline (0,9 % NaCl) a été préparée. A partir de cette suspension
bactérienne pure, une dilution au 1/10 dans I'eau physiologique (0,9 %NaCl) a été réalisée et
bien homogénéisée; puis ensemencée par écouvillonnage sur des boites de Pétri de Mueller-

Hinton.

3.8.3. Application des disques d'ATB:

Les disques d’antibiotiques en cartouches sont disponibles. Aprés 15 min de séchage des
boites, les disques choisis sont posés a la pince flambée. Les disques sont appliqués a plat
sans glissement en appuyant légerement sur la surface de la gélose. L’ensemble est porté a
I’étuve pendant 18 a 24 heures a 37 °C.

3.8.4. Lecture:

La lecture se fait par mesurer avec précision les différents diametres des zones
d'inhibition, en comparaison ces résultats aux valeurs critiques. Le diamétre des zones

d’inhibition est interprété en sensible (S), intermédiaire (I) ou résistant (R).
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1. Résultat :

1.1.Préléevements :

Durant la période d’étude, sur 29 patients hospitalisés plus de 48 heures, 33 prélevements

cliniques ont été effectués aux différents services du CHU de Tlemcen.

1.2.Souches identifiées :

Sur les 33 prélévements, 32 ont présenté une culture positive.

3,03%

M culture poitive

B culture négative

Figure 15 : Pourcentage de culture positive et de culture négative.

Sur un total de 32 bacilles a Gram négatif (BGN), ont été identifiées 18 entérobactéries,
ce qui correspond a une fréquence d'isolement de 56,25% (18/32), 9 Pseudomonas aeruginosa
(9/32), soit 25,12% et 5 Acinetobacter baumannii (5/32) soit 15,62%.

Les entérobactéries occupent la premiere place qui prédomine parmi les 32 BGN identifiés.

15,62% —

B Pseudomonas
aeruginosa

M entérobactéries

acinetobacter
baumannii

Figure 16: Pourcentage de bacilles @ Gram négatif.
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1.3.L’aspect macroscopique :

1.3.1. Aspect des colonies:

A partir de différents prelévements, I’isolement des souches sur le milieu Mac Conkey a
permis d’examiner la morphologie des colonies. Certaines colonies se présentent sous une
forme granulaire, d’autres ont un aspect muqueux. Leur diamétre est compris entre 1 et 2,5

mm, exception faite pour E.coli qui donne parfois des colonies naines.

Figure 17: Aspect macroscopique des colonies sur milieu Mac Conkey (Photos
personnelles).

1.4.1dentification biochimique des souches

Par rapport au total d’isolats d'entérobactéries étudiées, Klebsiella pneumoniae et
Enterobacter cloacae occupent la premiére place avec 5 souches, suivie de 4 souches de

Escherichia coli et de Serratia marcescen.

Figure 18 : Galerie AP120.E identificatrice de Klebsiella pneumoniae (photo personnelle).
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Figure 19: Galerie API120.E identificatrice d’Enterobacter cloacae (photo personnelle).

Figure 20: Galerie API120.E identificatrice de Serratia marcescens (photo personnelle).

H Klebsiella pneumoniae
B Enterobacter cloacae

W Escherichia coli

B Serratia marcescens

Figure 21: Répartition des isolats.
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1.5. Répartition des entérobacteries en fonction de service :

B Traumatologie
B Réanimation
m Chirurgie

B Médcine interne

Figure 22: Répartition des entérobactéries en fonction de service.

La répartition des entérobactéries en fonction de service (Figure 22), montre que le
service de traumatologie est le service le plus contaminé car il contient 55,55% des
Entérobactéries isolés et le service de Médecine interne est le moins contaminé car il contient

que 5,55% d’Entérobactéries.

1.6.Reépartition des entérobactéries en fonction de la nature de

prélevement :

3%

M écouvillonage des plais
M sonde urinaire
= sonde endotr

H urine

Figure 23: Répartition des entérobactéries en fonction des sites de prélévement.
La répartition des sites de prélevement présentée dans la figure 23, montre que le taux
d'isolement a partir des écouvillons est le plus important (47%), suivis des sondes urinaires

(34%), puis les prélevements des sondes endotrachéales (16%), et enfin les urines (3%).
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1.7.Distribution des souches d’entérobactéries en fonction de I’espéce et

de I’origine :

Tableau 1: Répartition de 18 souches d’entérobactéries en fonction de I’espece et de la
provenance du prélévement :

Traumatologie | Réanimation | Chirurgie A MedeC|ne Total
Interne

Klebsiella
. 0(0,00%) | 4(22,22%) | 0(0,00%) | 1(5.55%) | 5(27,77%)

pneumoniae

Enterobacter
3 (16,66%) 1(5.55%) 1(5.55%) | 0 (0,00%) | 5(27,77%)

cloacae
—_ . 4(22,22%
Escherichia coli 3(16,66%) 0 (0,00%0) 1(5.55%) | 0 (0,00%) (22,22%)
Serratia 0
4(22,22%) | 0(0,009%) | 0(0,00%) | 0 (0,00%) 4(22.22%)

marcescens
Total 10 (55,55%) | 5(27,77%) | 2(11,11%) | 1(5.55%) | 18(100%)

1.8.Distribution des souches d’entérobactéries en fonction de I’espéce et

du type de préléevement :

Tableau 2 : Répartition de 18 souches d’entérobacteries en fonction de I’espéce et de
type de préléevement :

Sonde Sonde Ecouvillonnage .
o . . Urines Total
urinaire endotrachiale des plais
Klebsiella 0 5
0] 0 (0)
pneumoniae 3 (16.66%) 1(5:55%) 15.55% (0.00%) | (27.77%)
Enterobacter 0 5
27.77% .009%¢ .009%¢
cloacae 5( 0) 0(0.00%) 0(0.00%) (0.00%) | (27.77%)
Escherichia 4
0] (0] (0) [0)
coli 2 (11.11%) 0 (0.00%) 1(5.55%) 1(5.55%0) (22.22%)
Serratia 4
0 0 0) 0
ArCesCens 1 (5.55%0) 0 (0.00%) 3 (16.66%) 00.00% (22.22%)
Total = 1 (5.55%) 5(27.77%) | 1(5.55%) | 18(100%)
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1.9.Caractéristiques des patients : age et sexe :

L &ge des 16 patients porteurs d’une souche d’Entérobactérie varie de 19 ans a 86 ans
avec un age médian de 46 ans.
La durée de séjour des patients a I’hépital est variable dans I’intervalle: 3 jours a 15 jours.

50,00%
40,00%
30,00%
20,00%

10,00%

0,00%
19-30 30-40 40-60 supérieur a 60

B Pourcentage d'age

Figure 24: Moyennes des cas positifs selon la tranche d’age.

D’aprés I’histogramme (figure 24), le pourcentage des cas positifs aux entérobactéries le
plus élevé (43,75%) est constaté avec la tranche d’age plus de 60 ans. La fréquence de
I’infection semble augmenter avec I’age. Les facteurs intervenant dans l'augmentation de
I'incidence des infections aux entérobactéries chez les personnes agées sont multiples: baisse
des défenses immunitaires, effet des médicaments, déshydratation (particulierement pour les

infections urinaires).....

B Femme

B Homme

Figure 25: Répartition globale des échantillons selon le sexe.
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La figure 25 montre que les infections aux entérobactéries au niveau des services du CHU
touchent plus la population masculine 56,25% que la population féminine qui ne représente
que 43,75%.

1.10. Détermination du profil d’antibiorésistance :

La détermination de la résistance aux antibiotiques est réalisée par la méthode de
diffusion sur gélose Mueller-Hinton.
A cause de la pandémie due au Coronavirus et de sa large propagation, nous n‘avons pas pu

terminer notre partie expérimentale et par conséquent nous n’avons pas fait I’antibiogramme.
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2. Discussion :

Nos souches ont été isolées dans différents services hospitaliers (Médecine interne,
Chirurgie, Traumatologie, Réanimation), mais le service de traumatologie semble étre le plus
incriminé car 55,55 % des souches proviennent de ce service suivi par le service de
réanimation 27,77% ; puis le service de chirurgie par 11,11% et le service de Médecine
interne est le moins incriminé (5,55%). Souna en 2011, a trouvé qu’au niveau du service de
réanimation, 39 souches d’entérobactéries (27.8%) ont été isolées, 37 souches (26.4%) ont été
collectées au niveau du service de chirurgie et 64 souches (45.7%) ont été isolées a partir de
divers services et Mellouk (2017) qui a cité que le service de médecine interne semble étre le
plus incriminé car 26 % des souches proviennent de ce service. Ould baba ali et Taibi (2019)
qui ont trouvé que le service des maladies infectieuses semble étre le plus incriminé car
48.12% des souches proviennent de ce service.

Les résultats montrent la prédominance des entérobactéries avec une fréquence de
(54.54%), par rapport aux autres BGN. Elles sont suivies par Pseudomonas aeruginosa avec
(27,27%).Le pourcentage le plus faible est constaté avec Acinetobacter baumannii (15.15%).
Essayegh et son équipe (2014) ont trouve que les entérobactéries prédominaient avec une
fréquence d’isolement de 35,7% suivies par Acinetobacter baumannii avec 22,2%, puis

Pseudomonas aeruginosa avec 15,1%.

Parmi les entérobactéries trouvées, Klebsiella pneumoniae et Enterobacter cloacae
occupent la premiere place avec 27,77%, suivie de 22,22% d’Escherichia coli et de Serratia
marcescens. Essayegh et son équipe (2014) ont trouvé que Klebsiella pneumoniae occupe la
premiére place dans les entérobactéries (10,3%), suivie d’Enterobacter cloacae (8,7%) puis
Serratia marcescens (2,4%) et en dernier Escherichia coli (1,6%). AYAD (2011) a trouvé que
Escherichia coli occupe la premiere place avec 40.2%, suivie de Klebsiella pneumoniae
39.3% puis Enterobacter cloacae 12.5%.

Nos résultats montrent que 47% des souches sont isolées a partir de plaie opératoire, 34%
a partir de sondes urinaire, 16% a partir de sondes endotrachéale et 3% a partir des urines.
Bahlouli et Idiri (2015) ont trouvé que la quasi-totalité des souches collectées (95,1%) sont

isolées a partir de prélévement urinaire.
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Les deux sexes sont touches par les infections nosocomials des entérobactéries mais la

population masculine semble la plus touchée dans notre étude avec une fréquence de 56,25%
(9/16) par rapport a la population féminine qui ne représente que 43,75% (7/16).
Ces résultats sont expliqués par la prédominance des hommes au niveau des services
(réanimation, chirurgie, traumatologies et le service de médecine interne). Ait Hadi et Boulghit
(2016) ainsi Bouzeraa et Berrihil (2018) ont trouve que les entérobactéries touchent plus la
population masculine avec une fréquence de 55,14% (102/185) par rapport a la population
féminine qui ne représente que 44,86%. Par contre, Madi et Djema (2019) ont noté une
prédominance des souches chez le sexe féminin avec un pourcentage de 53% (41/77) contre
47% (36/77) chez le sexe masculin.

Les tranches d’ages sont touchées par les infections avec des extrémes d’age variant entre
19 ans a 86 ans. La tranche d’age qui semble la plus touchée dans notre étude est la
population des personnes agées (plus de 60ans : 43,75%), suivie par la population de (40-
60ans : 25%). Bouzeraa et Berrihil (2018), ont trouvé que le pourcentage des cas positifs aux
entérobactéries le plus élevé (34,59%) est constaté avec la tranche d’age de plus de 60 ans.
Par contre Mellouk (2017), a trouvée que la a tranche d’age qui semble la plus touchée est la
population des personnes agées de 18-50 ans (58,60%), suivie par la population de plus de 50
ans (25%).

Au CHU de Tlemcen entre octobre 2008 et juin 2009, l'analyse des phénotypes de
résistance aux B-lactamines des entérobactéries montre une nette dominance des souches
productrices de p-lactamases a spectre étendu (BLSE) (67%). Parmi les entérobacteries
présentant ce phénotype 10.7% produisent également une céphalosporinase constitutive.
L'hyperproduction de céphalosporinase comme seul mécanisme de résistance est observée
chez seulement 5.4% des souches. La production de pénicillinases est exclusivement
observée chez 10.7% des souches. Enfin, 17% d'entérobactéries, n‘ont présenté aucune
résistance acquise, donc considérées comme «sauvages » (Ayad, 2011). Ces résultats sont
différents a ceux de I'étude de SOUNA au niveau du C.H.U de Sidi Bel Abbes en 2011 qui a
trouvée que I’analyse phénotypique des espéces d’entérobactéries est en faveur d’une
production de B-lactamase a spectre étendu (BLSE) soit 37.1%,Parmi ces souches, (14.3%),
produisent également une céphalosporinase associée contre seulement 4.3% pour la
céphalosporinase hyperproduite, et 25% des souches productrice de pénicillinase, Le reste des
souches (33.6%) ont présenté le phénotype sauvage. Par ailleurs, I’étude de TERKIA
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DERDRA en 2013, le phénotype de BLSE a été observé avec un pourcentage de 36.11%. La
production de la céphalosporinase a été observée avec un pourcentage de 16.66% et la
production d'une céphalosporinase associée au phénotype BLSE a été observée avec un
pourcentage de 19.44%. Les souches qui ont présenté une sensibilité vis-a-vis des B-
lactamines et des autres antibiotiques sont considérées comme souches sauvages, leur

pourcentage a été de 22.22%.
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Conclusion

La résistance aux antibiotiques constitue aujourd’hui I’une des plus graves menaces
pesant sur la santé mondiale. Elle peut toucher toute personne, a n’importe quel age et dans
n’importe quel pays. De nouveaux mécanismes de résistance apparaissent et se propagent
dans le monde entier, compromettant notre capacité a traiter les maladies infectieuses
courantes.

Les entérobactéries sont fréquemment la cible thérapeutique d’antibiotiques et
notamment la famille des R-lactamines. Depuis le début de I’utilisation de cette famille
d’antibiotiques, ces organismes ont développé des mécanismes de résistance contre ces
molécules, notamment par I’acquisition de génes codant pour des -lactamases.

Notre étude montré dans un premier temps un taux tres important d’infection causée par

les entérobactéries au niveau de CHU de Tlemcen avec un pourcentage de 56,25%.
Dans un second temps, I’analyse des différents prélevements réalisés a partir de divers sites
sur des patients hospitalisés montré une forte diversité des germes de la famille des
entérobactéries, les 2 espéces les plus isolées sont Klebsiella pneumoniae et Enterobacter
cloacae ; le service de traumatologie est le plus contaminé et la population masculine semble
la plus touchée.

Une premiére approche dans la lutte contre I’antibiorésistance implique les études de
prévalence des souches multi-résistantes circulant dans les milieux hospitaliers ainsi que
leur sensibilité aux antibiotiques. Ainsi, les études menées un peu partout dans le monde
ont surtout incriminé les bacilles a Gram négatif, notamment les entérobactéries. Ces

derniéres expriment un taux élevé de résistance acquise a la majorité d’antibiotiques.

Donc une meilleure maitrise en termes d’hygiéne hospitaliére (renforcement de la
formation du personnel aux régles préventives, précocité du dépistage...) et un meilleur
controle de la consommation en ATB au sein de I’établissement seraient toutefois des facteurs

favorisant une meilleure maitrise des risques.
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Annexe 1 : Préparation du milieu :

» Mac Conky :

e Sapréparation :
La preparation de milieu se fait comme suit :

* Sur une plaque chauffante et dans un béchers on mettre en suspension 51g de milieu
déshydraté dans un 1 litre d’eau distillé.

* Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constant a I’aide de barreau
magnétique et I'y maintenir durant le temps nécessaire a sa dissolution.

* Répartir en flacons.

«Stériliser a I’autoclave a 120°C pendant 1 heure.

» Laisser refroidir a 50°C

» Couler le milieu dans les boites de pétri.

|  coom

Figure 26 : Préparation du milieu (photos personnelles).

Figure 27: Boite pétri avec gélose macconky (photo personnelle).
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e Sa composition :

Gélose Mac Conkey Composition théorique(en g/l d’eau
distillée)
E .
Sels biliaires n°3 10g
e I
Lactose 10,0 g
e L
Chlorure de sodium 50¢g
= == R —
pH=7,1

» Composition de bouillon nutritif :

Bouillon nutritif Composition théorique(en g/l d’eau
distillée)

Eau distillé 1000ml

Extrait de viande 5¢

» Composition de milieu de culture Muller Hinton :

Extrait de viande 29

Amidon 1,59

(PH=7,4)
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Annexe 2 : Les Concentrations critiques pour I’interprétation des CMI et des diamétres des
zones d’inhibition (CA-SFM) 2018 :

Concentrations - Notes
Penicillines cribques ) Chiffres arabes pour les commentaires portant sur les concentrations criiques (CMI)

(mglL) (mm) Lettres pour les commentaires portant sur les diamétres criiques d'inhibition
$s R>

Les Enterobacteriaoeae productiices de BLSE sont souvent catégorisées esensibless aux pénicilines associées aux inhibiteurs de B-lactamases de classe A(acde davulanique,
tazobactam). Silutiisation d'une de ces associations est refenus par le clinicien pour iraiter une infection due & une entércbacterie productrice de BLSE | ily a lieu de mesurer
la CMI de I association retenue si linfection a traiter est autre qu'une infection du tractus urinaire.

Catégoriser «intermédiaire» [fsolat clinique catégorisé «sensibles 3 la pipéracilline alors quil est catégorisé «résistants ou «intermédiaires & la ficarcilline (EUCAST
expert rules v. 2.0, régle 8.3 de grade C), Les f-lactamases hydrolysant la ticarcilline hydrolysent également la pipéraciline, mais la résistance peut étre moins évidente
si lexpression de la B-lactamase est faible (principalement observée chez Klebsiells spp. et E. col). Cette régle ne s'appligue pas aux associations pénicilines-inhibiteurs
de f-lactamases.

Pour Profeus mirabilis, catégoriser «intermédiaires un isolat clinique apparaissant esensibles 3 la ticarciline etlou esensibles & la pipéracilline alors quiil est catégorisé
srésistants aux aminopénicillines (ampiciline, amoxicilline) et sensible ou intermadiaire a I'amoxicilline-acide clavulanique.

Cetie régle ne s'applique pas au Profeus mirabilis producteurs de céphalosporinse plasmidique.

Ampicilline g 8 10 14AE | 148" (/A Les souches sauvages d'entérobactéries du groupe | (E. coll, P mirabilis,
Salmonelia spp., Shigella spp.) sont sensibles & | amoxicilline.
B. Ignorer la pousse fine dans la zone d'inhibition.

Ampicilline-sulbactam g g 1010 | 14° 14" |2 Pour évaluer la sensibilité, la concentration en sulbactam est fixée & 4 mglL.

Amoxicilline g g8 20 1088 | 190

Amoudcilline-acide clavulanique g g 20-10 | 100 18% |3 Pour évaluer la sensibiité, la concentration d'acide clavulanique est fixée & 2 mplL.

Amaicilline-acide clavulanique = kYo 20-10 160 18°

(cystites)

Pipéraciliine 8 18 30 20 17

Pipéraciline-tazobactam g 18 306 20 17 [4. Pour évaluer la sensibilité, la concentration du tazobactam est fixée 3 4 mgiL.

Ticarcilline 8 18 75 23 20

Ticarcilline-acide clavulanique g 18° 7510 | 23 20

Mécillinam (cystites) 8 8 10 15° 16° | C. Ignorer les colonies sifuées dans la zone d'mhibition pour les isolats de I'espéce E. coli.»

Temocilline 8 |l est recommandé d'utiliser une ie minimale de 2g x 2

pncentratio ge D i o

Cefaclor - - - -

Ceéfadroxil (cystites) 18 18 30 12 12

Cefalexine (cystites) 18 18 30 14 14

Cafazoline R . . -

Cafépime 1 4 30 27 A

Cefixime (cystites) 1 1 5 17 17

Céfixime-acide clavulanique’ 1 1 510 17 17 | 1. Pour la mesure de la CMI, la concentration de ['acide clavulanique est de 2 mg/L.

(cystites)

Céfotaxime 1 2 5 20 17

Cefoxitine 8 18 30 10 15

Céfoxitine (depistage) NA NA 30 19 18 |2 Leseul mdemmloglque (ECOFF) de la céfoxitine (isolat sauvage < 8 mg/L) a une
haute sensibilite mais une faible specificite pour la detection des Enterobacteriaceae
produisant une caphalosporinase (AmpC), car Factivité de cet antibiotique est aussi
affectée par les altérations de perméabilité.

Cefpodoxime (cystites) 1 1 10 21 21

Ceftargline 0.5 05 5 23 23

Ceftobiprole 0,25 0,25 5 23 23

Cefiotolozane-tazobactam 1 1 3010 | 23 23 |Les concentrations crifiques sont établies a partir du Ceftolozane.
Pour évaluer |a sensibilité, |a concentration du tazobactam est fixée 34 mg/L.

Ceftazidime 1 4 10 2 18

Ceftazidime-avibactam® B 8 104 13 13 | 3. Pour la mesure de la CMI, |a concentration de I'avibactam est de 4 mg/L.

Ceftibuten (cystites) 1 1 30 n | =

Ceftriaxone 1 2 30 25 2

Céfuroxime iv 8 8 30 10 19 |4. Les concentrations critiques sont en lien avec une posologie de 1.5 g 3 fois par
jour pour les espéces E. coll, P mirabilis et Klebsiella spp. seulement.

Céfuroxime oral (cystites) 8 8 30 19 19
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Notes
Chiffres arabes pour les commentaires portant sur les concentrations criiques (CMI)

Lettres pour les commentaires portant sur les diametres criiques d'inhibition

Les concenirations critiques des carbapénémes ont été définies de sorte gue les isolats cliniques producteurs de mécanismes de résistance importants sur le plan clinique
incluant la majorite des carbapeénémases chez les Enterobactsriaceae sont catégorisés «intermediairess ou «résistantss 3 ces molécules. Toutefois, certains isolats
d'entérobacténies producteurs de carbapénémases (EPC) sont catégorisés «sensibless aux carbapénémes et doivent étre rapportés comme tels ; la présence d'une
carbapénemase n'interfére pas sur la catége 1 de ces EPC. La detection des carbapénemases est cependant recommandée sur le plan epidémiologique pour surveiller
et contrdler leur diffusion.

Il faut donc considérer comme SUSPECTE d'EPC toute souche de SENSIBILITE DIMINUEE (I/R) 3 au moins |'une des carbapénémes. La détection des EPC par de simples
tesis phenotypiques n'est pas aisée car le niveau de résistance aux carbapénémes est variable et peut parfois étre a la limite du seuil de sensibilite. L'ertapanéme est le
carbapeneme qui possede la meilleure sensibilits pour la détection des EPC. Ainsi, toute souche possedant une diminution de sensibilite a 'ertapenéme [CMI > 0,5 mg/L ou
une diamétre dinhibition (disque 10 pg/ml) < 28 mm (CASFM-2013) ou < 25 mm (CASFM 2015)] par test de diffusion en gélose peut &tre soumise a I'algorithme de screening
des souches productrices de carbapénémase (annexe 2).

Les souches suspectes d'EPC selon cet algonthme doivent étre soumises a un test de confirmation de production de carbapénémase.

Parmi les tests de confirmation, le Hodge test (CASFM-2013) n'est plus recommandé car difficile & standardiser : présence de faux-positifs et de faux-négatifs. Parmi les
autres tests de confirmations, actuellement disponibles certains. parmi lesquels des tests enzymatiques, peuvent présenter des probléemes de sensibilité (non détection des
OXA-48-like qui sont les carbapénémases les plus fréquentes en France).

Enapénéme 0.5 1 10 254 22* | A Déterminer la CMI de lertapénéme en cas de résistance a l'entapénéme selon la
méthode de diffusion en gélose.

Imipéneme’ 2 8 10 22 18 | 1. Un bas ni de rési est n aux espé Morganella spp., Proteus
spp. et Providencia spp.

Méropéneme 2 8 10 22 18

Concentrations | Charge Notes
cribiques du Chiffres arabes pour les commentaires portant sur les concentrations critiques (CMI)
(mgiL) disque Lettres pour les commentaires portant sur les diamétres crifiques d'inhibition

§< R> (ug)
Aztréonam' 1 4 30 26 21 | 1. Les concentrations critiques de laziréonam ont été définies de sorte que les
isolats cliniques d'entérobactéries producteurs de mécanismes de résistance
importants, incluant les BLSE, sont catégorisés «intermédiairess ou erésistantss.
Toutefois certains isolats d'enterobacteries qui produisent des BLSE sont categorises
ssensibless a [aztréonam et doivent étre rapporiés comme tels ; la présence d'une
BLSE n'interfére pas sur la categonsation de ces isolats clinigues. La détection des
BLSE est cependant recommandée sur le plan épidémiologique pour surveiller et
controler leur diffusion.

Annexe 3: Tableau d’identification du catalogue analytique APl 20E
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Annexe 4:TABLEAU DE LECTUREDE LA GALERIE API 20E
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