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Résumé

Résumé

La diffusion rapide des bacilles a Gram négatif (BGN) constitue un probleme majeur au
sein des établissements de santé. Leur résistance croissante aux antibiotiques notamment aux
carbapénemes et a la colistine représente un defi significatif pour la prise en charge des
infections liées aux soins. Entre Mars et Mai 2023, un total de 54 souches de BGN a été isolé
au niveau des services de réanimation et de néonatologie dans le CHU de Tlemcen. Parmi
celles-ci, 36 étaient résistantes aux carbapéneémes avec une prédominance d’Acinetobacter
baumannii (39%) suivie de Pseudomonas aeruginosa (33%) et de Klebsiella pneumoniae
(19%). 35 souches étaient résistantes a la colistine dont Pseudomonas aeruginosa est 1’espéce
majoritaire (37%) suivie de Klebsiella pneumoniae (29%). Des taux élevés de résistance pour
la plupart des antibiotiques testés (B-lactamines, aminosides, quinolones et colistine) ont été
observes, témoignant la présence de souches multirésistantes. La résistance des souches
étudiées aux carbapénémes est due a la production de carbapénémase, soulignant que parmi ces
souches 28% sont des entérobactéries productrices de carbapénémases (EPC) détectées pour la
premiére fois dans I’Ouest algérien et considérées comme des Bactéries Hautement Résistantes

émergentes (BHRe).

Mots clés : Bacilles a Gram négatif, entérobactéries, résistance, carbapénémes, colistine,
CHU de Tlemcen.



Abstract

Abstract

The rapid spread of Gram-negative bacilli (GNB) constitutes a major problem within
healthcare institutions. Their increasing resistance to antibiotics, in particular carbapenems and
colistin, represents a significant challenge for the management of healthcare-related infections.
Between March and May 2023, a total of 54 BGN strains were isolated in the intensive care
unit and neonatology wards at Tlemcen University Hospital. 36 of theses strains were resistant
to carbapenems with a predominance of Acinetobacter baumannii (39%) followed by
Pseudomonas aeruginosa (33%) and Klebsiella pneumoniae (19%). 35 strains were resistant to
colistin of which Pseudomonas aeruginosa is the majority species (37%) followed by
Klebsiella pneumoniae (29%). High rates of resistance for most of the antibiotics tested (B-
lactams, aminoglycosides, quinolones and colistin) were observed, testifying to the presence of
multidrug-resistant strains. The resistance of the studied strains to carbapenems is due to the
production of carbapenemase, highlighting that among these strains 28% are carbapenemase-
producing enterobacterales (CPE) detected for the first time in Western Algeria and considered

as Emerging Highly Resistant Bacteria (eHRB).

Key words: Gram-negative bacilli, enterobacterales, resistance, carbapenems, colistin,

Tlemcen University Hospital.



Table de matieres

Table des matieres

(IS ol o [T o =3V A T Lo TR |
(IS Lol [T I 0] 1= T SRR 1
LISEE dES FIGUIES ..ottt ettt et e te et e e st e s be et e eneesteenteaneenneas v
LN oo [U o3 1 [ o IS 1

Synthese bibliographique
Chapitre 1 : les bacilles a Gram négatif

1. Bacilles @ Gram NEQALif..........cuiiieiiiiieese e 3
I BT Y01 (=T (] o= Tod T =TSRSS 3
1.1.1 ESCherichia COoli... ... .. ooe oot ot e e et et et et et e et e et e e e e e e i
1.1.2 Klebsiella pneumOoni@e ..........oouiiiiiiiiciie ettt 4
1.1.3 ENtErobacter CIOACAE .........ccviueiiieii ettt nre e 5
104 PIOTBUS... ... oo e ettt et h e e s h e e e bt e ek bt e e b e e e be e e eabe e e nnbr e e e nnr e e nnree e 6
1.1.5 PrOVIOBNCIA ..ottt b bkttt ettt bbb ne e 6
1.2 Les bacilles a Gram négatif non fermentairesS..........c.cccovvevi e 7
1.2.1 ACINEtODACTEr DAUMANNIT .. .eviiviiiieiieiieie et 7
1.2.2 PSEUAOMONAS GEIUGINOSA. ... .ecvveveeieeriesieeieaseesieesseeseesseesseassesseessesssesseesseassesseesseaseessesssenns 8
1.2.3 Stenotrophomonas Maltophilia ............ccceeviiieiieii e 8
1.2.4 BUFKNOIAErTA CEPACIA .......veeveiiieitieie ettt sttt ae e beesteeneesre e e e 9

Chapitre 2 : Carbapénémes

2. CAIDAPENEITIES .....eeiiieiieeieie ettt ettt sttt bbbt b e e b b e st e bt et et en e e be e neenees 11
2.1 Définition et Structure ChIMIQUE..........oiiiiiiiieece s 11
2.2 Mécanisme d’action des Carbap@nemes ..........c.cueeveiveriiriinieneeesee e 13
2.3 Spectre d’action des carbapenemEs..........coviviiieiiiieiieie e 14
2.4 Résistance des bacilles Gram négatif aux carbapénemes...........ccoovvveveieninenienienceeeeens 14
2.4.1 Résistance enzymatique auX CarbDapenemMES..........coovvviiiiriiiiiee s 14
2.4.2 IMPErMEADITITE .......oeieiiiee e nns 16
2.4.3 POMPE A’ ITTUX ...vviiiiiii it 16

2.4.4 L’association de ’expression de céphalosporinases et une diminution de perméabilité 17

Chapitre 3: La colistine

TR - T o0 11 =SSR 18
3.1 SErUCTUIE CRIMIGUE ..ot bbbt 18
3.2 MECANISIME A ACHION ..eeiiiiiiiieeeiiie e e e ettt e e e et e e e et e e e e et e e e s ett e e e e e ebb e e e e s sabeeeeeebaeeeeeansreeeeenens 18
3.3 SPECIIE A ACTION ...ttt b e ettt e e n e e b e et been e 19
3.4 Reésistance des bacilles @ Gram negatif a la Colistine ...........cccccevvvieiienie s, 19
Matériel et méthodes

LU IMBEETIEL .o b bbbttt bbbt 21
L.1 SoUChES EtUAICRS. ...ttt e e e e 21

1.2 MIHEUX 0B CUITUIE <. 21



Table de matieres

1.3 TeStS DIOCNIMIQUES ..ot 21
1.4 ANTIDIOTIQUES ...t bbbttt bbbttt e e 21
A Y =13 o Lo SRS 22
2.1 LIGU A EtUAEC. ...veei ettt e et e e s et e e e e s e e e e e ab e e e e e e baa e e e e anareeeeeares 22
2.2 PrEIEVEMENL.....c.iiieieie ettt ettt et et e s e se e e et et et e re e teereeneena e s 22
2.3 Isolement et PUFITICATION. ........c.oiieiece e 22
2.4 TAENTITICALION ...ttt bbbt nes 22
2.4.1 Test de la gélose triple SUCre-Ter (TSI) ..voiiiiiieiece s 23
2.4.2 TSt A OXYAASE .uvvveiuviieiiiieiiit ettt ettt e s bt e e e nes 23
2.4.3 GAIEIIE APt 23
2.5 CoNSErvVation deS SOUCKNES..........oiiiiiiieiiieite ettt nees 24
2.6 Etude de la sensibilité des bacilles & Gram négatifs aux antibiotiques .............ccovvvrveneee. 24
2.6.1 ANTIDIOGIAMME. . ..ottt e e e b e s b e e be e araeesreeanbeenree s 24
2.6.2 Détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI).........cccccevviiiiivennne. 25
2.7 Etude des phénotypes de résistance aux B-1aCtamines ............ccocvvvviieiininineninieneeeen 28
2.7.1 Recherche de la production de carbapénémases par ChromiD CARBA

N1 N 2 SRRSO SR 28
P A S o LSy T o T PSP 29

Résultats et discussion

1L RESUITALS ..ottt b bbbttt bbb bbbt neas 29
1.1 PrEIEVEMENTS .. .evviieiietieiie ettt bbbt bbb e e s et e bbbttt beeneeneeneas 29
1.2 Répartition des SOUChES THENLITIEES ..........ccveieeiiiie s 30
1.3 Souches résistantes auxX CarbaPENEMES ........cveiuiiieiieie e 34
1.3.1 répartition deS SOUCNES .......ccuiiiiiieie ettt e re e ens 34
1.3.2 Résistance aux antibiotiques des souches résistantes aux carbapénemes....................... 36
1.3.3 Concentration minimale inhibitrice des carbapénemes...........cccccevveveiieececcecec s, 37
1.4 Souches résistantes & 1a COLISTINE...........c.oiiiiiiiieiee s 39
1.4.1 répartition deS SOUCNES .......couieiiiieie ettt era e re e ans 39
1.4.2 Résistance aux antibiotiques des souches résistantes a la colisting ............ccccccevevvennane. 41
1.4.3 Concentration minimale inhibitrice de 1a COlIStING .........ccoveiiiiirieece e 44
1.5 Phénotype de résistance aux B-1aCtamines ..ot 46
1.5.1 Résultats de test ChromID CARBA SMART ......c.cooviiiiieiiceeieiese e 46
1.5.2 RESUItats de teSt de SYNEIGIL. ......ci it 47
N I 1S 0 [o] o UTOSTR 49
(O] 0] 1151 o] o SO SS 52
Références bibliographiqUES ...........coooiiiiii s 54

P AN g 1) L PR 71



Liste des abréviations

ADH
AMC
AMP
ATM
BCC
BGN
BHRe
BLSE
BMR
CAZ
CF
CFU
CIP
CMI
CTX
EPC
CPS
CRO
Dab
EDTA
EMB
FEP
FOX
GN
H2S
IPM

LDC

Liste des abréviations

Arginine deshydrogénase
Amoxicilline + acide clavulanique
Ampicilline

Aztréonam

Le complexe Burkholderia cepacia
Bacille gram néegatif

Bactéries Hautement Résistantes émergentes
Béta-lactamase a Spectre Etendu
Les Bactéries Multi Résistantes
Céftazidime

Céphalotine

Unite formant colonie
Ciprofloxacine

Concentration minimale inhibitrice
cefotaxime

les Entérobactéries productrices de carbapénémases
polysaccharide capsulaire
Céftriaxone

Acide a,y-diaminobutyrique

Acide éthylénediaminetétraacétique

Eosin Methylene Blue

Céfépime

Céfoxitine

Gentamycine

Thiosulfate de sodium

Imipéneme

Kanamycine

Lysine-décarboxylase



Liste des abréviations

LPS Lipopolysaccharide

MBLs Metallo -b-lactamases

MDR Multi Drug Resistance

MRP Méropénéme

NA Acide nalidixique

NAG N-acétylglucosamine

NAM Acide N-acétylmuramique

oDC Ornithine-décarboxylase

OFPBL Oxidation/Fermentation-Polymyxin-Bacitracin-Lactose
OFX Ofloxacine

OoMS Organisation mondiale de la santé
ONPG Orthonitrophényl-galactose

OXA Oxacilline

PIP Pipéracilline

PLP Proteines de liaison penicillines
TCC Ticarcilline+acide clavulanique
TDA Tryptophanedésaminase

TIC Ticarcilline

TOB Tobramycine

TSI Triple sugar Iron Agar

VRBGL Violet Red Bile Glucose



Liste des tableaux

Liste des Tableaux

Tableau 1. Répartition des prélevements selon les services et les sites de prélévement. ....... 29

Tableau 2. Résultats des tests d’identification des souches étudiées. .........cocevvvvviveiiiiiieennnnn 31
Tableau 3. Concentration minimale inhibitrice des carbapénemes..........c.ccccevevverveiereennn, 38

Tableau 4. Concentration minimale inhibitrice de 1a cOliSting. .......oovvveveieiiiiieieieeeeen 44



Liste des figures

Liste des figures

Figure 1. Les différentes structures de base des classes de B-lactamines...........c.ccocoevvvrnnnne. 11
Figure 2. StruCture deS PENEIMES. .......cvciieeieiieiteeie et e e te et este e b e sseesraeresseesbeentesneesreas 12
Figure 3. Structure des CarbapenemMES. .........oovieiiieirereeee e 12
Figure 4. Structure de 12 COIISTING. ........cviiiiiiiie s 18
Figure 5. Schéma des antiDIOtIQUES. .........couiiieiieiicc e 25
Figure 6. Mesure de la CMI par méthode E-TeSt.........cccciiiiiiiiieie e 26
Figure 7. Boite de ChromID CARBA SMART. .....oiii ittt 28
Figure 8. Répartition des souches isolées selon le groupe bacterien............c.ccocevervricieinnnn, 30
Figure 9. Répartition des souches iSolées selon 1eS eSPECES.........ocvvvvveveiieeie e 30
Figure 10. Identification des entérobacteries par galerie API20E............cccocvevviieiveieiiiennnn, 33
Figure 11. Identification des BGN non fermentaires par galerie APl 20E et API 20 NE....... 34

Figure 12. Répartition des bacilles a Gram négatif résistants aux carbapénemes selon les

B IECES. 1. vttt ettt teete et e ete e te et e te e teeaeeahe e teeateete e teehteah e e teeaee et e e teeateeheeteeReeeReeteaReeateeteaneeareenreans 35

Figure 13. Répartition des bacilles a Gram négatif résistants au carbapéneme au niveau de la

VAT A g LT ] USSR P PRSP PRPROPIS 35
Figure 14. Taux de résistance aux antibiotiques des BGN non fermentaires.............cc.ccccveuee. 36
Figure 15. Taux de résistance aux antibiotiques des entérobactéries............ccccvvvveveevreiiennn, 37
Figure 16. RESultats d’E tST........ciiiiiiiiieie it 38
Figure 17. Répartition des bacilles @ Gram négatif résistants a la colistine. ...........c.ccccceeuene. 39

Figure 18. Repartition des bacilles a Gram négatif résistants a la colistine au niveau de la

FEANIMBLION. ... ee ettt e e e et e e et e e e e e e e e et e e e e e e e e e e et e e e e e e e eeaeaees 40

Figure 19. Repartition des bacilles a Gram négatif résistants a la colistine au niveau de

e AV ol [l g To T (] [0 =SSR 41

Figure 20. Résistance aux antibiotiques des BGN non fermentaires résistants a la colistine..42

v



Liste des figures

Figure 21. Résistance aux antibiotiques des entérobactéries résistantes a la colistine............ 42

Figure 22. Résistance aux antibiotiques des BGN non fermentaires au niveau des deux

S VIS, . eeeeeteeeeee ettt et et et et et e e et e et e e eeeeeeeeeeeeteeeeeeeeetetet———————te————t———t—t———————————————————————————————————————————— 43

Figure 23. Résistance aux antibiotiques des entérobactéries au niveau des deux services. ....44

Figure 24. Résultats des CMI de la colistine sur microplague. ...........ccooovvveieiennenieneneenns 46
Figure 25. Résultats de I’antibiogramme et test ChromID CARBA SMART. ..........ccovevnne. 47
Figure 26. Résultats de I’antibiogramme et de test de Synergie. ........ocvvvevererenenenenenieennns 48



INTRODUCTION



Introduction

Introduction

La découverte des antibiotiques, a révolutionné le monde microbien et a apporté de
grands bienfaits & I'humanité en aidant a traiter de nombreuses infections bactériennes et a
réduire la mortalité et la morbidité mondiale (Muylaert et Mainil, 2012). Toutefois, 1’utilisation
excessive et parfois inconsciente de ces molécules a contribué a I'émergence de bactéries
multirésistantes (Carle, 2009). Le transfert horizontal des genes de résistance contribue de
maniére significative a la dissémination rapide de ces bactéries (Lerminiaux et Cameron, 2019).

La propagation de I’antibiorésistance est nettement accélérée depuis les années 2000
(O'Neill, 2016). En effet, ce probléme a été pris en considération pour la premiére fois en 1998
par I’Organisation mondiale de la sant¢ (OMS). Cette préoccupation mondiale nécessite de
mette en ceuvre des plans d’actions pour la combattre et pour la confirmation de I’importance

de cette menace (Coignard, 2019).

Parmi les bactéries multirésistantes, responsables des infections liées aux soins, les
bacilles a Gram négatif (BGN) occupent une place importante représentant une préoccupation
majeure de santé publique (Oliveira et Reygaert, 2022). D’autre part, la prévalence de ces
agents pathogenes est plus élevée dans certains pays africains. En Algérie, cette derniére
décennie a été marquee par I'émergence de nouveaux géenes de resistance notamment chez les
bacilles a Gram négatif comme Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii et les
entérobactéries tels que Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae (Mesli et al., 2013 ; Baba
Ahmed et Arlet, 2014 ; Sefraoui, 2015 ; Ayad et al., 2016).

Les BGN multirésistants posent un défi majeur en matiére de traitement, nécessitant
I'utilisation d'antibiotiques de dernier recours tels que les carbapénemes et la colistine. Les
carbapénémes, appartenant a la famille des B-lactamines, sont largement utilises pour traiter
diverses infections en milieu hospitalier. Toutefois, leur utilisation fréquente a entrainé une
adaptation des bactéries, en particulier a travers la production des carbapénémases (Nordmann,
2010).

L'émergence également de la résistance a la colistine chez les BGN multirésistants
constitue un défi pour la santé. Cette résistance limite les options thérapeutiques car la colistine
est considérée comme un antibiotique de choix pour lutter contre les infections causées par ces

bactéries multirésistantes (EIl-Sayed et al., 2020).



Introduction

De nombreuses études ont signalé l'isolement croissant de bacilles & Gram négatif
multirésistants, pour lesquelles seuls les carbapénémes et la colistine restent actifs. En effet, la
diffusion des souches résistantes a ces antibiotiques a augmenter dans le monde (Neonakis et
al., 2010 ; Parisi et al.,2015) et en Algérie (Mesli et al., 2013 ; Sefraoui, 2015 ; Ayad et al.,
2016). Notre étude qui rentre dans ce cadre a pour objectif d’évaluer la résistance aux
carbapénemes et a la colistine des BGN au CHU de Tlemcen. Elle est divisée en trois parties,
la premiere partie est une synthese bibliographique dans laquelle sont présentés les principaux
bacilles a Gram négatifs impliqués dans les infections liées aux soins en rappelant leurs
caractéristiques et les mécanismes d’action de carbapénéme et de la colistine ainsi que les
mécanismes de résistance des BGN a ces deux antibiotiques. Ensuite, dans une deuxieme partie,
sont présentés le matériel et les méthodes utilisés. Enfin, la troisiéme partie est consacree aux
résultats obtenus, qui portent principalement sur 1’état actuel de la résistance aux carbapénémes

et a la colistine au niveau de CHU de Tlemcen.
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Synthese bibliographique Chapitre 1 : les bacilles a Gram négatif

1. Bacilles & Gram négatif

Les bacilles a Gram négatifs (BGN) sont couramment présents en milieu clinique,
comme partie de la flore normale et comme agents pathogenes dans diverses infections.
L'utilisation anarchique d'antibiotiques a entraine I'apparition de la résistance aux carbapénemes
et a la colistine (Brideau et al., 2022 ; Dortet et al.,2016), malgré que ces derniers étaient
pergues comme étant I'arme principale pour traiter les infections potentiellement fatales (Yadav
et al., 2021). Les bactéries a Gram négatif peuvent étre regroupées en deux catégories

principales : les BGN fermentaires (entérobactéries) et non-fermentaires (Denis et al., 2016).

1.1 Lesentérobactéries

Les entérobactéries ou bactéries entériques appartenant a la famille
d’Enterobacteriaceae, ont des caractéristiques similaires. Ce sont des bacilles a Gram négatif,
en majorité mobiles avec une ciliature péritriche (Verhaegen, 2004). Elles peuvent se cultiver
sur les milieux ordinaires et aussi sur quelques milieux sélectifs comme MacConkey, Drigalski,
Hektoen, Eosin Methylene Blue (EMB) et Violet Red Bile Glucose (VRBGL) (Delarras,2007).
Leurs colonies sont généralement bombées, lisses et brillantes, avec un diametre de 1 a 3 mm
(Denis et al., 2016). Ces bactéries ont la capacité de fermenter le glucose et le lactose avec
souvent production de gaz. Elles possedent une nitrate réductase qui réduit le nitrate en nitrite
et une catalase décomposant le peroxyde d’hydrogeéne (H202) en eau et oxygene (Pilly, 2018).
Cependant, elles sont oxydase négative. Leur type respiratoire est aéro- anaérobie facultatif
(Denis et al., 2016).

Les entérobactéries sont présentes dans différentes niches écologiques, tres répandu
surtout dans les milieux humides de I’environnement (I’eau, sol...), elles sont également
retrouvées dans le tube digestif de I’homme et I’animal et considérées comme une flore

commensale (Verhaegen, 2004).

On distingue deux types d’entérobactéries pathogeénes : les pathogénes opportunistes et
les pathogenes stricts. Ces derniers comprennent des germes qui ne se trouvent chez I'homme
qu'en cas d'infection, bien que les autres sont des bactéries symbiotiques qui ne causent des
maladies que lorsque les conditions deviennent favorables ou lorsqu’ils sont transmis dans un

endroit normalement stérile (Davin-Regli et al.,2019, Peterson, 1996).

Des infections aigues de gravité variable sont dues aux entérobactéries, tels que les
pneumonies bactériennes, les infections des voies urinaires, les septicémies, les endocardites,

les méningites et les infections intra-abdominales graves (Tilahun et al., 2021). Escherichia



Synthese bibliographique Chapitre 1 : les bacilles a Gram négatif

coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus spp, Enterobacter cloacae et Providenca stuartii sont
parmi les entérobactéries les plus frequemment isolées en milieu hospitalier. Ces bactéries sont
responsables d'un large éventail d'infections. Elles représentent donc un défi majeur en termes
de santé publique (Nordmann, 2006 ; Minchella et al., 2008).

1.1.1 Escherichia coli

Les caractéristiques qui distinguent Escherichia coli des autres entérobactéries sont la
formation d'indole & partir du tryptophane, I’incapacité d’utilisation de citrate comme source de
carbone, 1’absence d’uréase et d’H2S (Denis et al., 2016 ; Sussman,1997).

Escherichia coli est une bactérie non sporulante, aéro-anaérobie facultative. Elle
présente souvent une mobilité grace a ses flagelles répartis de maniére péritriche
(Sussman,1997). Ses colonies présentent des caractéristiques distinctes. Elles sont bas,
convexes, lisses, elles ont genéralement un diameétre de 1 a 3 mm et une forme réguliére
(Nolan et al.,2013).

Escherichia coli est fréquemment retrouvée dans la flore commensale, notamment au
niveau du tractus intestinal. De plus, elle est largement répandue dans différents milieux

environnementaux tels que I'eau, les sols et les aliments (Baraduc et al.,2000).

Différents pathovars d'E. coli ont la capacité de causer des maladies chez les individus
en bonne santé. Huit sont définies : E. coli entéropathogene, E. coli entérohémorragique, E. coli
entérotoxinogene, E. coli entéroaggrégatif , E. coli entéroinvasif et E. coli a adhérence diffuse,
(Kaper et al.,2004) E. coli uropathogene (Agarwal et al.,2012) et E. coli associees a des
méningites et des septicémies (Peigne et al.,2009). Une infection par I'un de ces pathovars peut
entrainer quatre syndromes cliniques généraux : les maladies entériques/diarrhéiques, les

infections des voies urinaires, septicémie ou méningite (Kaper et al.,2004).

E. coli présente divers facteurs de virulence et toxines qui contribuent a sa capacité
pathogene. La paroi cellulaire d'Escherichia coli est dotée d'antigénes lipopolysaccharidiques
O spécifiques a chaque souche, ainsi que des flagelles ou des antigénes H. En outre, E. coli
posséde des antigénes capsulaires polysaccharidiques (K) différents (Sussman,1997).

1.1.2 Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae est caractérisée par 1’utilisation de citrate comme source de
carbone et d’énergie, la présence d’uréase, la réaction de Voges-Proskauer positive et 1’absence

de production d’indole (Denis et al.,2016).
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Les bactéries appartenant au genre Klebsiella se caractérisent par leur immobilité
permanente. De plus, la présence d'une capsule conférant aux colonies une texture muqueuse,
parfois filante (Denis et al., 2016). Les colonies de cette espece sont de type mucoide sur gélose
présentant une apparence distinctive, elles sont volumineuses, avec un diametre de 3 & 4 mm,

bombées, brillantes et opaques (Freney et al., 2007).

Les infections causées par Klebsiella pneumoniae peuvent avoir des conségquences
graves en termes de morbidité et de mortalité, en particulier chez les nouveau-nés, les personnes
agées et les individus immunodéprimés (Kurupati et al.,2004), Elle peut coloniser différentes
parties du corps humain, notamment le tractus gastro-intestinal, les voies respiratoires, la
bouche et la peau. En tant qu'agent pathogene opportuniste, K. pneumoniae est souvent associée
aux infections nosocomiales, telles que les infections sanguines, les infections urinaires et la
pneumonie (Naif et al., 2023). La sévérité de ces infections est liée principalement a son pouvoir
pathogene puissant (Carrér et Nordmann, 2011). K.pneumoniae présente des polysaccharides
qui sont exposes a sa surface et synthétisés sous la forme d'antigénes O (lipopolysaccharide,
LPS) et d'antigénes K (polysaccharide capsulaire, CPS). Ces composants polysaccharidiques
sont caractéristiques de K. pneumoniae et jouent un r6le important dans son identification et sa

virulence (Follador et al.,2016).

1.1.3 Enterobacter cloacae

Les caracteres biochimiques de cette espéce sont les suivants : absence d’uréase et
d’H2S, présence de nitrate réductase., utilisation de citrate comme source de carbone et
d’énergie, production d’ornithine décarboxylase et absence de production de lysine
décarboxylase et d’indole a partir de tryptophane (Hadar et al.,1983; Zaid et al.,2011).
Concernant les caractéres culturaux, les colonies de cette espece ont une forme bombée et une

teinte creme, mesurant environ 2 a 3 mm de diametre (Zaid et al., 2011).

Enterobacter cloacae est une bactérie présente dans I'environnement, notamment dans
le sol et les eaux usées et en tant que flore commensale du tractus gastro-intestinal humain. Elle
peut étre considérée comme un agent pathogene potentiel pour les plantes, les insectes et les
humains (Akbari et al.,2016).

E. cloacae est généralement associée a des infections liees aux soins, elle envahit la
flore intestinale des patients hospitalisés, entrainant ainsi des épidémies ou une transmission
entre les patients. Cette espece provoque plusieurs infections telles que des infections des voies
respiratoires et urinaires, des infections intra-abdominales, des endocardites, des infections
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oculaires, des ostéomyélites, des arthrites septiques et des bactériémies. Elle peut occasionner

aussi des pneumonies, des abces cérébraux ou des méningites (Mezzatesta et al.,2012).

1.1.4 Proteus

Les Proteus sont caractérisés par leur uréase trés active, la production d’une gélatinase
et de sulfure d’hydrogéne (H2S). Elles ont la capacité de réduire les nitrates en nitrites et de
produire 1’ornithine décarboxylase (Ghaidaa et al., 2016). Elles se déplace a I'aide de flagelles
qui lui conférent une mobilité de type swarming (Buckle, 2015). Proteus se développe et se
différencie en cellules essaimeuses et progresse en tant que population sur une surface de gélose
(Schaffer et Pearson, 2015).

Ces espéces font partie de la flore bactérienne naturelle présente dans le tractus
intestinal de I'nomme et des animaux et elles sont également présentes dans I'environnement,
notamment dans le sol et I'eau, ou leur présence est généralement considérée comme résultant
d'une contamination fécale (Girlich et al.,2020). Ils sont polymorphes et mesurent de 0,4 4 0,8

pum de diameétre sur 1 a 80 um de longueur (Abbott, 2011).

Les bactéries du genre Proteus sont considérées comme des agents pathogénes
opportunistes capables de causer des infections des voies urinaires lorsque les conditions sont
favorables. Ces infections sont souvent associées a des troubles urinaires complexes. Les
especes de ce genre ont tendance a affecter principalement les voies urinaires supérieures, qui
sont un site courant d'infection. Les manifestations les plus courantes comprennent la formation
de calculs rénaux ou vésicaux (lithiase urinaire), la cystite et la pyélonéphrite aigué. Dans de
rares cas, des bactériémies peuvent étre associées aux infections urinaires. D'autres types
d'infections provoquées par Proteus comprennent des infections de plaies, des méningites chez

les nouveau-nés ou les nourrissons, ainsi que la polyarthrite rhumatoide (Ghaidaa et al.,2016).

1.1.5 Providencia

Providencia se distingue par 1’incapacité de fermenter le lactose. Elle donne des
réactions négatives aux tests VVoges-Proskauer et lysine décarboxylase. Cependant, elle donne
une réaction positive au test du citrate, d'indole et de nitrate réductase. Le test du rouge de
méthyle est également positif (O'Hara et al.,2000). Les colonies de Providencia se caractérisent
par leur forme ronde et leur texture lisse avec des bords réguliers. Il convient de noter que le

phénomeéne de swarming est observé chez environ 20% des souches.

Le genre Providencia appartenanant & la famille des Enterobacteriaceae, se trouve dans

plusieurs réservoirs animaux et souvent dans le sol et les eaux usées. Il comporte plusieurs
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espéces notamment Providencia stuartii et Providencia rettgeri (Fisher ,2009 ; O'Hara et
al.,2000).

Les espéces appartenant au genre Providencia appartiennent a la flore normale du tube
digestif de I’homme. Certaines sont responsables des infections liées aux soins et sont connues
comme des agents pathogénes opportunistes tels que Providencia stuartii et Providencia
alcalifaciens (O'Hara et al.,2000). Elles sont responsables d'une variété d'infections, notamment
les infections des plaies, les septicémies, les maladies entériques et les infections des voies
urinaires (Ovchinnikova et al.,2013 ; Shah et al.,2019).

1.2 Les bacilles @ Gram négatif non fermentaires

1.2.1 Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii est caractérisée par son mode respiratoire strictement aérobie,
non fermentaire, non pigmentée et dépourvue de flagelles. Elles sont caractérisées par la
présence de catalase. Les tests de I’arginine dihydrolase, de nitrate réductase, d’oxydase, de la
gélatinase, de I’hémolyse, de la décarboxylation de lysine et de 1’ornithine sont négatifs. Elles
utilisent le glucose, le mannose, le galactose, le xylose, I’arabinose sans production du gaz mais

elle ne fermente pas le lactose (Denis et al.,2016).

Acinetobacter baumannii est une bactérie qui présente une croissance rapide et facile
sur les milieux de culture usuels, formant des colonies arrondies a bords lisses et réguliers en
seulement 24 heures. De plus cette bactérie peut également se cultiver sur les milieux sélectifs
comme MacConkey et Drigalski (Jean-Noél et Guy,2006). Un aspect notable de ces bactéries

est leur capacité a croitre a une température élevée de 44 °C (Hidri,2012).

Les Acinetobacter baumannii sont de forme coccobacilles, immobiles. Ce sont des
bactéries ubiquitaires, présentent principalement dans des environnements humides,
essentiellement dans ’eau et le sol (Garlantézec et al., 2011). La transmission de cette espece
aux patients se produit a partir de surfaces inertes, d'équipements de ventilation mécanique ou
par le personnel soignant qui est porteur de cette espece (transmission manuelle) (Mellouli et
al.,2021).

A. baumannii est un pathogene opportuniste responsable de diverses infections associées
aux soins tels que les septicémies et les infections pulmonaires, en particulier chez les patients
hospitalisés en soins intensifs (Marti et al.,2011). Cette bactérie peut persister sur les surfaces
abiotiques, les équipements medicaux et les dispositifs hospitaliers pendant plusieurs jours

grace a sa capacité d'adaptation élevée (Gaddy et Actis, 2009 ; Tomaras et al.,2003).
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1.2.2 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie présentant une coloration bleu-vert
distinctive. Ces cultures produisent généralement des pigments de pyocyanine et de pyoverdine,
conférant a la bactérie son aspect caractéristique et son odeur aromatique (Lister et al., 2009 ;
Monteil et Harf-Monteil, 2002). Cette espece se cultive sur les milieux ordinaires ainsi que sur
plusieurs milieux sélectifs comme gélose MacConkey, gélose Drigalski et gélose cétrimide
(Delarras, 2007 ; Denis et al., 2016). Cette derniere est un milieu sélectif spécifique pour
I’espéce P. aeruginosa apres incubation a 42°C pendant 48h. Les colonies caractéristiques de
cette espece ont une taille de 1 a 3 um de long et 0,5 a 0,8um de large (Hafiane et Ravaoarinoro,
2008).

Les propriétés biochimiques de Pseudomonas aeruginosa incluent une réaction négative
a l'indole, Voges-Proskauer négatif, gélatine positive, utilisation de citrate comme source de
carbone et d’énergic avec une présence de catalase et d’oxydase (Chelliah et al., 2006).
Pseudomonas aeruginosa est incapable d'utiliser les disaccharides lactose, saccharose et
maltose (Lory et Tai, 1985).

Pseudomonas aeruginosa, est une bactérie environnementale (sol et I'eau) mésophile,
est capable de se développer dans une gamme de températures allant de +4°C a +45°C, avec
une température optimale de croissance entre 30 et 37°C. Cette bactérie aérobie utilise un
métabolisme oxydatif, mais en I'absence d'oxygeéne, elle est capable d'utiliser les nitrates comme
accepteurs d'électrons pour assurer sa survie et sa croissance (Arai, 2011 ; Mielko et al., 2019 ;
Van Alst et al., 2009).

Pseudomonas aeruginosa, c’est une bactérie largement répandue, est considérée comme
un pathogéne opportuniste, capable de causer des infections aigués et chroniques. Elle est
souvent identifiée comme agent responsable d'infections de I'oreille, d'infections cutanées chez
les brilés, de kératite cornéenne, infections du tractus urinaires, des infections du sang
(bactériémie et/ou septicémie) ainsi que d'infections pulmonaires chez les patients atteints de
mucoviscidose et de pneumonie liée a la ventilation mécanique (Mielko et al.,2019 ;Van Alst
et al., 2009).

1.2.3 Stenotrophomonas maltophilia

Les Stenotrophomonas maltophilia ont été designés auparavant sous les noms de
Pseudomonas maltophilia ou Xanthomonas maltophilia. Elles ont une taille Iégerement plus
petite par rapport aux autres espéces du genre Stenotrophomonas. Elles peuvent se déplacer
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grace a leurs flagelles polaires (Adegoke et al., 2017). Cette bactérie est connue pour sa capacité
a produire un pigment brun distinctif lorsqu'elle est cultivée sur une gélose ordinaire (Denis et
al., 2016). Elle a également la capacité de pousser sur des milieux sélectifs comme MacConkey
et Drigalski (Jean-Noél et Guy, 2006).

Stenotrophomonas maltophilia est une bactérie aérobie strict capable d'oxyder le
glucose et le maltose mais elle ne les fermente pas. Elle est caractérisée par la présence du
catalase, lysine décarboxylase. Elle est capable de réduire le nitrate en nitrite et d’utiliser le

citrate comme source de carbone et d’énergie (Adegoke et al., 2017).

Les habitats naturels de S.maltophilia comprennent les milieux aquatiques, comme les

rhizospheres végétales, les animaux, les aliments et les sources d'eau (Brooke, 2012).

Stenotrophomonas maltophilia est une bactérie pathogene environnemental
opportuniste (Brooke, 2021). Elle est normalement inoffensive chez les individus en bonne
santé, mais elle présente un risque élevé de morbidité et de mortalité chez les personnes
fortement immunodéprimées et affaiblies (An et Berg, 2018). Cette espéce a été identifiée
comme la cause de plusieurs types d’infections tels que, les infections des plaies, infections
oculaires, infections liées a la mucoviscidose, infections des voies urinaires et des infections
respiratoires. Elle a également été associé a la septicémie, les infections de la peau, des tissus
mous et a la méningite et a été diagnostiqué dans de rares cas de pyomyosite (Adegoke et al.,
2017).

1.2.4 Burkholderia cepacia

Burkholderia cepacia est une bactérie non sporulante qui se propulse grace a des
flagelles polaires multitriches. Cette espéce peut se cultiver sur les milieux ordinaires a 30 °C
en 48 heures (Denis et al., 2016) et sur les milieux sélectifs BD Cepacia et BD OFPBL. Les
colonies typiques de B. cepacia présentes dans le milieu BD Cepacia apparaissent jaune péle a
rose entourées de zones de couleur rose a rose-rouge. Sur la BD OFPBL Agar
(Oxidation/Fermentation-Polymyxin-Bacitracin-Lactose), les colonies typiques de B. cepacia

apparaissent transparentes a jaunes limitées de zones de couleur jaune (Dickinson, 2003).

Les bactéries appartenant au complexe Burkholderia cepacia sont aérobies strictes,
caractérisées par la présence de la catalase et de 1’oxydase, d'indole, d’H2S et I’utilisation du
citrate. D’autres part, les tests d'uréase, de Voges Proskauer et de rouge de méthyles sont
négatifs et elles ne fermentent pas le glucose et le lactose (Alnasrawy et Al-ammar, 2021 ;
Pegues, 2017).
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Cette bactérie se retrouve naturellement dans différents environnements humides et
aquatiques, y compris l'eau potable des établissements de soins de santé (Alnasrawy et Al-
ammar, 2021 ; Bennett et al., 2015).

Le complexe Burkholderia cepacia (Bcc) est constitué de multiples espéces
bactériennes qui peuvent causer des infections respiratoires, des pneumonies et des bactériémies
graves chez les patients, en particulier ceux qui sont immunodéprimés, les nourrissons et les
personnes agées. Cependant, les personnes immunocompétentes ont généralement peu de
risque de développer une infection respiratoire par le Bcc (Buckle, 2015 ; Tavares et al., 2020).

10
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2. Carbapénemes

Les carbapénemes sont des antibiotiques appartenant a la classe des pénémes qui fait partie
de la famille des B- lactamines. Toutes Les molécules B-lactamines se caractérisent par la
présence d’un noyau de base nommée le noyau - lactame, associé avec un noyau latéral qui
détermine les différentes classes des -lactamines, comprennent les pénames (pénécillines), les
céphémes (céphalosporines), les monobactames, Les inhibiteurs de béta-lactamases et les
pénémes (figure 1) (Cavallo et al.,2004).
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Figure 1. Les différentes structures de base des classes de p-lactamines (Chemelle, 2010 ;
Choquet, 2016).

2.1 Définition et structure chimique

Les pénémes sont définis par la présence d'un noyau penta-atomique insaturé lié au
noyau B-lactame. Selon 1’hétéroatome fixé en position 1 on distingue trois groupes qui sont :
les sulfopénemes, les oxapénémes et les carbapénémes (figure 2) (Bryskier, 1999 ; Zhanel et
al.,2007). Les carbapénémes sont la classe d'antibiotiques la plus vigoureuse qui a fait ses
preuves en termes d'efficacité dans le traitement des infections graves a bactéries a Gram négatif
(Touati et Mairi, 2019).

Les carbapénémes peuvent étre naturels ou semi-synthétiques, obtenus a partir des
micro-organismes du sol Strepomyces cattleya (Wolff et al., 2008). Ces antibiotiques se

différencient des pénicillines par un atome de carbone en position 1 plutét qu'un atome de
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soufre, et une liaison insaturée en C2-C3, similaire a celle présente dans les céphalosporines
(Papp-Wallace et al., 2011).
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Carbapénemes Oxapénemes Sulfopénemes

Figure 2. Structure des pénémes (Brenek et al., 2012 ; Jamieson et al., 2003 ; Wolff et al.,
2008).

Les carbapénemes possedent un tres large spectre antibactérien et sont connus pour leur
grande stabilité contre la plupart des B-lactamases (Touati et Mairi, 2019). Quatre molécules
sont actuellement disponibles sur le marcheé (figure 3) : I'imipénéme depuis 1980 (wolff et al.,
2008), le méropénéme depuis 1994 (Linden, 2007), I'ertapénéme depuis 2001 (EI-Gamal et al.,
2017) et le doripénéme depuis 2007 (Redman et File, 2009).
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Figure 3. Structure des carbapénémes (Wolff et al., 2008).
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2.2 Mécanisme d’action des carbapénémes

Les carbapénémes ont le méme mécanisme que I’ensemble des antibiotiques
appartenant a la famille des B-lactamines. Ils agissent sur les deux derniéres étapes de la
synthése de peptidoglycane, polymére majeur des parois de toutes les bactéries a Gram positif
et négatif (Cavallo et al.,2004).

L’acide N-acétylmuramique (NAM) et la molécule N-acétylglucosamine (NAG)
forment la partie glucidique de peptidoglycane. Cette structure est fortifiée par une partie
peptidique qui est représentée par une chaine de 4 acides aminés liée a I’acide N-
acetylmuramique (Nicolas et al.,2002). La composition de ces chaines dépend de type de la
bactérie (Garcia-del Portillo, 2020).

Les deux derniéeres étapes de la synthése se fait par la glycosyltranférase qui accélére la
formation des liaisons de la chaine polysaccharidique linéaire et la transpéptidase qui est
responsable de la réticulation du peptidoglycane par la formation des ponts interpeptidiques
(Cavallo et al., 2004).

Les carbapénemes penétrent dans 1’espace périplasmique de la bactérie a travers les
protéines spécifiques appelés les porines et agissent par similarité structurale avec le substrat
naturel (D-Ala-D-Ala) du PLPs qui sont des protéines liant la pénicilline considérée comme les
sites actifs des transpeptidases en inhibant la synthese du peptidoglycane (effet
bactériostatique). L'action bactéricide des carbapénémes consiste a induire I'action du systéeme
autolytique (les muréine-hydrolases) qui provoque la lyse subséquente de la bactérie sans
qu'une étape de filamentation préalable soit nécessaire. Cela peut également réduire la libération
d'endotoxine par les bacilles & Gram négatif (Cavallo et al., 2004 ; Wolff et al., 2008).

Les carbapénemes ciblent principalement les PLP1a, 1b et 2, elles sont différentes des
céphalosporines et des aminopénicillines qui se lient principalement au PLP3 (Wolff et al.,
2008). Le lien des carbapénémes avec les différentes protéines de liaison des pénicillines (PLP)
varie selon la molécule, ce qui explique en partie les différences dans leur activité. Par exemple,
I'imipéneme se lie préférentiellement au PLP2, suivi de PLP 1a et 1b. Cependant il a une faible
affinité pour la PLP3. Le méropéneme et I'értapénéme ont une forte affinité pour la PLP2 et la
PLP3 et également pour les PLP1a et 1b. L'affinité du doripénéme pour les différentes PLP
dépend de I'espece bactérienne exemples : PLP3 chez Pseudomonas aeruginosa et PLP2 chez
Escherichia coli (Jones et al., 2004 ; Zhanel et al., 2007).
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2.3 Spectre d’action des carbapénémes

Les carbapénemes sont efficaces contre une large gamme de bactéries a Gram négatif
et a Gram positif (Zhanel et al., 2007). Concernant les bacilles a Gram négatif, ces antibiotiques
occupent une place trés importante dans le traitement des infections dues aux entérobactéries
productrices des béta-lactamases a spectre étendu (BLSE) et/ou des céphalosporinases de haut
niveau codé par des génes chromosomiques ou des genes plasmidiques et aux BGN non
fermentaires multirésistantes sensibles qu’aux carbapénémes. Cependant, I'ertapénéme a une
activité limitée sur Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii, ce qui rend son

utilisation clinique limitée (Grall et al., 2011 ; Nordmann, 2010).

Les carbapénemes sont inefficaces contre Stenotrophomonas maltophilia, qui produit
naturellement une métallo-béta-lactamase et elles sont également inefficaces contre
Enterococcus faecium. Cependant, I’imipénéme peut avoir une activité contre Enterococcus
faecalis (Grall et al., 2011).

2.4 Reésistance des bacilles Gram négatif aux carbapénémes

La résistance aux carbapénémes par les bacilles a Gram négatif est due a 1’utilisation de
divers mécanismes naturels ou acquis, parmi lesquels I'impermeabilité de leur membrane
externe, l'activation de pompes a efflux, L’association de 1’expression de céphalosporinases et
une diminution de perméabilité, mais le mécanisme le plus important est la résistance
enzymatique qui est inquiétante par le fait que les génes codant pour ces enzymes sont Situés
sur des éléments génétiques mobiles (plasmides, transposons, intégrons) permettant une
dissémination rapide (Aslam et al., 2020 ; Grall et al., 2011).

2.4.1 Résistance enzymatique aux carbapenemes

Les bacilles a Gram négatif résistent le plus souvent aux carbapénemes par production
d’enzymes inactivatrices appelées carbapénémases. Elles ont un fort pouvoir hydrolytique
contre les carbapénemes. Cette forme de résistance cause un probléme inquiétant dans le monde
(Nordmann, 2010).

Selon la classification d’Ambler ces enzymes appartiennent aux classes A, B et D de p-
lactamases (Grall et al., 2011 ; Nordmann, 2010).

2.4.1.1 Les carbapénémases de classe A
Cette classe de carbapénémases hydrolysent toutes les B-lactamines & intérét clinique.

Leur effet spectaculaire est d0 a la présence de sérine en position 70 dans le site actif qui favorise
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leur pouvoir hydrolytique. Cependant, ces enzymes sont inhibées par les inhibiteurs de f-

lactamases comme le clavulanate et le tazobactam (Queenan et Bush ,2007).

La premiére carbapénémase de classe A identifiée, connue sous le nom de NMC-A, a
été isolée chez une souche clinique d'Enterobacter cloacae (Poirel et al., 2007). Cette classe
comprend plusieurs familles telles que SME, IMI, NMC, GES et KPC. Parmi celles-ci, les
carbapénémases KPC sont les plus répandues dans le monde et sont principalement retrouvées

sur les plasmides de Klebsiella pneumoniae (Nordmann, 2010 ; Queenan et Bush ,2007).

En Algérie, les KPC ont été également isolées chez des souches d’E. coli (Djahmi et al.,
2014) et chez des souches cliniques (Bakour et al., 2015b ; Brahmia et al., 2021) et animales

(Gharout-Sait et al., 2019) de Klebsiella pneumoniae.

2.4.1.2 Les carbapénémases de classe B

Les carbapénémases de classe B, aussi connues sous le nom de Metallo-B-lactamases
(MBLs) sont caractérisées par la présence d'un ion de zinc dans leur site d'action (Dortet et al.,
2013).

Ces enzymes possedent une forte activité hydrolytique envers la plupart des B-
lactamines, y compris les pénicillines, les céphalosporines et les carbapénemes, sauf
I'aztréonam. De plus, elles ne sont pas hydrolysables par les inhibiteurs de B-lactamases, mais

inhibées par des chélateurs des ions divalents tels que I'EDTA (Dortet et al., 2013).

Les MBLs les plus couramment identifiées dans le monde entier sont les VIM et NDM
(Ewa et al., 2016).Ces enzymes ont été détectés egalement en Algérie en particulier dans le
milieu hospitalier comme VIM-19 chez Providencia stuartii, E.coli et Klebsiella pneumoniae
(Robin et al., 2010), NDM-1 chez Acinetobacter.baumannii (Boulanger et al., 2012), VIM-2
chez Pseudomonas aeuroginosa (Touati et al., 2013) et NDM-5 chez E.coli (Touati et Mairi,
2019).

2.4.1.3 Les carbapénémases de classe D

Ces enzymes sont des oxacilinases. Les oxacillinases a activité carbapénemase ont une
capacité limitée ou nulle a hydrolyser les céphalosporines a large spectre (telles que la
céfotaxime, la ceftazidime et la céfépime) ainsi que I'aztréonam. Leur activité carbapénémase
est faible et n'est pas inhibée par les inhibiteurs de -lactamases ni par 'EDTA. Cependant, in

vitro, leur activité carbapénémase peut étre inhibée par le NaCl (Dortet et al., 2013).
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Parmi les carbapénémases de classe D, OXA 48 fait partie des carbapénémases les plus
courantes (Hirvonen et al., 2021), elle est découverte pour la premiére fois chez une souche de
K. pneumoniae en Turquie 2003 (Grall et al., 2011 ; Poirel et al., 2004). Ce type a connu une
diffusion rapide dans les pays du pourtour méditerranéen, y compris en France, en Grande-
Bretagne et en Argentine (Nordmann, 2010). En Algérie OXA 48 a eté détectée chez
K.pneumoniae en milieu hospitalier (Aggoune et al., 2014), chez Enterobacter cloacae
d’origine alimentaire (Loucif et al., 2018) et chez des souches communautaires d'E.coli et de

K. pneumoniae (Bourafa et al., 2018).

Chez A. baumannii OXA-23 et OXA-58 sont parmi les variants les plus détectés dans
le monde (Medeiros et Lincopan, 2013). Ces variants sont également les plus détectés en

Algérie chez cette espéce (Bakour et al.,2012 ; Brahmi et al., 2016)

2.4.2 Imperméabilité

La résistance aux carbapénémes peut étre due a la diminution ou a la perte de
I'expression des genes qui codent pour les porines, par des mutations dans les geénes
chromosomiques de porines tels que OprD qui contribuent a une modification d'une boucle de
contrdle ou d'un canal central dans les protéines porines. Les porines se trouvent dans la
membrane externe des bactéries a Gram négatif sous forme des canaux non spécifiques ou
spécifiques qui facilitent le transport passif de petites molécules hydrophiles, de nutriments
et/ou méme de certains antibiotiques notamment les carbapénémes (Nordmann et Poirel , 2019,
Nordmann et al., 2012).

P. aeruginosa implique une mutation qui inactive le géne codant la protéine D2 appelé
oprD2. La perte de cette porine de la membrane externe entraine une résistance de haut niveau
a l'imipéneme et une sensibilité réduite variable au méropéneme et doripénéme (Barbier et
Wolff, 2010).

2.4.3 Pompe d’efflux

Dans le cas de la résistance aux carbapénemes, la surexpression des pompes d'efflux qui
expulsent les carbapénémes, principalement le méropéneme, peut entrainer une résistance aux
carbapénémes associée a une multirésistance (MDR). Cette résistance consiste a I'éjection
active des carbapénémes apres leur entrée dans l'espace périplasmique. Ce processus est réalisé
par des systemes de pompes d’efflux tripartite qui sont constituées d'un transporteur de

protéines de la membrane cytoplasmique, d'une porine de la membrane externe et d'une protéine
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conjonctive périplasmique. Les pompes a efflux ont besoin d'énergie sous forme de force
motrice de protons pour eliminer les carbapénemes hors de la cellule bactérienne (Meletis,
2016).

La surexpression de la pompe d'efflux AcrAB-TolC, codée par acrA et acrB, est
responsable de la résistance aux carbapénemes chez les entérobactéries (Adler et al., 2016 ;
Chetri et al., 2020). Chez Escherichia coli, la résistance a plusieurs antibiotiques est souvent
attribuée a la présence de plusieurs systemes de pompe a efflux qui aident & éliminer les
carbapénemes (Chetri et al., 2019). Chez Pseudomonas aeruginosa, la surproduction des
systemes d'efflux peut entrainer une résistance aux carbapénemes, a I'exception de I'imipénéme
(Poole, 2011).

2.4.4 L’association de ’expression de céphalosporinases et une diminution de
perméabilité

Il existe un autre mécanisme de résistance aux carbapénemes qui implique a la fois
I'expression de céphalosporinases et une diminution de la perméabilité de la membrane externe
des bactéries. Cette résistance est due a la surexpression de céphalosporinases chromosomigues,
combinée a une modification de la perméabilité de la membrane externe, qui altére les porines
de type OmpC et OmpF. Ce mécanisme a €té identifié chez les bactéries a Gram négatif telles
que les Enterobacter spp. Des mécanismes de résistance identiques ont été observes chez

Serratia spp, Citrobacter freundii et Morganella morganii (Nordman, 2010).

Des résistances aux carbapénemes ont eté constatées chez certaines especes
d'entérobactéries telles que E. coli, K. pneumoniae et Salmonella spp, qui n'expriment pas
naturellement la céphalosporinases, mais qui ont acquis des génes codant pour des

céphalosporinases plasmidiques (Nordman, 2010).
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3. Lacolistine

3.1 Structure chimique

La colistine, est un antibiotique de la famille des polymyxines, elle est produite par la
bactérie du sol Bacillus polymyxa. Elle posséde une structure cyclique et une chaine latérale
composée d'un tripeptide acylé par une chaine d'acide gras a I'extrémité N-terminale (figure 4).
La présence de résidus d'acide a,y-diaminobutyrique (Dab) confere une charge positive a la
colistine, ce qui lui permet de se lier fortement aux molécules anioniques (Chackalamannil et
al., 2017 ; Falagas et al., 2005).

Figure 4. Structure de la colistine (Alfei et Schito, 2020).

3.2 Mécanisme d’action

La colistine interagit au niveau de lipopolysaccharide (LPS) des bactéries a Gram
négatives et plus précisément sur le lipide A qui est un élément clé de la perméabilité
bactérienne et de I'échange entre la cellule bactérienne et son environnement extérieur. Une
interaction électrostatique entre les groupes phosphate chargés négativement du lipide A et la
colistine qui est sous forme d'acide L-diaminobutyrique chargé positivement. La colistine
exerce une compétition sur les cations divalents de calcium (Ca2+) et de magnésium (Mg2+)
en les déplacant, entrainant ainsi des modifications de la structure tridimensionnelle du LPS.
Cette interaction permet a la chaine grasse acyle terminale hydrophobe de la colistine de
s'insérer dans la monocouche de la membrane externe, provoquant une expansion de cette
derniere (Andrade et al., 2020 ; Dortet et al., 2016).

La colistine a pour effet de rendre la membrane externe de la bactérie plus perméable,
ce qui permet a la colistine de la traverser plus facilement. Chez les bactéries a Gram-négatif,

la bicouche phospholipidique de la membrane interne est altérée par la colistine, par
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I’intégration des groupes hydrophiles dans les chaines d'acides gras ce qui conduit a la
destruction de la bactérie en ne pouvant pas maintenir son contenu cellulaire. En se liant au
lipide A, la colistine est également capable d'exercer une activité anti-endotoxine en bloguant
I'induction de choc par I'endotoxine. En fin de compte, la colistine solubilise la membrane
cellulaire bactérienne, ce qui entraine un effet bactéricide (Andrade et al., 2020).

3.3 Spectre d’action
La colistine a un spectre d’action étroit. Elle n'est pas active contre les bactéries a Gram
positif en raison de l'absence de la membrane externe contenant les LPS (World Health
Organization, 2018).

La colistine agisse contre tous les pathogénes a Gram négatif qui sont souvent
responsables d'infections potentiellement mortelles sauf certaines bactéries telles que Proteus,
Neisseria, Serratia marcescens, Providencia, Burkholderia cepacia, Morganella morganii,
Edwardsiella spp (El-Sayed et al., 2020). Qui résistent naturellement par des mutations
chromosomiques qui induit la modification du lipide A des LPS (Biswas et al., 2012 ; Dortet et
al., 2016).

3.4 Résistance des bacilles a Gram négatif a la colistine

En raison des caractéristiques de son mécanisme d'action, toute modification du LPS,
qui est la cible de la colistine, peut altérer I'efficacité de cette derniére (Andrade et al., 2020).
La plupart des mécanismes de résistance des bacilles a Gram négatif identifiés impliquent des
altérations du lipide A du LPS dans la membrane externe par I’ajout des résidus chargés
positivement avec la diminution de sa charge négative entrainant la répulsion de la colistine
(Dortet et al.,2016). Ce mécanisme de résistance etaient principalement attribués a des
mutations ponctuelles chromosomiques chez certaines bactéries telles que Proteus mirabilis et

Burkholderia cepacia (Kipnis et Guery, 2010).

En novembre 2015, Liu et al. Ont signalé pour la premiére fois I'identification d'un gene
plasmidique appelé mcr-1 qui code pour une phosphoéthanolamine transférase responsable de
I'acquisition de résistance a la colistine par la modification de lipide A qui a été isolée chez
plusieurs souches d'E. coli et une souche de K. pneumoniae provenant d'origines animales et
humaines (Dortet et al.,2016 ; Hu et al., 2016).
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En Algérie, deux variants de génes mcr ont été décrits. Le gene mcr-1 chez des souches
cliniques d'Escherichia coli (Berrazeg et al., 2016 ; Nabti et al., 2019), chez des souches
animales d’E. coli (Bachiri et al., 2018 ; Chaalal et al., 2021 ; Loucif et al., 2022), chez des
souches de I’environnement (Drali et al., 2018 ; Berrazeg et al., 2019 ; Cherak et al., 2022) et
chez des souches d’E. coli isolées des légumes (Chelaghma et al., 2022). Le variant mcr-8 a été

détecté une seule fois chez des souche cliniques de K. pneumoniae (Nabti et al., 2020)

D'autres mécanismes de résistance acquise a la colistine ont été rapportés, indépendants
de son mécanisme d'action et avec une incidence clinique incertaine. Parmi eux, on peut citer

une pompe a efflux chez certaines souches du genre Yersinia spp (Kipnis et Guery, 2010).
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Matériel et Méthodes

1. Matériel

1.1. Souches étudiées

Un total de 54 bacilles & Gram négatifs, isolé entre Mars et Mai 2023 de différents

services du CHU de Tlemcen, a fait I’objet de notre étude.

1.2 Milieux de culture

1.2.1 Milieux de culture liquides
» Bouillon nutritif (BN)
» Mueller Hinton liquide

1.2.2 Milieux de culture solides
» MacConkey
Gélose au cétrimide
Gélose nutritive
Mueller Hinton
T.S.1
Milieu ChromID CARBA SMART (Biomérieux)

YV V V V VY

1.3 Tests biochimiques
> Galerie API 20 E et API 20 NE
» Test d’oxydase (Cypress diagnostics)

1.4 Antibiotiques
1.4.1 En disque

= B-lactamines

Pénicilline : ampicilline, amoxicilline + acide clavulanique, ticarcilline, ticarcilline + acide

clavulanique, pipéracilline.

Céphalosporine : céfalotine (céphalosporine de 1 ere génération), céfoxitine (céphalosporine de
2 eme g@énération), ceftriaxone (céphalosporine de 3 eme génération), céfotaxime
(céphalosporine de 3™ génération), ceftazidime (céphalosporine de 3 éme génération) et

céfépime (céphalosporine de 4 éme genération).

Monobactam : Aztréonam.

Carbapéneme : imipéneme et méropéneme.
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Aminoside : gentamicine, tobramycine et kanamycine.
Quinolone : acide nalidixique, ofloxacine et ciprofloxacine (fluoroquinolone).
La charge des disques et les valeurs critiques des antibiotiques sont présentées en annexe 4.
1.4.2 En poudre
= Ertapénéme
= Colistine

2. Méthodes

2.1 Lieu d’étude

Durant la période d’étude, entre Mars et Mai 2023, Cinquante prélévements ont été
réalisés au niveau du CHU de Tlemcen, provenant de deux services différents : la réanimation
et la néonatologie. Ces prélevements ont été analyses au niveau de laboratoire de microbiologie
(LAMAABE) de l'université Abou Bekr Belkaid de Tlemcen.

2.2 Prélévement

Plusieurs prélevements ont été réalisés a partir des patients hospitalisés (les cathéters,
les sondes urinaires, sondes trachéales, sondes nasogastriques et les plaies) et a partir des
surfaces les plus susceptibles d’€tre en contact avec les patients et le personnel dans les services
sélectionnés par écouvillonnage. Les échantillons ont été transportés au laboratoire ou ils ont

été incubés a une température de 37°C pendant 18 a 24 heures dans du bouillon nutritif.

2.3 Isolement et purification

Chaque tube positif de bouillon nutritif a été ensemencé sur deux boites de Petri. Une
contenant le milieu MacConkey additionné de I’ertapénéme a une concentration finale de 0.5
ug/ml et I’autre contenant le méme milieu additionné de la colistine a une concentration finale
de de 2 ug/ml, pour isoler respectivement les bacilles a Gram négatif résistantes aux

carbapénemes et a la colistine (Annexe 1).

Les colonies qui apparaissent sur les boites de sélection ont été ensuite purifiés en

effectuant plusieurs passages sur milieu MacConkey a 37°C pendant 24 heures.

2.4 ldentification
L'identification des bacilles a Gram négatif a été réalisée par le test de la gélose triple sucre-fer
(TSI), le test d’oxydase et par Galeries APl 20E et NE.
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2.4.1 Test de la gélose triple sucre-fer (TSI) (Lehman, 2005)

La gélose TSI est un milieu de culture en tube qui permet de différencier les bactéries
en fonction de leur fermentation du glucose, du saccharose et du lactose, ainsi que de leur
production de sulfure d'hydrogene H2S et de détecter la production de gaz résultant du
métabolisme des glucides. Elle est largement utilisée pour l'identification des
Enterobacteriaceae, bien qu'elle puisse également étre utile pour d'autres bactéries a Gram

négatif.

Ce milieu a été ensemencé par une piqure centrale dans le culot et des stries serrées sur
la pente ensuite incubé a une température de 37°C pendant 18 a 24 heures. Le virage coloré du
milieu indique la fermentation du glucose (jaunissement du culot) et du lactose et du saccharose
(jaunissement de la pente). La production de gaz est détectée par le décollement de la gélose ou
formation des trous. De plus le noircissement de milieu témoigne la production d'hydrogéne

sulfuré (H2S) par les bactéries.

2.4.2 Test d’oxydase (Denis et al., 2016)
Ce test repose sur I’oxydation d'un réactif spécifique, I'oxalate N-diméthylphénylene-

diamine, au contact du cytochrome présent dans les bactéries oxydase positives.

Une fraction de colonie de bactéries a testé a €té déposee sur une bandelette d’oxydase
(Cypress diagnostics). L’oxydation positive est indiquée par le virage immédiat de couleur

vers le violet.

2.4.3 Galerie API
L'identification a été poursuivie par l'utilisation des galeries AP120 E et des galeries
API20 NE, qui permettent d’identifier les espéces bactériennes grace a leurs profils

biochimiques.

La galerie APl 20 E comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Les
microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne de 0.5 McFarland qui reconstitue les
tests. La galerie APl 20NE est aussi composée de 20 microtubes contenant des substrats
déshydratés. Les tests correspondant a la recherche des enzymes sont inoculés avec une
suspension bactérienne de 0.5 McFarland. Ensuite, 200 ul ont été transférés de cette suspension
dans une suspension saline, concue pour les plaques APl 20NE, pour ensemencer les tests
correspondant a la recherche de la fermentation des sucres.
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Les réactions produites durant la période d’incubation (24h a 48h a 37°C) se manifestent

par des virages colorés spontanés ou révélés par 1’ajout de réactifs.

La lecture de ces réactions est réalisée a 1’aide du tableau de lecture (Annexe 2 et 3) et

I’1dentification des souches est obtenue a 1’aide du logiciel Bacterial Identification Program.

2.5 Conservation des souches
La conservation des souches a été effectuée dans des tubes de gélose incliné ou dans
des tubes de gélose profonde a 4°C.

2.6 Etude de la sensibilité des bacilles & Gram négatif aux antibiotiques
2.6.1 Antibiogramme (CA-SFM, 2022)

e Principe
L'antibiogramme est un examen biologique qui vise a évaluer l'interaction entre une
souche bactérienne et différents antibiotiques. Il permet de déterminer si la souche est sensible,
résistante ou intermeédiaire a ces antibiotiques, ce qui est crucial pour guider le choix d'un

traitement approprié.

e Technique
Le profil de sensibilité des bacilles a Gram négatif aux antibiotiques a été établi en

utilisant la méthode de diffusion sur gélose Mueller Hinton selon le protocole suivant :

» Tremper un écouvillon stérile dans une suspension bactérienne d'une densité
correspondant a un étalon de 0,5 McFarland ;

» Decharger I'écouvillon en le pressant fermement contre la paroi interne du tube et
frotter la totalité de la surface gelosée en réalisant des stries serrées, en tournant la boite
de 60° a chaque fois pour repéter I'opération deux fois ;

> Appliquer manuellement les disques d'antibiotiques a I'aide d'une pince stérile selon les
schémas présentés dans la figure 5 ;

> Les boites ont été incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures.
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CIP

GN TOB

AMP :ampicilline, AMC : amoxicilline + acide clavulanique, TIC:
ticarcilline, TCC: ticarcilline + acide clavulanique,PIP :
pipéracilline,CF : céfalotine, FOX :céfoxitine, CRO :ceftriaxone,CAZ :
ceftazidime FEP: céfépime, ATM : aztréonam. IPM :imipéneme,
MRP :méropénéme ,GN : gentamicine, TOB : tobramycine
,OFX :ofloxacine, CIP : Ciprofloxacine.

Figure 5. Schéma des antibiotiques.

e Lecture

La lecture et l'interprétation des résultats de I'antibiogramme se font en mesurant les
diametres des zones d'inhibition en suivant les normes recommandées par le CA-SFM (2022)
(Annexe 4).

2.6.2 Determination des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI)
2.6.2.1 E Test (Joly-uillou, 2006)

La détermination des CMI par E Test a été réalisée pour I’ensemble des souches
résistantes aux carbapenemes, selon les résultats de sélection sur MacConkey + Ertapénéme et
les résultats de I’antibiogramme. Pour les entérobactéries, deux antibiotiques ont été testés :
I’ertapéneéme et le méropéneme. Pour les BGN non fermentaires seulement 1I’imipénéme a été

testé.
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e Principe
E test est une méthode in vitro innovante utilisée pour déterminer la concentration
minimale inhibitrice (CMI) des antibiotiques. Elle permet d'obtenir des CMI quantitatives a
partir des bandelettes de réactif portant un gradient de concentration continu de 1’antibiotique
stabilisé et séché.

e Technique

Une a deux bandelettes d’E-test (Biomérieux)sont déposé sur la gélose Mueller Hinton
préalablement ensemencée par une suspension bactérienne 0.5 McFarland. L’antibiotique
se répartit selon un gradient de concentration trés précis.

e Lecture

La lecture est réalisée aprés 24 heures d’incubation a 37 °C. Une ellipse d’inhibition de
culture se dessine autour de la bandelette et la CMI correspond a la valeur lue a I’intersection
de la culture bactérienne et de la bandelette (figure 6).

CMI

Figure 6. Mesure de la CMI par méthode E-Test.
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2.6.2.2 CMI de la colistine en milieu liquide

Les CMI de la colistine ont eté determinées par microdilution sur microplaques pour

toutes les souches qui ont poussé sur les boites de sélection contenant le MacConkey + la

colistine, selon les recommandations de CA-SFM (2022).

e Principe (Jehl etal ., 2015)

La technique de microdilution manuelle en milieu liquide est considérée comme la

méthode de référence pour déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) des

antibiotiques.

e Technique

Une microplaque de 96 puits a été utilisée pour réaliser les CMI de la colistine ;
Une solution de la colistine avec une concentration de 512 pg/ml a été préparée ;
Dans la premiére colonne de la microplaque, colonne de témoin, 100ul de bouillon
Mueller Hinton a éte distribué ;

Dans chaque ligne de la microplaque, a été déposé 50ul du bouillon Mueller
Hinton ;

50 pl de I’antibiotique sont introduites dans le 2°™ puits. Aprés avoir bien
homogénéisé le contenu du 2°™ puits une série de dilution est réalisée ou 50ul sont
prélevés, puis déposé dans le 3°™ puits, et ainsi de suite jusqu’au 12éme puits ol
50 ul restantes sont éliminés. Cela pour obtenir des dilutions en série de progression
géométrique de raison %2 allant de 128 pg/ml au 0.25 pg/ml ;

50 ul de I’inoculum bactérien de 0.5 McFarland ont été ajoutés dans chaque puits
sauf la colonne de témoin ;

Les microplaques ont été scellées et incubées a 37°C pendant 18 a 24h.

e Lecture

La CMI est la plus faible concentration d'antibiotique ou il n’y a pas de croissance

bactérienne visible.
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2.7 Etude des phénotypes de résistance aux p-lactamines
2.7.1 Recherche de la production de carbapénémases par ChromlD CARBA SMART
(Lee, 2019).
e Principe

Le ChromID CARBA SMART, est une méthode de dépistage utilisant une biplaque
contenant de la gélose chromID CARBA/OXA. La gélose chromiD CARBA est
specifiquement congue pour détecter les souches productrices de carbapénémases (CPE). La
gélose chromID OXA est spécifiquement congue pour détecter les souches productrices
d’oxacillinases (carbapénémases de classe D) (figure 7).

Figure 7. Boite de ChromID CARBA SMART.

e Technique

Les bactéries résistantes aux carbapénemes, selon les résultats de la sélection sur les
boites de MacConkey+ Ertapénéme et les résultats de I’antibiogramme, ont été ensemencées a
a l'aide d'une Ose sur la biplague chromlD CARBA SMART et incubées a une température de
37 °C pendant 22 a 24 heures.
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e Lecture
La production de carbapénémases est révélée par une croissance bactérienne sur la partie
chromID CARBA. Une croissance bactérienne aussi sur la partie chromID OXA signifie La

production de carbapénémases de type oxacillinases.

2.7.2 Test de synergie (Sirot, 1996).
e Principe
Le test de synergie est une méthode de détection phénotypique de la production d'une
B-lactamase a spectre étendu (BLSE) qui est basé sur I'observation d'une synergie entre un
disque de céphalosporine de troisieme génération et l'acide clavulanique. Cette synergie

témoigne la présence de BLSE qui sont inhibées par I'acide clavulanique,

e Technique

La technique consiste a placer des disques de ceftazidime, céfotaxime (C3G) et céfépime
(C4G) de 2cm (centre a centre) d'un disque d’amoxicilline + acide clavulanique (AMC) sur la
gélose Mueller Hinton préalablement ensemencee par la souche a tester.

e Lecture

L’aspect dit « bouchon de champagne » indique que le test est positif.
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Résultats et discussion

1. Résultats

1.1 Prélévements
Durant la période d’étude, 50 prélévements ont été réalisés (tableau 1), dont 22 de
surface et 28 a partir de 22 patients. 31 prélevements ont été effectués au niveau de service de

réanimation, alors que 19 ont été effectués au niveau de service de néonatologie.

Tableau 1. Répartition des prélevements selon les services et les sites de prélévement.

Service
Type Réanimation Néonatologie Total
de prélévement
Sonde trachéale 14 0 14
Sonde urinaire 01 0 01
Sonde nasogastrique | 0 5 05 28
Plaies 0 01 01
Cathéter 02 05 07

Mdare 02 01 03

Matelas 02 02 04

Drap de 01 0 01

matelas

Chariots de |01 01 02

matériel

Table 02 01 03
Surfaces

Poignée de |03 01 04 22

porte

Stéthoscope | 01 0 01

Pompe 01 0 01

respiratoire

Seringue 01 01 02

électrique

Couvercle |0 01 01

de

couveuse

Total 31 19 50
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1.2 Répartition des souches identifiées

Durant la période de Mars au Mai 2023 ,54 souches ont été isolées et identifiées, dont
61% (33/54) sont des bacilles a Gram négatif non fermentaires et 39% (21/54) sont des
entérobactéries (figure 8).

Entérobactéries

m Bacilles a Gram
négatifs non
fermentaires

Figure 8. Répartition des souches isolées selon le groupe bactérien.

L’identification des souches (tableau 2) (figures 10 et 11) a montré la dominance de
I’espéce Acinetobacter baumannii avec 19 souches (35%) suivie de Klebsiella pneumoniae
avec 14 souches (26%) et de Pseudomonas aeruginosa avec 13 souches (24%). Les autres BGN
isolées étaient Escherichia coli (2 souches), Proteus mirabilis (2 souches), Enterobacter
cloacae (1 souche), Serratia marcescens (1 souche), Providencia stuartii (1 souche) et

Acinetobacter haemolyticus (1 souche) (figure 9).

m Acinetobacter baumannii

m Klebsiella pneumoniae

m Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli

m Proteus mirabilis

m Enterobacter cloacae

m Serratia marcescens

® Providencia stuartii

m Acinetobacter haemolyticus

Figure 9. Répartition des souches isolées selon les espéces.
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Tableau 2. Résultats des tests d’identification des souches étudiées.

Souche

Acinetobacter
baumannii

Pseudomonas
aeruginosa

Observation macroscopique

Klebsiella
pneumoniae

Proteus
mirabilis

TSI

Test d’oxydase

Escherichia
coli
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Enterobacter
cloacea

Serratia
marcescens

Acinetobacter
haemolyticus
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Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Proteus mirabilis

Providencia stuartii

Serratia marcescens

Figure 10. Identification des entérobactéries par galerie API120E.
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Acinetobacter haemolyticus

JUUL UL LLL

Pseudomonas aeruginosa

Figurell. Identification des BGN non fermentaires par galerie APl 20E et APl 20 NE.

1.3 Souches résistantes aux carbapénemes
1.3.1 Répartition des souches

Les résultats de cette étude révelent la présence de 44 bacilles & Gram négatif sur les
boites de MacConkey additionné de I’ertapénéme, dont 36 sont résistants aux carbapénémes, ce
qui correspond a une fréquence d’isolement de 72% (36 souches/ 50 prélévements), soulignant
la gravité du probléme de diffusion de souches résistantes aux carbapénemes au CHU de
Tlemcen. Parmi ces derniéres, Acinetobacter baumannii et Pseudomonas aeruginosa étaient les
espéces majoritaires avec 14 (39%) et 12 (33%) souches respectivement suivies de 07 souches
de Klebsiella pneumoniae (19%), 2 Proteus mirabilis (6%) et 1 Providencia stuartii (3%)
(figure 12).
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m Acinetobacter
baumannii

m Pseudomonas
aeruginosa

m Klebsiella
pneumoniae

Proteus mirabilis

m Providencia stuartii

Figure 12. Répartition des bacilles a Gram négatif résistants aux carbapénémes selon les
especes.

Dans le service de réanimation 33 BGN resistants aux carbapénémes ont été isolés ce qui
correspond a une fréquence d’isolement de 106.4% (33 souches / 31 prélévements). Parmi ces
souches, une proportion significative de BGN non fermentaires a été observée (73%) avec 14
souches d’Acinetobacter baumannii (43%) et 10 Pseudomonas aeruginosa (30%). Cependant,
une proportion plus faible d'entérobactéries a été trouvée (27%) avec 06 souches de Klebsiella

pneumoniae (18 %), 2 Proteus mirabilis (6%) et 1 Providencia stuartii (3%) (figure 13).

m Acinetobacter
baumannii

® Pseudomonas
aeruginosa

m Klebsiella
pneumoniae

Proteus mirabilis

m Providencia stuartii

Figure 13. Répartition des bacilles a Gram négatif résistants au carbapéneme au niveau
de la réanimation.
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L'étude menée au sein du service de néonatologie a révélé la présence de seulement 03
souches de BGN résistants aux carbapénémes ce qui correspond a une fréquence d’isolement
de 16% (3 souches / 19 prélévements). Dans ce service, 02 Pseudomonas aeruginosa et une

Klebsiella pneumoniae ont été isolées.

Il est a noter que les fréquences d’isolement des BGN résistantes aux carbapénemes étaient
trés importantes et inquiétantes a partir des sondes trachéales (164%) (23 souches / 14
prélevements), sondes nasogastriques (60%) et a partir des prélevements de surfaces (71%).
Cependant, pour les autres sites de prélevement comme les sondes urinaires, les plaies et les
cathéters on ne peut pas interpréter et discuter cette fréquence d’isolement a cause de nombre

réduit de prélevements (Annexe 5).
1.3.2 Résistance aux antibiotiques des souches résistantes aux carbapénemes

Pour I’ensemble des souches résistantes aux carbapénemes étudiées, les taux de résistances
aux autres antibiotiques testés dépassent les 50%. En effet, pour les BGN non fermentaires
(figure14), des taux de résistance tres élevés ont été notés : ticarcilline (100%), ticarcilline +
acide clavulanique (96.2%), ceftazidime (100%), céfepime (100%), aztréonam (96.2%)
imipéneme (100%), méropéneme (73.1%), gentamicine (100%), tobramycine (69.2%),
ciprofloxacine (100%) et colistine (57.7%).

100 p— p -
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70

50
40
30
20
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TIC TCC CAZ FEP ATM IPM MRP GN TOB CIP CS

Antibiotiques

Figure 14. Taux de résistance aux antibiotiques des BGN non fermentaires.
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Concernant les entérobactéries des taux de résistance de 100% ont été trouvés avec tous
les antibiotiques testés, sauf I’aztréonam, la tobramycine et la colistine avec réspectivement
60%,80% et 60% de souches résistantes (figure 15).

Entérobatéries

100
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+

o
X
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Antibiotiques

Figure 15. Taux de résistance aux antibiotiques des entérobactéries.

1.3.3 Concentration minimale inhibitrice des carbapénemes
Parmi les souches résistantes aux carbapénémes, 07 souches les plus multirésistantes
appartenant aux différentes especes et isolées des services de réanimation et de néonatologie,

ont été sélectionnées pour déterminer les CMI des carbapénemes.

Les valeurs des CMI étaient variables. Elles étaient comprises entre 3ug/ml et 12 pg/ml
pour I’ertapénéme et 2pug/ml et 3pg/ml pour le méropénéme chez les souches de K. pneumoniae
testées ; et elle variait de 8 a > 32pg/ml pour I’imipénéme chez les souches testées de BGN non

fermentaires (tableau 03) (figure 16).
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Tableau 3. Concentration minimale inhibitrice des carbapénémes.

Code | Espece Service Origine de CMlI de CMlI de CMlI de
bactéri prélevement | I’ertapénéme | I’'imipénéme | méropéneme
actérienne
P13 | Pseudomonas | Réanimation | Sonde / > 32ug/ml /
. trachéale
aeruginosa
P5 Pseudomonas | Réanimation | Sonde / 8 pg/ml /
. trachéale
aeruginosa
A8 Acinetobacter | Réanimation | Sonde / > 32ug/ml /
b . trachéale
aumannii
All | Acinetobacter | Réanimation | Sonde / > 32ug/ml /
. trachéale
baumannii
K12 | Klebsiella Réanimation | Poigné de 8ug/ml / 3ug/ml
. porte
pneumoniae
K14 | Klebsiella Réanimation | Sonde 12pg/ml / 3ug/ml
. trachéale
pneumoniae
K7 Klebsiella Néonatologie | Sonde 3ug/ml / 2ug/ml
. nasogastrique
pneumoniae

Figure 16. Résultats d’E test.
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1.4 Souches résistantes a la colistine

1.4.1 Répartition des souches

Cette etude a montré la présence de 35 bacilles & Gram négatif résistants a la colistine
qui représente une fréquence d’isolement de 70% (35/50) ce qui manifeste la sévérité de la
situation au sein du milieu hospitalier a Tlemcen. Parmi ces souches Pseudomonas aeruginosa
est I’espéce majoritaire avec 13 souches (37%) suivie de 10 Klebsiella pneumoniae (29%), 5
Acinetobacter baumannii (14%) et 2 Proteus mirabilis (5.7%). De plus, une souche de chacune
des especes suivantes a été isolée : E scherichia coli, Enterobacter cloacae, Providencia

stuartii, Serratia marcenscens et Acinetobacter haemolyticus (figure 17).

® Pseudomonas aeruginosa

m Klebsiella pneumoniae

m Acinetobacter baumannii
Proteus mirabilis

m Acinetobacter Haemolyticus

m Serratia marcescens

m Providencia stuartii

m Escherichia coli

m Enterobacter cloacae

Figure 17. Répartition des bacilles a Gram négatif résistants a la colistine.

La répartition des BGN résistants a la colistine est différente selon les services étudiés.
Concernant le service de réanimation, 26 souches ont été isolées ce qui correspond a une
fréquence d’isolement de 84% (26/31). Pseudomonas aeruginosa est 1’espéce prédominante
dans ce service avec 11 souches (42.3%), suivie de Klebsiella pneumoniae avec 06 souches
(23,1%) et d’Acinetobacter baumannii avec 3 souches (11.5%). Les autres entérobactéries

résistantes a la colistine détectées dans cette étude n’ont été isolées que dans le service de
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réanimation. Il s’agit de 02 Proteus mirabilis (7.7%), 1 Escherichia coli, 1 Enterobacter
cloacae, 1 Providencia stuartii et 1 Serratia marcescens (figure 18).

Pour le service de néonatologie, la fréquence d’isolement des BGN résistants a la colistine est
plus faible que celle au niveau de la réanimation, mais elle reste toujours considérable (47.4%)
(9souches /19 prélévements). De plus, et contrairement au service de réanimation, I’espece
majoritaire dans ce service est Klebsiella pneumoniae avec 4 souches (44.4%) suivie de
Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii avec 2 souches de chacune (22.2%) et
d’une seule souche d'Acinetobacter haemolyticus (11.1%) (figure 19).

m Pseudomonas aeruginosa

m Klebsiella pneumoniae

® Acinetobacter baumannii
Proteus mirabilis

m Serratia marcescens

m Providencia stuartii

m Escherichia coli

m Enterobacter cloacae

Figure 18. Répartition des bacilles a Gram négatif résistants a la colistine au niveau de
la réanimation.
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m Klebsiella pneumoniae

® Pseudomonas aeruginosa

Acinetobacter baumannii

Acinetobacter
Haemolyticus

Figure 19. Répartition des bacilles a Gram négatif résistants a la colistine au niveau de
service de néonatologie.

Il est trés important de signaler que les souches résistantes a la colistine ont été le plus
fréqguemment isolées des sondes nasogastriques et sondes trachéales avec des fréquences
d’isolement de 140% et 135.7% respectivement. Cependant, 1’isolement de ces souches étaient
moins fréquent a partir des surfaces et des cathéters avec des fréquences d’isolement de 50% et

14.3% respectivement (Annexe 5).

1.4.2 Résistance aux antibiotiques des souches résistantes a la colistine

Les résistances aux antibiotiques des souches résistantes a la colistine isolées dans cette
étude sont variables. Pour les BGN non fermentaires, des taux de résistance élevés dépassant
les 60% ont été enregistrés pour la plupart des antibiotiques testés: colistine (100%),
ciprofloxacine (100%), céfépime (94.7%), aztréonam (94.7%), céftazidime (84.2%), ticarcilline
(84.2%), ticarcilline + acide clavulanique (84.2 %), imipéneme (84.2%), gentamicine (78.9%)
et tobramycine (63.2%). Le taux de résistance le plus faible est observé avec le méropénéme
(42.1%) (figure 20).
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Bacilles a Gram négatif non fermentaires
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Figure 20. Résistance aux antibiotiques des BGN non fermentaires résistants a la
colistine.

Concernant les entérobactéries, les antibiotiqgues montrant une bonne activité sont
I'aztréonam, I'imipénéme et le méropénéme avec 62.5% de souches sensibles pour chacun. Pour
les autres antibiotiques testés, des taux de résistance tres élevés ont été observés : I'ampicilline
(93,8%), I'amoxicilline + acide clavulanique (75%), pipéracilline (93.8%) cefalotine (100%)
céfoxitine (93,8%), céftriaxone (93,8%), céfépime (93,8%), gentamicine (88%), tobramycine
(81,3%), ofloxacine (81.3%) et colistine (100%) (figure 21).

Entérobactéries
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Figure 21. Résistance aux antibiotiques des entérobactéries résistantes a la colistine.
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Pour les BGN non fermentaires résistants a la colistine des différences significatives des
taux de résistance ont été observés entre les services de réanimation et de néonatologie (figure).
Toutes les souches isolées des deux services montrent une résistance de 100% a la colistine et
au ciprofloxacine. Cependant, la résistance est plus €levée au niveau de la réanimation pour les
autres antibiotiques testés. En effet, au niveau du service de réanimation, les résultats indiquent
des taux de résistance de 100% pour la ticarcilline, la ticarcilline + ’acide clavulanique, la
céftazidime, le céfépime, 1’aztréonam et l'imipéneme. Il est important de noter que le
méropéneme reste actif contre les BGN non fermentaires isolées de service de néonatologie

avec 100% de souches sensibles (figure 22).

100

9

8

7

6

a

3

2

1

TIC TCC CAZ GN TOB CIP CS

FEP ATM IPM MRP

%(R+])
5
O 00000000 O

Antibiotiques

m Réanimation m Néonatologie

Figure 22. Résistance aux antibiotiques des BGN non fermentaires au niveau des deux

services.

Pour les entérobactéries, toutes les souches isolées des deux services présentent une
résistance de 100% a la colistine et a la céfalotine. Cependant, pour les autres antibiotiques
testés, des différences notables de taux de résistance entre les deux services ont été observées
(figure 23). En effet, pour I’aztréonam et les carbapénémes une trés bonne activité a été notée
contre les souches isolées de service de néonatologie, tandis que des taux de résistance de 50%
ont été enregistrés pour ces antibiotiques au niveau de la réanimation. Pour les autres
antibiotiques testés, les taux de résistance étaient plus élevés a la néonatologie sauf pour
I’amoxicilline + I’acide clavulanique et I’ofloxacine ou il y’avait plus de souches résistantes au

niveau de la réanimation.
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Figure 23. Résistance aux antibiotiques des entérobactéries au niveau des deux services.

1.4.3 Concentration minimale inhibitrice de la colistine

Les résultats des CMI de la colistine montrent des valeurs trés variables pour 1I’ensemble
des souches testés. En effet, Pour Pseudomonas aeruginosa, des CMI allant de 8ug/ml a
>128ug/ml ; et pour Klebsiella pneumoniae et Acinetobacter baumannii, des CMI variant de
4ug/ml a >128ug/ml ont été observées. Ces résultats indiquent une résistance significative de

ces souches a la colistine (tableau 4) (figure 24).

Tableau 4. Concentration minimale inhibitrice de la colistine.

Code Espece Services Origine de CMI (pg/ml)
bactérienne prélevement

P8 Pseudomonas | Neonatologie | Sonde nasogastrique 8ug/ml
aeruginosa

P13 Pseudomonas | Réanimation | Sonde tracheale 8ug/ml
aeruginosa

P7 Pseudomonas | Réanimation | Petite table 16pg/ml
aeruginosa

P12 Pseudomonas | Réanimation | Sonde tracheale 16pg/ml
aeruginosa

P10 Pseudomonas | Réanimation | Sonde trachéale > 128ug/mi
aeruginosa

P2 Pseudomonas | Réanimation | Sonde trachéale 32ug/ml
aeruginosa

P1 Pseudomonas | Réanimation | Sonde trachéale > 128ug/mi
aeruginosa

P11 Pseudomonas | Réanimation | Sonde trachéale > 128ug/mi
aeruginosa
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P9 Pseudomonas | Néonatologie | Sonde nasogastrique 32ug/ml
aeruginosa

P5 Pseudomonas | Réanimation | Sonde trachéale >128ug/ml
aeruginosa

P6 Pseudomonas | Réanimation | Sonde tracheale > 128ug/mi
aeruginosa

P4 Pseudomonas | Réanimation | Sonde tracheale 16pg/ml
aeruginosa

K13 Klebsiella Réanimation | Sonde trachéale > 128ug/mi
pneumoniae

K6 Klebsiella Néonatologie | Sonde nasogastrique 8ug/ml
pneumoniae

K11 Klebsiella Réanimation | Matlas 8ug/mi
pneumoniae

K1 Klebsiella Réanimation | Sonde trachéale 4ug/ml
pneumoniae

K2 Klebsiella Réanimation | Sonde trachéale 32ug/ml
pneumoniae

K14 Klebsiella Réanimation | Sonde trachéale 8ug/ml
pneumoniae

K5 Klebsiella Néonatologie | Sonde nasogastrique 64pg/ml
pneumoniae

K4 Klebsiella Néonatologie | Sonde nasogastrique 8ug/ml
pneumoniae

K12 Klebsiella Réanimation | Poignée de porte 8ug/ml
pneumoniae

K3 Klebsiella Néonatologie | Plaie 32ug/ml
pneumoniae

Al9 Acinetobacter | Réanimation | Table 4pg/ml
baumannii

Al5 Acinetobacter | Réanimation | Pompe respiratoire 8ug/ml
baumannii

Al7 Acinetobacter | Néonatologie | Sonde nasogastrique 4pg/ml
baumannii

Al8 Acinetobacter | Néonatologie | Sonde nasogastrique > 128ug/mi
baumannii

Al6 Acinetobacter | Reéanimation | Poignée de porte > 128ug/mi
baumannii

H1 Acinetobacter | Néonatologie | Cathéter 64pug/ml
haemolyticus

EC1 Enterobacter Réanimation | Table 8ug/mi
Cloacae

El Escherishia Réanimation | Sonde trachéale 32ug/ml
coli
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Figure 24. Résultats des CMI de la colistine sur microplaque.

1.5 Phénotype de résistance aux f-lactamines
1.5.1 Résultats de test ChromID CARBA SMART

Toutes les souches résistantes aux carbapénémes isolées dans cette étude, ont poussé sur
la partie CARBA de la gélose ChromID CARBA SMART (figure 25), ce qui signifie que leur
résistance aux carbapénémes est due a la production des carbapénémases. De plus quatre
souches de Pseudomonas aeruginosa et une Proteus mirabilis ont poussé également sur la
partie OXA de la gélose ChromID CARBA SMART ce qui indique que les carbapénémases

produites par ces souches sont de type oxacillinases (Carbapénémases de classe D).
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Figure 25. Résultats de I’antibiogramme et test ChromID CARBA SMART.

A : Pseudomonas aeruginosa, B : Klebsiella pneumoniae , C : Proteus mirabilis
1.5.2 Résultats de test de synergie

Parmi les souches étudiées, deux souches de Klebsiella pneumoniae résistantes a la
colistine ont présenté des images de synergie en bouchon de champagne entre l'acide
clavulanique et les céphalosporines de troisieme et de quatrieme génération, indiquant la

production de béta-lactamases a spectre étendu (BLSE) (figure 26).
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Figure 26. Résultats de I’antibiogramme et de test de synergie.

AMP : ampicilline

AMC : amoxicilline + acide clavulanique
PIP : pipéracilline

CF : céfalotine

FOX : céfoxitine

CRO : ceftriaxone

FEP : céfépime
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2. Discussion

La diffusion rapide des bacilles a Gram négatif constitue un probleme majeur au sein
des établissements de santé, leur résistance croissante aux antibiotiques notamment aux
carbapénemes et a la colistine représente un défi significatif pour la prise en charge des
infections liées aux soins. Face a cette situation préoccupante, il devient essentiel de mener des
études sur la distribution des différentes espéces bactériennes et leur sensibilité a ces

antibiotiques.

Entre Mars et Mai 2023, 36 bacilles a Gram négatif résistants aux carbapénemes ont été
isolés a partir des services de réanimation et de néonatologie du CHU de Tlemcen. La présente
étude a révélé une fréquence d'isolement élevée de 52% pour les BGN non fermentaires
résistants aux carbapénemes, mettant en évidence une résistance plus prononcée par rapport a
une étude antérieure menée au CHU de Tlemcen par Liazid en 2011, ou la fréquence
d’isolement de ces souches était de 19% (Liazid, 2012). Cette étude a également rapporté, pour
la premiére fois, I'isolement des entérobactéries résistantes aux carbapénemes au sein de notre
établissement. En effet, une fréquence d'isolement considérable de ces entérobactéries a été
observée, atteignant 20%. Cette valeur est nettement supérieure a celle rapportée dans une étude
précédente menée a Sidi Bel'Abes, ou le taux d'isolement était seulement de 2,4% (Souna et al.,
2011). Cette prévalence alarmante met en évidence la gravité du probléme de résistance aux

carbapénemes au sein de notre établissement.

Parmi les souches résistantes aux carbapénémes, on a observé une prédominance des
BGN non fermentaires, représentant 72% des isolats, dont Acinetobacter baumanni est I’espéce
majoritaire (39%) suivie de 33% de Pseudomonas aeruginosa, ce qui concorde bien avec les
résultats obtenus préalablement a I’hopital de Tlemcen (Liazid, 2012) et de Bejaia (Bakour et
al., 2015a). Pour les enterobacteries, elles constituaient 28% des isolats avec la prédominance
de klebsiella pneumoniae (19%) ce qui est conforme avec les résultats obtenus dans pliusieurs

hopitaux du centre et de 1’east algerien (Touati et Mairi, 2019).

Il est important de souligner que toutes les souches de bacilles a Gram négatif étudiées
résistaient aux carbapénemes par la production de carbapénémase. En effet, une étude préalable
réalisée par Mesli (Mesli et al., 2013) dans notre établissement a déja signalé la production de
carbapénémase par Acinetobacter baumannii. De plus, des recherches menées par Touati et ses
collaborateurs a I'hdpital d'’Annaba (Touati et al., 2013) et par Zaidi a Oran (Zaidi et al., 2020)
ont décrit la dissémination de souches de Pseudomonas aeruginosa productrices de
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carbapénémases. Concernant les entérobactéries productrices de carbapénémases (EPC)
qualifiees de BHRe (Bactéries Hautement Résistantes émergentes), elles ont été déja décrites
dans la région de centre et de I'est de I'Algérie (Touati et Mairi, 2019). Cependant, ces souches
n’ont jamais été détectées au CHU de Tlemcen et non plus dans 1’Ouest algérien. La présence
des souches résistantes aux carbapénemes demeure moins fréquente en Algérie, ce qui souligne

la gravité de leur détection a Tlemcen avec des taux d’isolement élevés.

Dans notre étude, une augmentation significative au niveau de service de réanimation
de la résistance aux carbapénemes chez Pseudomonas aeruginosa ainsi que chez les
entérobactéries a été remarquée en comparaison avec les études précédentes (Sefraoui, 2015 ;
Liazid, 2012 ; Ayad, 2011). Cette augmentation est liée a la prescription massive des
carbapénémes en particulier I’'imipenéme qui est utilisé de maniere considérable ces dernieres

années dans ce service.

La présente étude a révélé également 1’isolement de 35 souches résistantes a la colistine.
Une fréquence d'isolement élevée de 38% des BGN non fermentaires résistants a la colistine a
été noté. Parmi ceux-ci, la fréquence d’isolement d'Acinetobacter baumannii observée, était de
10%, valeur plus élevée par rapport a une étude antérieure menée dans la région ouest de
I'Algérie (Tlemcen-Oran-Sidi Bel Abbes), qui n’a signalée aucune résistance a la colistine
parmi les souches d’A. baumannii (Mesli et al., 2013). De plus, une augmentation de la
résistance a la colistine chez Pseudomonas aeruginosa a été constatée, avec une fréquence
d'isolement de 26%. Cette valeur est comparativement plus élevée que celle rapportée par
Liazid (13,7%) (Liazid, 2012). Pour les entérobactéries une fréquence d’isolement significatif
de 32% a été enregistrée, cette valeur est nettement supérieure a celle rapportée dans une étude
précedente effectuée dans le méme établissement (Ayad et Drissi, 2012). Cette constatation

suggere une augmentation de I'incidence des BGN résistants a la colistine au CHU de Tlemcen.

Parmi les souches résistantes a la colistine isolées dans cette étude, une prédominance
des BGN non fermentaires a été observée, représentant 54,3% des isolats. Parmi eux,
Pseudomonas aeruginosa était I'espece majoritaire avec une prévalence de 68,4%. Ces résultats
différent de ceux obtenus dans une étude précédente menée a I'h6pital de Ben Arous en Tunisie
(Krir et al., 2019), ou la prédominance était attribuée a Acinetobacter baumannii. En ce qui
concerne les entérobactéries, elles représentaient 45,7% des isolats, avec une prédominance de
Klebsiella pneumoniae (62,5%), contrairement aux résultats obtenus dans une étude menée au

CHU de Bordeaux (Saly et al., 2016), ou Escherichia coli était I'espéce majoritaire. Ces

50



Résultats et discussion

variations observées semblent étre associées a I'écologie bactérienne spécifique a chaque

établissement hospitalier.

La résistance observée chez les souches étudiées, aux carbapénemes, a la colistine et a
la plupart des autres antibiotiques testés, témoigne leur caractére multirésistant (BMR). Cela
indique une utilisation inappropriée de ces médicaments, ainsi qu'une mauvaise gestion des
pratiques d'hygiene. Malheureusement, cette situation a des conséquences graves pour les

patients hospitalisés, entrainant un taux de mortalité élevé.

Parmi les souches étudiées, celles provenant de I'environnement ont démontré une
résistance aux carbapénemes et a la colistine, les qualifiant ainsi de BHRe pour les EPC et de
BMR pour les BGN non fermentaires multirésistants. Ces résultats soulignent le réle crucial de
I'environnement hospitalier dans la transmission des souches multirésistantes et leur
dissémination au sein de I'établissement de santé. Il convient de noter qu'aucune souche
résistante aux carbapénémes et/ou a la colistine n'a été isolée dans le service de néonatologie,
contrairement au service de réanimation. Cette différence entre les deux services suggére une

possible variation dans les pratiques d'hygiéne et de prescription d'antibiotiques.

La résistance des bacilles a Gram négatif aux antibiotiques, y compris aux
carbapénemes, a augmentée auparavant le recourt a la colistine. Cependant, I'utilisation
intensive de la colistine ces derniéres années a contribuée a I'émergence également de souches

résistantes, aggravant ainsi encore la situation ce qui conduit vers I’impasse thérapeutique.
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Conclusion

La propagation des bacilles a Gram négatif (BGN) résistants aux carbapénemes et/ou a
la colistine constitue une préoccupation majeure en matiére de santé publique. En effet, notre
étude confirme cette situation au CHU de Tlemcen ou 54 souches de BGN résistants a ces
antibiotiques ont été isolés dans les services de réanimation et de néonatologie entre Mars et
Mai 2023. Parmi ces souches Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella

pneumoniae étaient les espéces majoritaires.

Cette étude montre que la résistance aux carbapénémes est exclusivement due a la
production de carbapénémases. Il est important de signaler que notre étude est la premiére qui
rapporte la description des entérobactéries productrices de carbapénémases (EPC) dans I’Ouest

algérien. Ces souches sont qualifiées de BHRe peu freqguemment détectées en Algérie.

Les résultats révelent également que la majorité des souches isolées dans cette étude
sont hautement résistantes a la colistine avec des concentrations minimales inhibitrices (CMI)
dépassant les 128 pg/ml. De plus, les souches étudiées ont été également résistantes aux

quinolones et aux aminosides ce qui limite le choix thérapeutique.

La multirésistance aux antibiotiques a été également détectée chez les souches isolées a
partir de I’environnement hospitalier. Ceci confirme I'importance majeure de ce facteur dans la

transmission des souches multirésistantes et leur diffusion au sein de notre établissement.

Cette étude prouve que 1’efficacité des carbapénémes et de la colistine, antibiotiques de
dernier recours contre les infections a BGN, a diminué considérablement au CHU de Tlemcen.
Cette situation inquiétante nécessite une meilleure maitrise en termes d’hygiéne hospitaliere et
de promouvoir une utilisation rationnelle des antibiotiques au sein de cet établissement. Une
approche multidisciplinaire et collaborative est obligatoire, impliquant les professionnels de la
santé, les chercheurs et les décideurs afin de garantir des pratiques de soins optimales et de

préserver l'efficacité des traitements.

La présente étude est une étude phénotypique nécessitant d’autres investigations
moléculaires pour mieux caractériser les mécanismes de résistance des souches étudiees aux
carbapénéemes et a la colistine. Des PCR et des séquencages peuvent étre réalises pour identifier
les génes de résistance, des électrophoréses en champ pulsé peuvent étre réalisés pour

comprendre le mécanisme de diffusion des souches dans ces deux services et I’analyse de
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support plasmidique est également indispensable pour identifier les plasmides porteurs de ces

génes de résistance.
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Annexes

Annexe 1

1.1. Préparation des boites de sélection de MacConkey + ertapéneme a 0.5ug/mi

>

0.5g de I’értapénéme a été pesé et mélangé avec 50ml d’eau distillée stérile pour
préparer une solution mere d’une concentration de 10000 pg/ml.

La solution meére a été diluée a 1/100 pour avoir une concentration de 100ug/ml.

La solution d’értapéneme de 100ug/ml a été diluée a1/10 pour avoir une concentration
de 10pg/ml.

Enfin, dans des boites de Petri 1ml de solution de 1’értapénéme de concentration de
10pg/ml a été mélangée avec 19ml de MacConkey pour avoir une concentration finale

de 0.5pg/ml.

1.2. Préparation des boites de sélection de MacConkey + la colistine a 2ug/ml

>

40mg de la colistine a été pesé et mélangé avec 20ml d’eau distillée stérile pour préparer
une solution mere d’une concentration de 2000 pg/ml.

La solution meére a été diluée a 1/10 pour avoir une concentration de 200ug/ml.

La solution de la colistine de 200ug/ml a été diluée al/5 pour avoir une concentration
de 40pg/ml.

Enfin, dans des boites de pétries 1ml de solution de la colistine de concentration de
40ug/ml a été mélangée avec 19ml de MacConkey pour avoir une concentration finale

de 2ug/ml.

71



Annexes

Annexe 2

Tableau de lecture d'une galerie API 20 E.

. o . Résultats
Tests Composants actifs Réactions enzymatique — __
Négatif Positif
2-nitrophényl-pD- )
ONPG . B-galactosidase Incolore Jaune
galactopyranoside
ADH L-arginine Arginine DiHydrolase Jaune Rouge/orangé
LDC L-lysine Lysine DéCarboxylase Jaune Rouge/orangé
OoDC L-ornithine Ornithine DéCarboxylase Jaune Rouge/orangé
o . o . Bleu-vert /
CIT Trisodium citrate Utilisation du ClTrate Vert pale/Jaune Bl
eu
. . ) Incolore / o
H2S Sodium thiosulfate Production d'HzS L Deépot noir / fin liseré
Grisatre
URE Urée UREase Jaune Rouge/orangé
TDA L-tryptophane Tryptophane DésAminase Jaune Marron-rougeéatre)
. Incolore .
IND L-tryptophane Production d'INDole . Rose(®
Vert pale/ Jaune
) Production d'acétoine -
VP Sodium pyruvate Incolore Rose/ rouge ™
(\Voges Proskauer)
o o ) o o Diffusion du pigment
GEL Gélatine (origine bovine) Gélatinase Non diffusion .
noir
Fermentation/ oxidation Bleu/ .
GLU D-glucose Jaune / Jaune gris
GLUcose bleu vert
. Fermentation/ oxidation Bleu/
MAN D-mannitol ) Jaune
MANNitol bleu vert
. Fermentation/ oxidation Bleu/
INO Inositol . Jaune
INOsitol bleu vert
] Fermentation/ oxidation Bleu/
SOR D-sorbitol . Jaune
SORDitol bleu vert
Fermentation/ oxidation Bleu/
RHA L-rhamnose Jaune
RHAmMnNose bleu vert
Fermentation/ oxidation Bleu/
SAC D-saccharose Jaune
SACcharose bleu vert
o Fermentation/ oxidation Bleu/
MEL D-melibiose o Jaune
MEL.ibiose bleu vert
. Fermentation/ oxidation Bleu/
AMY Amygdaline ] Jaune
AMYgdaline bleu vert
. Fermentation/ oxidation Bleu/
ARA L-arabinose ) Jaune
ARADbinose bleu vert

(*) : Réaction immédiat ; (**) : VP 1 + VP 2/ 10 minutes
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Annexe 3

Tableau de lecture d'une galerie API 20 NE.

Resultats
Tests Composants actifs Reactions/enzvmes . .
Negatif Positif
] NIT 1+ NIT 215 min
NO3 Eﬁ:‘;ﬁg'“m Réduction des Nitrates en nitrites Incolore Rose-rouge
ZnI5min
Réduction des Nitrates en azote Rose Incolore
] ) JAMES limmédiat
TRP L-tryptophane [Formation d'indole (TRyptoPhane)
Incolore Rose
Vert péle ljaune
GLU D-glucose Fermentation (GLUcose) Bleu a vert Jaune
Jaune
ADH L-arginine | Arginine DIHydrolase Orange 1rose 1
— rouge
URE Urée UREase Jaune Orange 1rose 1
rouge
ESC _Escu:jlni Hydrolyse (B-glucosidase) Jaune Gris 1marron 1noir
citrate de fer (ESCuline)
GEL _C?elatme_ Hydrolyse (protéase) (GELatine) Pas de d_lffusmn D_|ffu3|on d_u
(origine bovine) du pigment pigment noir
PNPG 4-nitrophénylfD- B-galactosidase (Parg-NitroPhényI- Incolore Jaune
galactopyranosid BD- Galactopyranosidase)
e
GLU D-glucose Assimilation (GLUcose) Transparence Trouble
ARA L-arabinose Assimilation ( ARAbinose) Transparence Trouble
MNE D-mannose Assimilation (ManNosE) Transparence Trouble
MAN D-mannitol Assimilation (MANNitol) Transparence Trouble
NAG N-acétyl- Assimilation (N-Acétyl- Transparence Trouble
glucosamine Glucosamine)
MAL D-maltose Assimilation (MALtose) Transparence Trouble
GNT Potassium gluconate | Assimilation (potassium Transparence Trouble
GlucoNaTe)
CAP Acide caprique Assimilation (acide CAPrique) Transparence Trouble
ADI Acide adipique Assimilation (acide ADIpique) Transparence Trouble
MLT Acide malique Assimilation (MaLaTe) Transparence Trouble
CIT Trisodium citrate Assimilation (trisodium ClTrate) Transparence Trouble
PAC Acide phénylacétique | Assimilation (PhénylACétique) Transparence Trouble
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Annexe 4. Concentration et diameétre critique des antibiotiques utilisés (CA-SFM 2022).

Entérobactéries

Charge |Concentrations Diametre
Antibiotiques Symbole digcl;ue critiques (mg/l) cr(irtri]?rl:)es
S< R >
(H9) S< R>
Ampicilline AMP 10 8 8 14 14
Amoxicilline | AMC
:I:\(;:ﬁznique 20-10 8 8 19 19
Pipéracilline PIP 30 8 8 20 20
B-lactamines et lotine CF 30 8 32 | 18 | 12
Céfoxitine FOX 30 8 8 18 18
Ceftriaxone CRO 30 1 2 25 22
Céfépime FEP 30 1 4 27 24
Aztréonam ATM 30 1 4 26 21
Imipénéme IPM 10 2 4 22 19
Méropénéme | MRP 10 2 8 22 16
Aminosides Gentamicine GN 10 8 8 18 18
Tobramycine ™ 10 2 2 16 16
Fluoroquinolones | Ofloxacine OFX 5 0.25 0.5 24 22
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Pseudomonas spp

Charge | Concentrations Diametre
Antibiotiques Symbole di(sj;ue critiques (mg/l) cr(irtrilc;;J)es
(M9) | s< R> |[S< R>
Ticarcilline TIC 75 0.001 16 50 18
Ticarcilline
B- lactamines + Acide TCC 75-10 0.001 16 50 18
clavulanique
Céftazidime CAZ 10 0.001 8 50 17
Céfépime FEP 30 0.001 8 50 | 21
Aztréonam ATM 30 0.001 16 50 18
Imipéneme IPM 10 0.001 4 50 20
Méropénéme MRP 10 2 8 20 14
Aminosides Gentamicine GN 15 4 4 16 16
Tobramycine TOB 10 2 2 18 18
Fluoroquinolones | Ciprofloxacine CIP 5 0.001 0.5 50 26
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Acinetobacter spp

Charge | Concentrations Diametre
Antibiotiques Symbole di(sj;ue critiques (mg/l) cr(irt;?rt:)es
(hg) S< R> |Ss R>
Ticarcilline TIC 75 16 64 20 | 15
Ticarcilline TCC
B- lactamines + Acide 75-10 16 64 20 | 15
clavulanique
Céftazidime CAZ 30 8 16 18 | 15
Céfépime FEP 30 8 16 18 | 15
Imipénéme IPM 10 2 4 24 | 21
Méropénéme MRP 10 2 8 21 | 15
Aminosides Gentamicine GN 10 4 4 17 | 17
Tobramycine TOB 10 4 4 17 | 17
Fluoroquinolones | Ciprofloxacine CIP 5 0.001 0.5 50 | 26
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Annexe 5. Répartition des souches résistantes aux carbapénéemes et a la colistine selon le
type de prélevement

surface

Prélevement Nombre de Nombre de Nombre de Nombre de
prélevement souche total souche souche

résistante au résistante a la
carbapéneme colistine

Sonde trachéal 14 41 23 19

Sonde urinaire 01 0 0 0

Sonde 05 13 03 07

nasogastrique

Plaies 01 02 0 01

Cathéter 07 03 0 01

Prélevement de | 14 17 10 07
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Annexe 6. Poster
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Backgroumd

Castapsnsens remain cften the last available antbictic
class to meat infoctioms caused by cmlbdmg-recistat
Gram-pegative bactaria (GNE). The spmad of
carbapezan-resistant GMB in bospitals is no longer a
simple threat for the fomre bt 2 coment mality. The aim
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Tlemcen

Methods

i
.

s TOC PP TIP FOK CTH CAZ AT IMPF WER OGN TOB OF)

Aot
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care undts at the Umiversity Hospiml of Tlemcean
Idenfification was parinmmed wimg the APIE systam
Antibiotic sesceptbility testing wee determined by disk
diffivion method, the minirem inkibitory comentraton
(MIT) of carbapenem were determined by the Etest
method as described by the Fumopean Committes om
Antirsicrobial Susceptbility Testbng,
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& batwean Jamary azd May 2022 and betwesn Fetomary
and MMarch 2023, 49 amples were obtained frops hospital
envirommant in  iwhensive came wmmits at Tlemscen
University Hospital ;

=3 nondeplicats  carbspensm-resistant Gram-
megative bacoeria (FHNH) wore collocted.
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¥ All carbapensm-resisizat srains produoces carbapenamass
sozymes (all detected on chromid carba smart and all
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Figmre 1L A: carbapesem-resiztant ZNB on chromid
carba smart. B: pesitf carba test
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Conclozion

This siudy reports a worryimg diffesion of carbapensm-resistent Gram-megative backria m bospiisl environment at
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Résumé

La diffusion rapide des bacilles @ Gram négatif (BGN) constitue un probléme majeur au sein des
établissements de santé. Leur résistance croissante aux antibiotiques notamment aux carbapénemes et a la colistine
représente un défi significatif pour la prise en charge des infections liées aux soins. Entre Mars et Mai 2023, un
total de 54 souches de BGN a €té isolé au niveau des services de réanimation et de néonatologie dans le CHU de
Tlemcen. Parmi celles-ci, 36 étaient résistantes aux carbapénémes avec une prédominance d’Acinetobacter
baumannii (39%) suivie de Pseudomonas aeruginosa (33%) et de Klebsiella pneumoniae (19%). 35 souches
étaient résistantes a la colistine dont Pseudomonas aeruginosa est I’espéce majoritaire (37%) suivie de Klebsiella
pneumoniae (29%). Des taux élevés de résistance pour la plupart des antibiotiques testés (B-lactamines,
aminosides, quinolones et colistine) ont été observés, témoignant la présence de souches multirésistantes. La
résistance des souches étudiées aux carbapénemes est due a la production de carbapénémase, soulignant que parmi
ces souches 28% sont des entérobactéries productrices de carbapénémases (EPC) détectées pour la premiere fois
dans I’Ouest algérien et considérées comme des Bactéries Hautement Résistantes émergentes (BHRe).
Mots clés : Bacilles a Gram négatif, entérobactéries, résistance, carbapénémes, colistine, CHU de Tlemcen.

Abstract

The rapid spread of Gram-negative bacilli (GNB) constitutes a major problem within healthcare institutions. Their
increasing resistance to antibiotics, in particular carbapenems and colistin, represents a significant challenge for
the management of healthcare-related infections. Between March and May 2023, a total of 54 BGN strains were
isolated in the intensive care unit and neonatology wards at Tlemcen University Hospital. 36 of theses strains were
resistant to carbapenems with a predominance of Acinetobacter baumannii (39%) followed by Pseudomonas
aeruginosa (33%) and Klebsiella pneumoniae (19%). 35 strains were resistant to colistin of which Pseudomonas
aeruginosa is the majority species (37%) followed by Klebsiella pneumoniae (29%). High rates of resistance for
most of the antibiotics tested (B-lactams, aminoglycosides, quinolones and colistin) were observed, testifying to
the presence of multidrug-resistant strains. The resistance of the studied strains to carbapenems is due to the
production of carbapenemase, highlighting that among these strains 28% are carbapenemase-producing
enterobacterales (CPE) detected for the first time in Western Algeria and considered as Emerging Highly Resistant
Bacteria (eHRB).

Key words: Gram-negative bacilli, enterobacterales, resistance, carbapenems, colistin, Tlemcen University
Hospital.



