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Synthèse bibliograpgique 

3.2 Résistance aux quinolones 

Les mécanismes de résistance aux quinolones chez les entérobactéries résultent 

essentiellement de modifications des cibles, les topoisomérases, et plus rarement d'une 

diminution de la concentration intracellulaire de ces antibiotiques, par imperméabilité 

membranaire et/ou surexpression des systèmes d'efflux (Hooper, 2001). Les déterminants de 

ces mécanismes de résistance sont chromosomiques et ne sont pas associés à des gènes de 

résistance à d'autres familles d'antibiotiques (Nordmann, 2006). 

Le support de la résistance aux quinolones était supposé être uniquement 

chromosomique, jusqu'en 1998 où Martinez-Martinez et ai, ont décrit la première souche 

Kiebsiella pneumoniae dont le support de la résistance est un plasmide transférable 

(Martinez-Martinez et al., 1998). Le déterminant génétique de cette résistance est le gène 

«qnr» dont la caractéristique est d'être porté par différents types d'intégrons. L'importance 

de ce support est sa transférabilité et sa capacité à accélérer la diffusion de la résistance aux 

quinolones (Guessennd et al., 2008). La protéine qnr s'intercale entre les topo-isomérases de 

type IV et II (gyrase) et les quinolones, bloquant ainsi leur activité antibiotique (Tran et 

Jacoby, 2002; Tran et al., 2005). Depuis la résistance plasmidique aux quinolones a été 

rapportée dans le monde, les gènes qnr ont été identifiés dans différentes espèces 

d'entérobactéries et sont souvent associés à la production de f3- lactamases à spectre étendu 

(Guessennd et al., 2008). Récemment, un nouveau mécanisme de résistance plasmidique aux 

quinolones a été décrit chez des souches d'Escherichia coli isolées en Chine. il s'agit d'une 

inactivation de ces antibiotiques par acétylation. Le déterminant de cette résistance est un 

variant d'une aminoside N-acétyltransférase ACC-(6')-Ib-cr (Park et al., 2006). 

3.3 Résistance aux aminosides 

L'inactivation enzymatique des aminoglycosides est le type de résistance le plus 

fréquemment observé en clinique (Wright, 2008). Les enzymes modificatrices des 

aminosides ont été regroupées en fonction de la réaction qu'elles catalysent: acétylation d'un 

groupement aminé [N-acétyltransférase (AAC)], phosphorylation ou nucléotidylation d'un 

groupement hydroxyle [0-phosphotransférase (APH), 0-nucléotidyltransférase (ANT)] 

(Lambert, 2006). Les gènes codant ces enzymes sont portés principalement par des 

plasmides et/ou des transposons, permettant une diffusion horizontale entre espèces (Faure, 

2009). Parmi ces enzymes, les plus répandues chez les entérobactéries sont: APH(3')-Ia, 

APH(3 ")-Ib, APH(6)-Id, AAC(6')-Ib, AAC(3)-la, ANT(2")-Ia (Wright, 2008). 
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Matériel et Méthodes 

1. Matériel 

1.1 Matériel biologique 

1.1.1 Souches étudiées 

Un total de 112 souches appartenant à la famille des entérobactéries, isolé entre octobre 2008 

et juin 2009 de différents services du CHU de Tlemcen, a fait l'objet de notre étude. 

1.1.2 Souches de références 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

> Escherichia coli ATCC 25922 

> Escherichia coli K12 Rif R 

Escherichia coli V5 17 

1.2 Milieux de culture 

1.2.1 Milieux de culture liquides 

> Bouillon nutritif (BN) (Institut Pasteur d'Algérie) 

> Bouillon coeur cerveau (BHIB) (Fluka) 

> Bouillon Luria (LB) (Sigma) 

1.2.2 Milieux de culture solides (Fluka) 

> Mac Conkey 

> Gélose nutritive 

> Mueller Hinton 

> T.S.I 

1.3 Tests biochimiques 

> Galerie API 20 E (Bio Mérieux) 

> Disques d'oxydase (Fluka) 

1.4 Solutions et Tampons (Annexes 5, 6, 7) 

> Tampon phosphate 0.5 M pH 7 

> Solution iodo-iodurée 

> Tampon TE 

> Solution de lyse 

> Phénol-Chloroforme-Isoamylalcool (24: 25: 1) (Sigma) 
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Matériel et Méthodes 

2.4.2 Test d'oxydase (Marchali et al., 1991) 

Ce test est réalisé en ajoutant un disque imprégné d'oxalate N-diméthylphénylène-diamine à 

une suspension bactérienne dense en eau physiologique. Ce réactif s'oxyde au contact du 

cytochrome des bactéries oxydase positive. La réaction d'oxydation se traduit par une 

coloration violette foncée en deux minutes environ. 

2.4.3 Galerie API 20 E 

La galerie API 20 E est une version miniaturisée et standardisée des techniques biochimiques 

conventionnelles pour l'identification des bactéries à Gram négatif, dont les entérobactéries. 

Elle comporte 20 microtubes contenant des substrats sous forme déshydratée. Ces microtubes 

sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les milieux. Les réactions 

produites pendant la période d'incubation (18h-24h à 37C°) se traduisent par des virages 

colorés spontanés ou révélés par l'addition de réactifs. 

La lecture de ces réactions est réalisée à l'aide du tableau de lecture (Annexe 1) et 

l'identification des souches est obtenue à l'aide du tableau d'identification du catalogue 

analytique (Annexe 2). 

2.5. Conservation des souches 

Les souches sont conservées à 4 C° dans des tubes de gélose inclinée ou dans des tubes de 

gélose profonde. 

2.6. Détermination des phénotypes de résistance aux antibiotiques 

2.6.1. Antibiogramme (Vedel, 1998; CA-SFM, 2008) 

s Principe 

L'antibiogramme permet de catégoriser une souche bactérienne en classes semi-quantitatives 

(sensible, intermédiaire ou résistante) et d'orienter l'antibiothérapie. Il est basé sur 

l'observation de la croissance bactérienne en présence d'un gradient de concentration 

d'antibiotique, obtenu par diffusion à partir de disques dans un milieu gélosé. 

Technique 

La technique utilisée est la méthode de diffusion des antibiotiques en milieu solide (méthode 

des disques), selon le communiqué du comité de l'antibiogramme de la société française de 

microbiologie (CA-SFM, 2008). 
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A partir d'une culture bactérienne de 24 h sur milieu gélosé, réaliser une suspension en 

ensemençant une colonie dans 5 ml de BHIB, incuber 24 h à 37°C 

> calibrer la densité optique (DO) de la culture obtenue à une DO de 0,08-0,1 à une 

longueur d'onde de 625 nm, qui correspond à 108  UFC/ml 

> A partir de cette culture, effectuer une dilution au 1/100 ( ;z: 106  UFC/ ml) dans de l'eau 

physiologique 

> Ensemencer par inondation, les boîtes de Pétri préalablement coulées par 20 ml de milieu 

Mueller Hinton, bien agiter puis enlever le surplus 

> Sécher les boîtes 30 minutes à l'étuve à 37 C° 

Déposer les disques d'antibiotiques à l'aide d'une pince stérile. 

Pour ce qui concerne les -lactamines, placer les disques dans un ordre qui obéit au schéma 

de Vedel (figure 11). 

PIP 

AMC 

AMX CF 

TIC 

FOX 
n 

~r Mo 

PIP : pipraci11ine, IPM: imipénème, M: mécillinam, 

AMC : amoxicilline + acide clavulanique, AMX : amoxicilline, 

CF: céfalotine, TIC: ticarcilline, CTX: céfotaxime, 

FOX: céfoxitine, CXM: céfuroxime, ATM: aztréonam, 

CAZ: ceftazidime, MOX: latamoxef 

Figure 11. Schéma de Vedel (Vedel, 1998). 

. Lecture 

> Après 18 à 24 heures d'incubation, mesurer les diamètres d'inhibition en se référant aux 

valeurs critiques publiées par le CA-SFM (2008) (Annexe 3) 

> Interpréter les phénotypes de résistance aux f3-lactamines. 
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2.6.2 Test iodométrique (Courvalin et al., 1985) 

Principe 

Il consiste en une décoloration du complexe iode-amidon due à la réduction de l'iode par 

l'acide penicilloique issu de l'hydrolyse de la pénicilline G par les 0-lactamases. 

• Technique 

Préparation du gel 

Dissoudre, par chauffage jusqu'à ébullition, 0.3 g d'amidon et 0.8 g d'agarose dans 50 ml 

de tampon phosphate 0.5 M pH 7 

) Refroidir la solution au bain Marie à une température de 55 C0  

> Ajouter 1,2 ml de solution iodo-iodurée et 30 mg de pénicilline G 

> Bien mélanger, verser dans des boîtes de Pétri puis laisser solidifier 

> Réaliser des puits de 4 à 5 mm de diamètre, séparés d'environ 3 cm. 

Préparation de la suspension bactérienne 

> A partir d'une culture bactérienne de 18 heures sur milieu gélosé, mettre en suspension 4 à 

5 colonies dans 0.5 ml d'eau physiologique, puis vortexer. 

Ensemencement 

> Remplir les puits avec 20 pJ de la suspension bactérienne préparée extemporanément. 

• Lecture 

L'activité enzymatique se traduit par une zone décolorée qui apparaît autour des puits. 

2.6.3 Test à la cloxacilline (De champs et al., 2002) 

• Principe 

La cloxacilline est un antibiotique qui permet d'inhiber les 3-lactamases de type AmpC. La 

restauration de l'activité des céphalosporines de troisième génération (céfotaxime et 

ceftazidime) en présence d'une concentration définie du cloxacilline, permet de confirmer le 

phénotype céphalosporinase. 

• Technique 

Réaliser un antibiogramme par diffusion sur gélose Mueller Hinton contenant de la 

cloxacilline, à une concentration finale de 250 .tg/ml (Giraud-Morin et Fosse, 2008). 
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• Lecture 

Un résultat est noté positif, lorsqu'une augmentation des diamètres d'inhibition, d'au moins 

8mm, apparaît autour des disques de céfotaxime et de cefiazidime. 

2.6.4 Test de synergie 

Principe 

La détection phénotypique de la production de f3-lactamases à spectre étendu, est basée sur la 

mise en évidence d'une image de synergie entre un disque de céphalosporine de troisième 

génération et l'acide clavulanique (Philippon et Arlet, 2006). 

• Technique 

Sur une gélose Mueller Hinton préalablement ensemencée par la souche à tester, appliquer 

des disques de céfotaxime (30p.g), cefiazidime (30pg) et aztréonam (30p.g) à une distance de 

2 cm (centre à centre) d'un disque d'amoxicilline + acide clavulanique (20p.g/1 Otg) (Jarlier 

et al., 1988). 

s Lecture 

La positivité de ce test est matérialisée par un aspect dit « bouchon de champagne» (Sirot, 

1996). 

2.6.5 Test de Hodge (Lee et al., 2003) 

Principe 

Il consiste à mettre en évidence l'hydrolyse de l'imipénème à l'aide d'une bactérie indicatrice 

sensible (Escherichia coli ATCC 25922) 

• Technique 

> Ensemencer par écouvillonnage une gélose Mac Conkey par une suspension d'E. cou 

(ATCC 25922) de 108  UFC/ml 

> A partir d'un bouillon de 24 h de la souche à tester, faire une lourde strie du centre de la 

boîte vers la périphérie 

> Sécher les boîtes 15 minutes à l'étuve 

> Déposer un disque d'imipénème au centre de la boîte (à l'extrémité de la strie) 

> Incuber 18 heures à 37 C°. 
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. Lecture 

L'hydrolyse de l'imipénème par la souche testée se traduit par l'échancrure de la zone 

d'inhibition de la souche indicatrice E. col! ATCC 25922 (figure 12). 

E.coli 25922 	 Test positif 

y 

(7 	Disque d'imipénème 
Strie de la souche testée 

Test négatif 

Figure 12. Test de Hodge. 

2.7 Détermination des CMI en milieu solide (CA-SFM, 2008) 

Principe 

La méthode de dilution en milieu solide est la méthode de choix pour déterminer la sensibilité 

bactérienne aux antibiotiques. Elle consiste à mettre un inoculum bactérien standardisé au 

contact de concentrations croissantes d'antibiotiques. 

Technique 

Préparation des solutions d'antibiotiques 

Pour chacun des antibiotiques testés, préparer une solution mère à 5120 .tg/ml puis réaliser 

des dilutions en série de progression géométrique de raison 1/2 (Annexe 4). 

Préparation des boîtes 

> Distribuer 2 ml de chaque dilution d'antibiotique dans une série de boîtes de Pétri 

) Ajouter 18 ml de milieu Mueller Hinton gélosé maintenu en surfusion 

Bien mélanger et laisser solidifier 
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Sécher les boîtes 30 minutes à l'étuve à 370  C. 

Préparation de I'inoculuni 

> A partir des cultures de 18 heures, préparer des suspensions de 108  UFC/ ml pour chacune 

des souches à tester 

' Diluer la suspension au 1/10(-107  UFC/ ml) dans de l'eau physiologique 

Ensemencement 

> Ensemencer par spot 1 à 2 .tl de la suspension bactérienne, soit un inoculum de 104  

UFC/spot. 

Incubation 

> Incuber 18 à 24 heures à 37° C. 

. Lecture 

La concentration minimale inhibitrice, est la plus faible concentration d'antibiotique où il n'y 

a pas de croissance bactérienne visible. 

2.8 Détermination de support génétique de la résistance aux antibiotiques 

2.8.1 Conjugaison bactérienne (Touati et al., 2006) 

Principe 

C'est le transfert d'un plasmide conjugatif ou d'un transposant, codant pour la résistance à un 

ou plusieurs antibiotiques, entre une bactérie donatrice et une bactérie réceptrice. La sélection 

des transconjugants s'effectue en présence de deux antibiotiques: l'un correspond à l'une des 

résistances transférées de la souche donatrice et l'autre à la résistance non transférable de la 

souche réceptrice. 

Technique 

> Ensemencer la souche réceptrice (E.coli K 12) et les souches donatrices en bouillon 

nutritif et incuber 18 à 24 heures à 37° C 

> Réaliser un mélange donatrice réceptrice dans un rapport 1/10 

Mélanger doucement par inversement 

> Incuber 18 à 24 heures 

> Préparer les boîtes de sélection en incorporant à une gélose Mac Conkey, 1 ml du 

céfotaxime et 1 ml de la rifampicine à des concentrations finales de 8 tg/ml et 256 pg/mI 

respectivement 
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> Sécher les boîtes 30 min à 37° C 

> Ensemencer par épuisement le mélange sur une partie de la boîte de sélection 

> Vérifier la sélectivité des milieux de sélection en ensemençant par spot la souche 

donatrice et la souche réceptrice sur la même boîte 

> Incuber 24 heures à 37° C. 

. Lecture 

Sur les boîtes de sélection, la souche donatrice et la souche réceptrice ne doivent pas se 

développer, seules les transconjugants résistants à la fois à la rifampicine et au céfotaxime 

sont capables d'y croître. Ces transconjugants doivent être analysés en réalisant des 

antibiogrammes. 

2.8.2. Extraction de l'ADN plasmidique (Kado et liu, 1981-modifié) 

Principe 

Cette technique est basée sur la lyse bactérienne, par un traitement par du SDS alcalin 

combiné à la chaleur, suivie d'une élimination des contaminants majeurs (protéines, ADN 

chromosomique, ARN de haut poids moléculaire et débris cellulaires) par des solvants 

organiques. 

Technique 

> Réaliser une culture bactérienne dans 5 ml de LB et incuber 24 heures à 37 C° 

> Centrifuger 3 ml de culture à 14000 rpm pendant 2 minutes à température ambiante 

> Jeter le surnageant et sécher le culot 

> Ajouter 100 l de TE, bien vortexer 

> Ajouter 200 j.xl de solution de lyse 

Mélanger par inversion 5 àl O fois 

> Incuber sous agitation à 55 C° pendant 30 minutes 

> Ajouter 600 tl de phénol-chloroforme-isoarnylalcool (24: 25: 1) 

> Mélanger par inversion 5 àlO fois 

> Centrifuger à 12000 rpm pendant 15 minutes 

> Récupérer délicatement la phase supérieure qui correspond à l'ADN plasmidique dans un 

nouveau microtube. 
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2.8.3 Electrophorèse d'ADN plasinidique (Sambrook et Russel, 2001) 

Principe 

JJélectrophorèse sur gel d'agarose permet de séparer les molécules chargées selon leurs poids 

moléculaires et leurs conformations. Sous l'application d'un champ électrique, les acides 

nucléiques étant chargés négativement, vont migrer vers l'anode. Les petites molécules seront 

moins retenues dans le gel que les grosses molécules, ce qui leur permettra de migrer plus 

rapidement. 

. Technique 

Préparation du gel d'agarose 

> Pour un gel de 0,8 %, dissoudre par chauffage jusqu'à ébullition, 1,6 g d'agarose (Sigma) 

dans 200 ml de tampon TBE 1 fois dillué. 

)' Laisser refroidir, puis couler le gel dans un moule où le peigne est préalablement déposé 

> Laisser solidifier, retirer le peigne, puis placer le gel dans la cuve d'électrophorèse 

> Ajouter un volume de tampon TBE IX dans la cuve jusqu'à ce que le gel soit immergé. 

Ensemencement 

> Répartir dans des tubes Eppendorf 20 jfl de chaque solution d'ADN plasmidique 

> Ajouter 5 i.l de tampon de charge 

> Mélanger à l'aide d'une micropipette, puis transférer 25 .t1 des mélanges dans les puits du 

gel. 

Migration 

> Brancher le générateur après avoir raccordé la cuve 

> Appliquer un voltage de 90 volts pendant 4 heures. 

Révélation 

)? Colorer le gel en l'immergeant dans une solution de TBE iX contenant du BET à une 

concentration de 0.5 pg/ml pendant 30 à 45 minutes à température ambiante 

> Placer le gel dans un transilluminateur. 
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1.2 Souches identifiées 

Sur un total de 234 bacilles à Gram négatif, ont été identifiées 112 entérobactéries 

(figure 13), ce qui correspond à une fréquence d'isolement de 43,6% (112/257). Il est 

nécessaire de préciser que 107 souches ont été isolées à partir de patients (107/194), soit 

55.1% et 5 à partir de l'environnement (5/63), soit 7.9%. 

Figure 13. Identification des principales espèces par galerie API 20E. 

Par rapport au total de souches d'entérobactéries étudiées, Escherichia coli occupe la 

première place avec 45 souches (40.2%), suivie de 44 Kiebsiella pneumoniae (39.3%) et 14 

Enterobacter cloacae (12.5%) (figure 14). Viennent ensuite les autres entérobactéries avec 9 

isolats (8%), dont 2 Kiebsiella oxytoca, 2 Citrobacter koseri, 1 Citrobacter freundii, I 

Enterobacter aerogenes , 1 Escherichiafergusonii, 1 Pantoae spp et 1 Serratia marcescens. 
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• E cou 
• Kpneumoniae 
• E cloacae 
• Divers 

Figure 15. Répartition des entérobactéries au service de réanimation. 

• E cou 
• Kpneumoniae 
• E cloacae 
•Divers 

Figure 16. Répartition des entérobactéries au niveau des autres services. 

1.2.2 Répartition des entérobactéries en fonction des sites de prélèvement 

La répartition des espèces étudiées diffère selon les types de prélèvement (annexe 8). En 

effet, pour les prélèvements rectaux (figure 17) et les plaies chirurgicales (figure 18), les 

résultats révèlent qu'Escherichia coli est l'espèce prédominante avec respectivement des taux 

de 53.7% (22/41) et 35.3% (12/34). Par contre, au niveau des prélèvements trachéaux (figure 

19), c'est Kiebsiella pneumoniae qui prédomine avec un taux de 5 1.9% (14/27). Enfin, Pour 

Enterobacter cloacae le taux d'isolement à partir de plaies chirurgicales est plus important 

par rapport aux autres types de prélèvement avec 23.5% (8/34). 
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ME .coli 
• K .pneumoniae 
• E .cloacae 
• Divers 

Figure 17. Répartition des entérobactéries au niveau des prélèvements rectaux. 

• E. cou 
• K .pneumoniae 

• E. cloacae  

• Divers 

Figure 18. Répartition des entérobactéries au niveau des plaies chirurgicales. 

• E. cou 

1K .pneumoniae 
M E .cloacae 
I Divers 

Figure 19. Répartition des entérobactéries au niveau des prélèvements trachéaux. 
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amikacine (6.7%). Pour les quinolones, l'acide nalidixique et la ciprofloxacine présentent 

respectivement des taux de résistance de 71% et 57,8%. Notons également un taux de 

résistance de 60% pour la triméthoprime/sulfaméthoxazole et seulement 6.7% pour la 

colistine. 

1.3.2 Résistance de Kiebsiella pneumoniae 

Pour Kiebsiella pneumoniae (figure 22), sont notés des taux de résistance très élevés 

avec la plupart des antibiotiques testés: amoxicilline, ampicilline et ticarcilline (100%), 

amoxicilline + acide clavulanique (86.4%), ampicilline + sulbactam et ticarcilline + acide 

clavulanique (90.9%), pipéracilline et mezlocilline (88.6%), céfalotine (90.9%), ceftriaxone 

et céfotaxime (86,4%), ceflazidime (90.9%), aztréonam (84.1%), gentamicine (86.4%), 

tobramycine (88.6%), acide nalidixique (92.7%), ciprofloxacine (81.8%) et 

triméthoprime/sulfaméthoxazole (88.6 %). Les taux de résistance les plus faibles sont 

observés avec pipéracilline + tazobactam (38.6%), céfoxitine (13.6%), amikacine (4.5%) et 

colistine (2.3%). 

La résistance totale des souches de Kiebsiella pneumoniae aux aminopénicillines 

(amoxicilline et ampicilline) et aux carboxypénicillines (ticarcilline), est expliquée par leur 

résistance naturelle à ces antibiotiques (Jarlier et Nordmann, 2000). 

100  

80 	- 	- 	. 	- 

60 	 - 

_ .4.Ecou 	I 
40  I - 	

I UKpneumoniae 

20 

L7 o 
X L) Li Li Q 	. N4 u 

Antibiotiques 

Figure 22. Pourcentages de résistance aux antibiotiques d'Escherichia coli et de 

Kiebsiella pneumoniae 
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Il ressort des résultats de la figure 22, que la résistance de Kiebsiella pneumoniae aux 

antibiotiques (à l'exception de céfoxitine, amikacine et colistine) est nettement plus 

importante que celle d'Escherichia cou. 

1.3.3 Résistance d'Enterobacter cloacae 

Pour les 14 Enterobacter cloacae identifiés, 9 souches ont présenté une résistance vis-à-

vis de 8 antibiotiques (pipéracilline, meziocilline, ticarcilline, ticarcilline + acide 

clavulanique, cefiriaxone, céfotaxime, cefiazidime et aztréonam), alors que 6 étaient 

résistantes à la pipéracilline associée au tazobactam, gentamicine, tobramycine et 

triméthoprime/sulfaméthoxazole et 5 souches étaient résistantes aux quinolones. 

1.4 Phénotypes de résistance des entérobactéries aux fI-lactamines 

Chaque mécanisme de résistance donne un profil d'antibiogramme (phénotype) bien 

spécifique. En effet, en utilisant des antibiotiques d'une même famille comme marqueurs de 

détection phénotypique, on peut suspecter le ou les mécanismes de résistance produits par une 

bactérie (Vedel, 1998). 

L'analyse des phénotypes de résistance aux f3-lactamines des entérobactéries isolées du 

CHU de Tlemcen (figure 23), montre une nette dominance des souches productrices de f3-

lactamases à spectre étendu (BLSE) (67%), avec 38 souches de Kiebsiella pneumoniae, 29 

souches d'Escherichia coli et 5 souches d'Enterobacter cloacae. Parmi les entérobactéries 

présentant ce phénotype, 12 souches (10.7%), dont 6 Kiebseilla pneumoniae, 4 Escherichia 

coli et 2 Enterobacter cloacae, produisent également une céphalosporinase constitutive. 

L'hyperproduction de céphalosporinases comme seul mécanisme de résistance est 

observée chez seulement 6 souches (5.4%). La production de pénicillinases est exclusivement 

observée chez 12 souches (10.7%) du genre Escherichia (11 Escherichia coli et 1 Escherichia 

fergusonii). Enfin, un total de 19 souches, soit 17% d'entérobactéries, dont 4 Escherichia 

cou, 6 Kiebsiella pneumoniae, 2 Kiebsiella oxytoca, S Enterobacter cloacae, 1 Enterobacter 

aerogenes et 1 Serratia spp, n'ont présenté aucune résistance acquise, donc considérées 

comme «sauvages ». 
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Pour la majorité des souches présentant le phénotype BLSE (figure 25), des synergies 

sont observées entre l'acide clavulanique et les céphalosporines de troisième génération et 

l'aztréonam. Par contre, chez quelques souches de ce phénotype, les images de synergie 

peuvent être masquées par une hyperproduction de céphalosporinase. Ainsi, un 

antibiogramme en présence de cloxacilline est réalisé afin de vérifier une éventuelle 

association du phénotype BLSE avec la production de céphalosporinase (figure 26). 

Il est à noter que pour les souches productrices de BLSE, le tazobactam a permis de 

récupérer l'activité de la pipéracilline dans 70% des cas. 

C3G (céfotaxime 

Synerg 

AmoxicillinelAc c1avul 

Figure 25. Phénotype BLSE 
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Figure 26. Phénotype BLSE + CASE 

A : antibiogramme sans cloxacilline, B : antibiogramme avec cloxacilline à 250 ig/ml. 

L'hyperproduction de céphalosporinase est également observée comme seul mécanisme 

de résistance, ce phénotype est confirmé par la restauration de l'activité des céphalosporines 

de troisième génération en présence de cloxacilline à une concentration définie (figure 27). 

Figure 27. Phénotype CASE haut niveau 

A: antibiogramme sans cloxacilline, B: antibiogramme avec cloxacilline à 250 g!ml, C: 

antibiogramme avec cloxacilline à 500 tg/ml. 
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Tableau 3. Répartition des phénotypes de résistance aux -lactamines en fonction des services 

Phénotypes 
Nombre de souches isolées (%) 

Réanimation Autres services 

BLSE 49 (64.5) 14(38.9) 

BLSE+CASE 5(6.6) 7(19.4) 

CASE 1(1.3) 5(13.9) 

PASE 10 (13.1) 2(5.6) 

Sauvage 11(14.5) 8(22.2) 

Total 76 (100) 36 (100) 

1.5 Résistances associées des entérobactéries 

Les résistances associées aux aminosides (gentamicine et tobramycine), aux quinolones, 

et au triméthoprime/ sulfaméthoxazole sont plus fréquentes chez les souches produisant des 3-

lactamases à spectre étendu, seules ou en association avec des céphalosporinases (tableau 4). 

Cette étroite association entre la production de BLSE et la résistance aux autres antibiotiques, 

peut s'expliquer par la diffusion de matériels génétiques (plasmides, transposons) codant pour 

ces caractères de résistance ou par la coexistence de plusieurs mécanismes de résistance 

(Philippon et Arlet, 2006 ; Gangoue Pieboji, 2007). 

Des taux de résistance très faibles sont obtenus vis-à-vis de l'amikacine et de colistine 

pour les souches productrices de BLSE, alors qu'aucune résistance à ces antibiotiques n'est 

trouvée chez les souches produisant uniquement des céphalosporinases ou pénicillinases. 
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Tableau 4. Résistances associées des entérobactéries en fonction des phénotypes de 

résistance aux -lactamines 

Phénotype Nom bre(%) 
Nombre de souches résistantes (%) 

GM 	TM 	AN 	NA 	CIP 	SXT CS 

BLSE 63 (56.2) 58 (92.1) 58 (92.1) 6 (9.5) 57 (90.5) 52 (82.5) 55 (87.3) 2(3.2) 

BLSE+CASE 12 (10.7) 12 (100) 12 (100) 1(8.3) 10 (83.3) 10 (83.3) 9 (75) 1(8.3) 

CASE 6(5.4) 1(16.7) 1(16.7) 0(0) 0 (0) 0(0) 2(33.3) 0(0) 

PASE 12 (10.7) 2(16.7) 2(16.7) 0(0) 4(33.3) 2(16.7) 6(50) 0(0) 

Sauvage 19(17) 1(5.3) 1(5.3) 0(0) 6(31.6) 3 (15.8) 3 (15.8) 3 (15.8) 

1.6 Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) 

L'analyse des résultats de CMI pour neuf antibiotiques effectuée en milieu solide a 

concerné 73 souches, dont 60 BLSE, 10 BLSE + CASE et 3 CASE. Les intervalles des CMI 

observés pour chaque phénotype sont consignés dans le tableau 5. Les résultats détaillés pour 

toutes les souches sont présentés en annexe 9. 

Tableau 5. Intervalles de CMI (tg/ml) observés en fonction des phénotypes de résistance 

aux -lactamines 

PIP TZP CTX CAZ GM TM RIF CIP IPM 
Phénotype 

8 >64 S8 >64 1 >2 1 >8 S2 >4 2 >4 4 >16 0.5 >1 2 >8 

BLSE 256->512 1-32 16->512 0.5-256 0.25- 0.5->512 8->512 0.125- 0.125-1 
>512 >128 

BLSE+CASE 256->512 16-64 64->512 16-256 16->512 4->512 16->512 0.125- 0.125-1 
>32 

CASE 128->512 8-256 32-256 16-?512 1-8 0.5-2 16-64 :50.125- 0.125-1 
0.25 
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Tableau 6 Résultats de conjugaison 

Souches Phénotype de résistance Résistance associée Transfert Phénotype Tc Résistances cotransférées 

E61 BLSE+ CASE AN, 0M, TM, NA, CIP, SXT (+) BLSE AN, GM, TM, SXT 

E 62 BLSE AN, 0M, TM, NA, CIP, SXT (+) BLSE AN, 0M, TM, SXT 

E 64 BLSE 0M, TM, NA, CIP, SXT (.1-) BLSE 0M, TM 

E68 BLSE 0M, TM, NA, CIP, SXT  

E69 BLSE GM, TM, NA, CIP, SXT (+) BLSE GM, TM 

E 71 ELSE GM, TM, SXT (-) I / 

E 73 BLSE 0M, TM, NA, CIP, SXT  

E 79 BLSE 0M, TM, NA, CIP, SXT  

E83 CASE SXT  

E87 BLSE GM, TM, NA, CIP, SXT (+) BLSE GM, TM 

E 88 BLSE 0M, TM (+) BLSE 0M, TM 

E 89 BLSE AN, 0M, TM, NA, CIP, SXT (+) BLSE 0M, TM 

E90 BLSE NA, CI?, SXT (+) BLSE RIEN 

E94 BLSE 0M, TM, NA, C!?  

E99 BLSE+ CASE 0M, TM (+) BLSE 0M 

E 104 BLSE+ CASE 0M, TM, NA, CIP, SXT (+) BLSE 0M, TM, NA, CIP, SXT 

E105 BLSE-i-CASE 0M,TM, NA, CIP,CS (-) I I 

kp6I BLSE GM,TM, NA, CIP,SXT  

kp 62 BLSE 0M, TM, NA, CIP, SXT  

kp 63 BLSE+ CASE 0M, TM, NA, Cl?, SXT (+) BLSE 0M, TM 

Kp 66 BLSE 0M, TM, NA, C!?, SXT  

kp 67 BLSE AN, 0M, TM, NA, SXT (+) BLSE AN, 0M, TM, SXT, NA 

Kp 74 BLSE 0M, TM, NA, CI?, SXT  

Kp 79 BLSE+ CASE 0M, TM, NA, CI?, SXT  

kp 80 BLSE+ CASE 0M, TM, NA, CI?, SXT (+) BLSE+ CASE 0M, TM, SXT, NA, CIP 

Kp 81 ELSE 0M, TM, NA, CI?, SXT (-)  

kp 95 BLSE+ CASE 0M, TM (+) BLSE 0M, TM 

kp 96 BLSE+ CASE 0M, TM, NA, CI?, SXT (+) BLSE 0M, TM, SXT, NA, CI? 

kp 98 BLSE 0M, TM, SXT  

kp 99 BLSE 0M, TM, NA, CI?, SXT  

kp 101 BLSE 0M, TM, NA, CII', SXT (+) BLSE 0M, TM, SXT, NA, CI? 

Ec15 CASE 0M, TM,SXT  

Ec 17 BLSE 0M, TM, NA, CIP, SXT  

Ec 18 BLSE+ CASE 0M, TM, NA, CI?, SXT (+) BLSE+ CASE 0M, TM, SXT, NA, CI? 

Ec 19 BLSE+ CASE 0M, TM, NA, CI?, SXT (+) BLSE+ CASE 0M, TM, SXT, NA, CI? 

Ec 20 BLSE 0M, TM, NA, CI?, SXT (+) BLSE 0M, TM, SXT, NA, C!? 

Ec 21 BLSE 0M, TM, NA, CI?, SXT (+) BLSE 0M, TM, SXT, NA, CIP 

Ec 26 CASE aucune (-) f I 

Ec27 CASE RIEN  

Ec28 CASE RIEN  

CK 1 BLSE AN, 0M, TM, SXT (+) BLSE AN, 0M4 TM, SXT 

CK 2 BLSE 0M, TM (+) BLSE 0M, TM 

C4 BLSE AN, 0M, TM, SXT (+) BLSE AN, 0M, TM, SXT 

Tc: Transconjugant; E: Escizerichia ccli; kp: Klebsiella pneumoniae; Ec: Enterobacier cloacae; Ck: 

Citrobacler koseri ; C: Cilrobacterfreundii. 
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Figure 29. Antibiogramme de la souche réceptrice K12 Rif R (A), la souche donatrice 

E61 (C) et son transconjugant (B) 

Parmi les souches qui présentent le phénotype BLSE + CASE, la nature plasmidique de 

céphalosporinases n'est détectée que pour trois souches: kp 80, Ec 18, et Ec 19 (figure 30). 

Ce phénotype résulte de l'acquisition d'un gène AmpC plasmidique. Mobilisé par 

transposition, ce gène migre du chromosome des espèces naturellement productrices de 

céphalosporinases vers des plasmides souvent conjugatifs qui peuvent ensuite diffuser au sein 

des entérobactéries (Nadjar et al., 2000). 

L'absence de transfert de phénotype céphalosporinase chez les souches E61, E83, E99, 

E 104, E 105, Ec 15, Ec 26, Ec 27 et Ec 28 est probablement en rapport avec la nature 

chromosomique du gène AmpC chez ces espèces (Bonnet, 2006). 
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2. Discussion 

Les bacilles à Gram négatif occupent une place importante parmi les germes 

responsables d'infections nosocomiales (Paterson, 2006). La fréquence de leur résistance 

acquise aux antibiotiques, notamment aux 13-lactamines, justifie la nécessité des études sur la 

distribution des différentes espèces et leur sensibilité aux antibiotiques. Ainsi, entre octobre 

2008 et juin 2009, 234 bacilles à Gram négatif ont été isolés à partir de divers services du 

CI-LU de Tlemcen. La fréquence d'isolement obtenue pour les entérobactéries était de 43.6%, 

alors que celle observée pour les BGN non fermentants étudiés parallèlement (Mesli, 2010) 

était de 47.5%. Comparativement, les résultats rapportés par une étude française révèlent 

plutôt un isolement plus fréquent des entérobactéries avec un taux de 81% (Trystram et al., 

2002). De plus, il est important de noter que 68% des entérobactéries et 74.6% de BGN non 

fermentants étudiés ont été isolés seulement à partir du service de réanimation. Ces taux sont 

largement supérieurs à ceux obtenus par Trystram et al. (2002) (14% des entérobactéries et 

35.9% de BGN non fermentants). Ces fréquences importantes d'isolement de BGN en 

réanimation, suggèrent une transmission manuportée et un problème de maîtrise de 

l'environnement hospitalier. En outre, ces espèces sont des bactéries nosocomiales par 

excellence dans les unités de soins intensifs. Leur capacité d'acquérir et de cumuler 

facilement plusieurs mécanismes de résistance, la multiplication des manoeuvres invasives sur 

des terrains fragilisés (ventilation assistée, sondage urinaire) et la pression de sélection des 

antibiotiques sont ainsi des éléments favorisants (Elouennass et al., 2008). 

Pour les entérobactéries étudiées, les résultats révèlent qu'Escherichia coli et Kiebsiella 

pneumoniae étaient les espèces les plus isolées, ce qui concorde bien avec ceux obtenus en 

Tunisie (Messai et al., 2007), au Maroc (Sekhsokh et al., 2008) et en France (Gardien et al., 

1997). Il est nécessaire de préciser que les taux d'isolement observés pour ces deux espèces 

sont pratiquement identiques avec 40.2% et 39.3% respectivement, contrairement aux études 

citées si dessus où on note une dominance d'Escherichia coli suivie de Klebsiellapneumoniae 

en deuxième place. Ces différences sont apparemment liées aux types de prélèvements 

pratiqués et à l'écologie bactérienne des centres hospitaliers (Scheftel et al., 1994). Ainsi, la 

répartition des espèces isolées était différente selon les sites de prélèvement. L'isolement 

fréquent d'Escherichia coli à partir des prélèvements rectaux peut être expliqué par le 

caractère commensal de cette bactérie au niveau du tube digestif (Ahoyo et al., 2007). Cette 

espèce est fréquemment impliquée dans des bactériémies à point de départ digestif (Van der 

Waaij, 1992; Hughes et al., 1997). Elle est également l'agent principal des infections 
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Conclusion 

Cette étude, effectuée sur une collection de 112 souches d'entérobactéries isolées au CHU de 

Tlemcen entre octobre 2008 et juin 2009, souligne la place importante occupée par certaines 

espèces comme Escherichia coli et Kiebsiella pneumoniae et montre que la résistance des 

entérobactéries aux antibiotiques est devenue inquiétante à l'hôpital de Tlemcen. En effet, 

pour les différentes espèces d'entérobactéries étudiées, les f3-laetamines perdent leur place 

essentielle dans l'arsenal thérapeutique, en particulier les aminopénicillines, les 

carboxypénicillines, les uréïdopénicillines, les céphalosporines et les associations f3-

lactamines-inhibiteurs de j3-lactamases, à l'exception du tazobactam qui permet de récupérer 

l'activité de pipéracilline dans 71.4 % des cas. Cette résistance aux f3-lactamines est associée à 

plusieurs mécanismes, dont la production de pénicillinases (10.7%), la production de 

céphalosporinases AmpC (16.1%), mais le plus important étant la production de f3-lactamases 

à spectre étendu (BLSE) (67%). Ainsi, la présence des gènes codant les BLSE sur des 

plasmides conjugatifs favorise leur mobilité et leur dissémination chez les différentes espèces 

isolées. En plus, leur association à d'autres déterminants de résistance, essentiellement aux 

aminosides et aux quinolones, concourt à une co-sélection de la résistance aux f3-lactamines 

par ces derniers antibiotiques largement utilisés en thérapeutique humaine. Par ailleurs, ces 

souches productrices de BLSE ont présenté une sensibilité totale à l'imipénème et des faibles 

taux de résistance vis-à-vis de l'amikacine et de la colistine. Cela augmente le choix des 

associations d'antibiotiques, associations indispensables pour le traitement des infections 

nosocomiales sévères (David et al., 2008). 

Enfin, la prise en charge du problème des entérobactéries productrices de BLSE est un 

véritable défi, du fait de la diversité et de l'ubiquité des gènes codant ces enzymes et de 

l'endémicité progressive de ces souches parmi les patients admis en soins intensifs, hôpitaux 

et la population générale (Rodriguez-Villalobos et Struelens, 2006). Les microbiologistes 

sont confrontés à l'émergence continuelle de nouvelles enzymes et à l'association de 

différentes enzymes et mécanismes de résistance dans le même organisme. Ainsi, des 

analyses moléculaires sont nécessaires et paraissent indispensables pour une compréhension 

et une réaction plus adaptées à l'émergence de ces bactéries multirésistantes, d'autant plus 

qu'elles permettent de rattacher les évènements locaux à ceux observés à l'échelle mondiale. 

La constitution d'un comité au sein de l'hôpital chargé d'un programme pour le contrôle de la 

circulation des bactéries multirésistantes, s'avère ainsi une priorité pour nos hôpitaux. En 

effet, il semble pertinent de mettre en place des équipes de gestion des antibiotiques et des 

spécialistes en maladies infectieuses qui travailleraient conjointement avec le laboratoire et 

l'hygiène hospitalière afin d'aborder le problème dans une optique pluridisciplinaire. 




































