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La résistance croissante des entérobactéries aux antibiotiques devient une préoccupation de 

plus en plus grande dans le monde médical. Ces bactéries sont fréquemment impliquées 

dans les infections tant communautaires, qu’acquises dans les milieux de soins. 

L’identification d'un nombre croissant d’entérobactéries résistantes aux céphalosporines de 

troisième génération et l’émergence d’entérobactéries également productrices de 

carbapénèmases représentent une menace importante puisque l’arsenal thérapeutique pour 

traiter les infections liées à ces agents pathogènes devient très restreint, pouvant se limiter à 

la tigecycline ou à la colistine (C.I.N.Q., 2010). 

Si les résistances bactériennes font aujourd’hui l’objet d’une prise de conscience générale, 

elles sont décrites depuis le début de « l’ère des antibiotiques », et le corollaire de 

l’introduction d’une nouvelle molécule a été l’émergence dans un délai généralement très 

court de mécanismes de résistance à cette molécule. La prescription souvent non régulée 

d’antibiotiques a rapidement entraîné l’accroissement des résistances et, si la découverte de 

nouveaux antibiotiques au cours des dernières décennies a pu laisser croire qu’il persisterait 

toujours des molécules efficaces, l’heure est à la désillusion, et le spectre de l’impasse 

thérapeutique menace dans certaines situations de multirésistance (Schoindre et Bernard, 

2005). 

Enterobacter cloacae est une espèce qui appartient à la famille des entérobactéries. Il a pris 

ces dernières années une importance croissante du fait de son implication dans les infections 

nosocomiales et de sa capacité à acquérir des mécanismes de résistance (Lakhal et al., 

2010). C’est une bactérie pathogène opportuniste responsable en milieu hospitalier 

d’infections urinaires, de bactériémies, de méningites ou de suppurations diverses. Sa 

pathogénicité est exacerbée par sa résistance aux antibiotiques, notamment acquise, par les 

β-lactamases à spectre élargi (BLSE) et les céphalosporinases plasmidiques (pAmpC), 

souvent associées à la résistance aux aminosides et fluoroquinolones (Iabadene et al., 

2010). 

Le fait le plus inquiétant de ces dernières années est le signalement de plus en plus fréquent 

de souches d’E.cloacae résistantes à un nombre croissant d’antibiotiques et même dans 

certains cas de souches totalement résistantes à l’ensemble des molécules disponibles, mis à 

part les carbapénèmes et la colistine. Ces bactéries constituent, ainsi, un problème majeur de 
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santé publique, d’autant plus que très peu de nouvelles molécules sont mises sur le marché 

par l’industrie pharmaceutique. Ainsi, plusieurs auteurs ont tiré la sonnette d’alarme face à 

l’imminence de l’ère « post-antibiotique» (Lakhal et al., 2010). 

Le problème des résistances aux antibiotiques est et sera encore d'actualité ces prochaines 

années. Face  à  cette  préoccupation  mondiale  qui  est  l’émergence  des BMR  pathogènes  

résultant  d’une  part  de  l’utilisation  abusive  des antibiotiques et de la mobilisation des 

gènes de résistance et  d’autre  part  de  la  capacité  des  bactéries  à échanger  du  matériel  

génétique  dans  des  conditions  de  pressions antibiotiques, une étude multicentrique a été 

menée. Dans ce cadre, nous proposons d’étudier la résistance aux antibiotiques des souches 

d’E.cloacae, isolées à partir de trois hôpitaux de l’ouest algérien : Tlemcen, Sidi Bel Abbes 

et Oran, sur une période de 3 ans (2009 -2012). Ainsi, nos principaux objectifs sont : 

 Evaluation de la fréquence d'isolement des souches d’E.cloacae isolées des trois 

hôpitaux ; 

 Etude des niveaux de résistance aux antibiotiques ; 

 Détection des phénotypes de résistances associées ; 

 Etude du support génétique et du transfert de l’antibiorésistance ; 

 Vérification de la clonalité des souches par electrophorèse en champ pulsé.  
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1. Résistance aux β-lactamines  

1.1. Définition  des -lactamines 

Les β-lactamines sont les antibiotiques les plus utilisés dans la pratique clinique courante 

(Rodriguez-Villalobos et Struelens, 2006) surtout  dans le traitement des infections dues 

aux entérobactéries (Zogheib et Dupont, 2005). La famille des -lactamines comprend un 

grand nombre de molécules, toutes caractérisées par la présence d’un cycle -lactame 

indispensable à l’activité antibiotique (figure 1), une faible toxicité, associées à un mode 

d’action fort complexe sur des protéines de la membrane cytoplasmique, dénommées 

protéines liant la pénicilline (PLP) ou penicillin binding proteins (Cavallo et al., 2004). 

 

 

 

 

Figure 1. Structure générale des β-lactamines (Ruppé, 2010) 

1.2. Mécanisme d’action 

Les -lactamines sont des antibiotiques bactéricides principalement temps-dépendant 

(Aubert et Carricajo, 2004) qui inhibent la synthèse de la paroi bactérienne. Les 

transpeptidases et carboxypepytidases, enzymes associées à la membrane cytoplasmique, 

fixent de façon covalente ces antibiotiques. Cette liaison est due à une analogie 

structurale entre le substrat naturel de ces enzymes, l’acyl-D - alanyl- D- alanine (acyl-

D-ala-D-ala) et le cycle -lactame. Ces enzymes qui lient les pénicillines et les 

céphalosporines, sont également dénommées PLP. La nature de ces PLP est relativement 

spécifique d’espèce et leur nombre varie d’une espèce bactérienne à une autre. Chacune 

a une fonction bien définie, mais certaines jouent un rôle prépondérant dans la synthèse 

du peptidoglycane, c’est-à-dire l’étape de polymérisation à partir de sous unités faites 

d’un disaccharide peptide. L’activité enzymatique des PLP est inhibée par leur liaison 

avec les -lactamines (Nauciel, 2000) (figure 2). 



                                                                               
 
 

 

Figure 2. Mode d’action des β

1.3. Différents mécanismes d

Les β-lactamines peuvent perdre leur efficacité du fait de l’apparition d’une résistance des 

bactéries. Celle-ci est en constante augmentation et la situation devient préoccupante. La 

relation entre la sur-prescription et la progression des résistances est

Il y a trois mécanismes principaux

Figure 3. Principaux mécanismes de résistance aux 
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Mode d’action des β-lactamines (Verdet, 2011)

Différents mécanismes de résistances aux β-lactamines  

lactamines peuvent perdre leur efficacité du fait de l’apparition d’une résistance des 

ci est en constante augmentation et la situation devient préoccupante. La 

prescription et la progression des résistances est établie 

Il y a trois mécanismes principaux (figure 3): 

rincipaux mécanismes de résistance aux β-lactamines (Cavallo 

Synthèse bibliographique 

 

(Verdet, 2011) 

lactamines peuvent perdre leur efficacité du fait de l’apparition d’une résistance des 

ci est en constante augmentation et la situation devient préoccupante. La 

établie (Gould, 1999). 

 

Cavallo et al., 2004) 
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1.3.1. Imperméabilité  

Pour atteindre leurs cibles situées à la surface de la membrane cytoplasmique, les β-

lactamines doivent diffuser aux travers de canaux spécialisés appelés porines. La diffusion 

est en fonction de la charge, de la masse moléculaire et de la polarité des molécules. Les β-

lactamines touchées diffèrent selon la porine absente. La disparition de porine provoque 

l’augmentation des concentrations minimales inhibitrices de certaines β-lactamines comme 

cela a été mis en évidence chez Pseudomonas aeruginosa et chez certaines entérobactéries 

(Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, Enterobacter 

cloacae, Salmonella typhimurium et Escherichia coli) (Nikaido, 2000).  

1.3.2. Systèmes d’efflux  

L’hyper-expression des systèmes d’efflux représente un mécanisme de résistance aux 

antibiotiques très répandu et a été décrite chez de nombreuses espèces bactériennes à Gram 

positif ou à Gram négatif d’intérêt médical comme les staphylocoques, les streptocoques, les 

entérobactéries ou P. aeruginosa. Cependant, les résistances acquises aux β-lactamines liées 

à l’hyper-expression de ces systèmes d’efflux n’ont été décrites que chez des bactéries à 

Gram négatif. Cette hyper-expression fait souvent suite à des mutations survenant dans les 

gènes répresseurs qui régulent la transcription de tous ces systèmes transporteurs (Veal et 

al., 2002; Masuda et al., 2000). 

1.3.3. Modification de PLP  

L'efficacité des β-lactamines est liée à leur capacité de se fixer aux PLP. La liaison 

(antibiotique/ cible) est liée à la structure de cible. Diverses mutations peuvent entraîner des 

modifications diminuant l'efficacité de l'antibiotique. Le peptidoglycane est formé de 

longues molécules de polysaccharides (glycanes) qui sont réticulées par de courtes chaînes 

peptidiques. Lorsque le peptidoglycane n’est pas réticulé, les PLP ne sont pas affectées par 

les antibiotiques β-lactames (De Wals, 2007). C’est le principal mécanisme pour les 

staphylocoques résistants à la méthicilline et pour les pneumocoques résistants à la 

pénicilline (Neftel et al., 2000). Cependant, ce type de mécanisme de résistance reste très 

rare chez les entérobactéries (Belmeddah et Bentassa, 2012). 
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fonctionnelles des enzymes (Nordmann et Poirel, 2002)
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lactamases  

La résistance bactérienne aux β-lactamines est due principalement à la production 

amases) capables d’hydrolyser l’anneau β-lactame commun à cette classe 

Villalobos et Struelens, 2006) (figure 4)

enzymes d'inactivation, appartenant à la grande famille des hydrolases d'amides 

De Wals, 2007).  

Mécanisme d’hydrolyse d’une -lactamine par une -lactamase

Sur la base du mécanisme catalytique, on distingue: 

les enzymes à sérine active réparties en classes A, C et D ont en commun un 
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les enzymes de classes B ont besoin d'un ion métallique 

catalysant leurs activités (Materon et al., 2004). 

lactamases sont des enzymes  d’une extrême diversité. De nombreuses 

existent, qui prennent comme critères: le phénotype, la nature du site actif, la séquence 

, les caractéristiques physiques et l’origine (Vidon et Bourdin, 2005)
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(Nordmann et Poirel, 2002). 
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A ce jour, les β-lactamases sont réparties en 4 classes (A-D) selon la classification 

d’Ambler. Cette classification est la plus utilisée en pratique médicale. Elle tient compte des 

analogies de séquence peptidique, en particulier celle du site enzymatique, ainsi que du 

profil d’inhibition (tableau 1).  

 Classe A : Les enzymes de classe A sont dérivés de β-lactamases de large spectre les  

plus anciens (par exemple, TEM-1, TEM-2, SHV-1) et elles ont un profil de substrat 

étendu qui permet l’hydrolyse de toutes les céphalosporines, les pénicillines et 

l'aztréonam (Rayamajhi et al., 2008). Elles sont caractérisées par une sérine dans le 

site actif, une masse moléculaire d'environ 29 000Da (Shah et al., 2004) et une 

sensibilité à l’action de l’acide clavulanique, du sulbactam et du tazobactam (Ruppé, 

2010).  

 Classe B : Elle est composée par des metallo-enzymes qui contiennent du zinc 

(Samaha-Kfoury et Araj, 2003) et qui sont divisées en trois sous-classes: Bl, B2 et B3  

(Hall, 2004). Ces métallo-β-lactamases sont généralement actives contre les 

carbapénèmes et contre d’autres β-lactamines. Elles ne sont pas inhibées par les 

inhibiteurs des β-lactamases commercialisés (Matthew, 2004). 

 Classe C : Elle est constituée de céphalosporinases (AmpC) chromosomiques ou 

plasmidiques, résistantes à l’acide clavulanique. Ces enzymes confèrent aux bactéries 

productrices une forte résistance aux céphalosporines de première génération et à un 

degré variable aux céphalosporines de deuxième génération. La biosynthèse de 

céphalosporinase est habituellement inductible. Néanmoins le phénomène de 

dérépression de leur biosynthèse conduit à une production constitutive, qui confère une 

résistance à la grande majorité des β-lactamines (Bryskier, 1999).     

 Classe D : Les enzymes de classe D sont les pénicillinases de type oxacillinases 

(OXA) peu sensibles aux inhibiteurs et pouvant être inhibées par le NaCl. Ces enzymes 

confèrent la résistance à l'ampicilline et la céfalotine et sont caractérisés par leur forte 

activité hydrolytique contre l'oxacilline et la cloxacilline. Beaucoup des nouveaux 

membres de la famille OXA ont été retrouvés dans des isolats originaires de bactérie en 

Turquie et en France (Varsha, 2007).  
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Tableau 1. Classification des β-lactamases des bacilles à Gram négatif, selon 

Ambler (Paterson, 2006) 

β-lactamases Exemple Substrat 
Inhibition par 

l’acide 
clavulanique 

Classe 
moléculaire 

Large spectre TEM-1, TEM-2, SHV-1 

 

Penicilline G, 
aminopenicillines, 

carboxypenicillines, 
piperacilline, cephalosporines à 

spectre étroit 

+++ A 

Famille des OXA Substrats de groupe à large 
spectre, cloxacilline, la 

méthicilline, et oxacilline 

+ D 

Spectre étendu Famille des TEM, SHV 

 

Substrats de groupe à large 
spectre, oximino-

cephalosporines, aztréonam 

++++ A 

Famille des CTX-M 

 

Substrats du groupe à spectre 
élargi ainsi que pour certaines 

enzymes, céfépime 

++++ A 

Famille des OXA 

 

Même chose que pour la famille 
des CTX-M 

+ D 

Autres (PER-1, PER-2, 
BES-1, BES-1, famille 
de GES/IBC, SFO-1, 

TLA-1, VEB-1, VEB-2) 

Même chose que pour la famille 
des TEM et SHV 

++++ A 

AmpC ACC-1, ACT-1, CFE-1, 
famille de CMY, DHA-

2, famille de FOX, 
famille de LAT, MIR-1, 

MOX-1, MOX-2 

Substrats du groupe à spectre 
élargi ainsi  cephamycines 

0 C 

Carbapénémase Famille d’IMP, famille 
de VIM, GIM-1, SPM-1 

(metallo-β-enzymes) 

Substrats du groupe à spectre 
élargi ainsi cephamycines et 

carbapénèmes 

0 B 

KPC-1, KPC-2, KPC-3 Même chose que la famille 
d’IMP, famille de VIM, GIM-1, 

SPM-1 

+++ A 

OXA-23, OXA-24, 
OXA-25, OXA-26, 
OXA-27, OXA-40, 

OXA-48 

Même chose que la famille 
d’IMP, famille de VIM, GIM-1, 

SPM-1 

+ D 

 

 

 

 



                                                                                     Synthèse bibliographique 
 
 

11 
 

En 1995, Bush-Jacoby-Medeiros a présenté un système de classification qui repose sur 

quatre groupes (1-4) et sous-groupes (A à F) (Shah et al., 2004). Elle est fondée sur les 

caractéristiques physicochimiques des enzymes comme leur point isoélectrique, poids 

moléculaire, substrat et profil d’inhibition (Nordmann et Poirel, 2002). En 2009, Bush a 

publié la dernière mise à jour de cette classification qui rapporte toutes les β-lactamases 

connues selon leurs structures et leurs fonctions  (tableau 2) (Bush et Jacoby, 2010). 

 

Tableau 2. Classification fonctionnelle de β-lactamases (Bush et Jacoby, 2010) 
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2. Résistance aux aminosides  

2.1. Définition et modes d’action  des aminosides 

Les aminosides, également appelés aminoglycosides, oligosaccharides ou amino-cyclitols 

sont constitués de sucres aminés dérivés du noyau 2 désoxystreptamine et élaborés par des 

Actinomycètes (Amikacine, Tobramycine) ou des Micromonospora (Gentamicine) 

(Ezaitouni et al., 1999). Après fixation à des sites chargés négativement sur la paroi 

bactérienne, en raison de leur caractère polycationique, ils diffusent dans les bactéries à 

travers les porines jusqu'à l'espace périplasmique (Faure, 2009). Leur pénétration à travers 

la membrane cytoplasmique est active et nécessite un apport d'énergie et la présence 

d'oxygène. Les aminosides perturbent la synthèse protéique bactérienne en se liant au site 

aminoacyl de l'ARN ribosomal 16S (ARNr), dans la sous-unité 30S du ribosome  (Durante-

Mangoni  et al., 2009). Cette liaison de l’antibiotique permet : 

 l’inhibition de l’étape d’élongation (en empêchant le transfert du peptidyl-ARNt 

depuis le site A vers le site P) conduisant à un arrêt de la synthèse protéique ; 

 l’introduction d’erreurs dans la lecture des codons de l’ARNm, engendrant la 

production de protéines aberrantes. 

C’est l’accumulation des protéines erronées synthétisées qui est responsable de la létalité 

induite par les aminosides (Faure, 2009). 

Ce sont des antibiotiques bactéricides concentration-dépendante (Aubert et  Carricajo, 

2004). Ils sont réservés au traitement des infections sévères à bactéries à Gram négatif et à 

staphylocoques notamment dans leurs manifestations pulmonaires, endocardites, rénales et 

bactériémiques. Ils sont souvent employés dans le traitement probabiliste de ces infections 

en association avec une -lactamine ou une fluoroquinolone (Martin, 2008). 
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2.2. Mécanismes de résistance  

Ces dernières années, l’utilisation des aminosides comme des antibiotiques à large spectre 

importante en clinique a diminué considérablement en raison de l’émergence des souches 

bactériennes résistantes (Thuresson et al., 2007). La résistance à ces médicaments est 

devenue un grave problème de santé publique. Le mécanisme de résistance principal aux 

aminoglycosides est l’acquisition d’enzymes bactériennes qui modifient les antibiotiques 

par acétyltransférase (AAC), adényltransférase (ANT) ou phosphotransférase (APH). 

Chaque classe de ces enzymes effectue une réaction régio-spécifique soit sur le groupe 

amine (AAC) ou un groupe hydroxyle (ANT et APH) et les produits de ces réactions sont 

dépourvus d'activité antibactérienne (Chen et al., 2008). 

La diminution de l'accumulation de l’antibiotique est un autre mécanisme majeur de 

résistance. Les bactéries peuvent exprimer des systèmes d’efflux qui résultent d’une 

accumulation réduite des aminosides à l’intérieur de la cellule (Durante-Mangoni et al., 

2009). 

La méthylation de l'ARNr 16S au sein de la sous-unité 30S des espèces comme E. coli et 

Klebsiella altère la fixation des aminosides, ce qui bloque leurs activités antimicrobiennes 

(Doi et Arakawa, 2007).  

3. Résistance aux quinolones  

3.1. Définition et modes d’action  des quinolones  

Les quinolones, découvertes en 1962 par Lesher, sont des antibiotiques synthétiques. Du fait 

de leur bonne diffusion tissulaire, ces antibiotiques sont largement utilisés en médecine 

humaine et vétérinaire, notamment dans le cas d’infections urinaires et respiratoires 

(Meradi et al., 2009). 

Les quinolones agissent en se fixant au niveau de l’hélice  4 topoisomérase II, la 

topoisomérase IV et de l’ADN gyrase. Le complexe ternaire ainsi formé (molécule 

d’antibiotique, enzyme et ADN), empêche la progression  de la fourche de réplication 

(Guillard et al., 2008).   
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Les quinolones de 1ere génération, dont le chef de file est l’acide nalidixique, n’agissent que 

sur les bacilles à Gram négatif et ne sont utilisées que dans le traitement des infections 

urinaires. Les quinolones de 2eme génération ou fluoroquinolones, utilisées depuis les années 

80, comprennent principalement la pefloxacilline, l’ofloxacine, la ciprofloxacilline. Elles 

sont beaucoup plus actives que les quinolones de 1ere génération (Nseir et al., 2005; 

Nauciel, 2000). 

3.2. Mécanisme de résistance  

La résistance acquise à ces antibiotiques est le résultat de la combinaison de plusieurs 

mécanismes (figure 5). Pendant plus de 30 ans, les seuls mécanismes de résistance aux 

quinolones connus avaient un support chromosomique (Skurnik  et Andremont, 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5. Description des mécanismes de résistance aux fluoroquinolones (cibles, pompes à 

efflux, porines) d’une bactérie à Gram négatif (Ferran, 2009) 

Les mutations responsables sont localisées dans des gènes qui conduisent soit à: 

 La perte d’affinité de l’antibiotique pour sa cible (mutation de la topoisomérase dans 

la région quinoloneresistance determining region [QRDR] ; 

 Une augmentation de son excrétion hors du cytoplasme (par surexpression des 

systèmes d’efflux) ; 

 Une diminution de sa pénétration transmembranaire (par déficit quantitatif ou 

qualitatif de la synthèse des porines) (Nordmann et Mammeri, 2007). 
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Le support de la résistance aux quinolones était supposé être uniquement chromosomique 

jusqu’en 1998 où, Martinez- Martinez et al. ont décrit la première souche (K. pneumoniae 

UAB1) dont le support de la résistance est un plasmide transférable (pMG252). Trois types 

de déterminants  de la résistance aux quinolones à médiation plasmidique (plasmid-

mediated quinolones resistance : PMQR), qnr, AAC (6')-Ib-cr, et qepA, ont été identifiés à 

travers le monde dans des isolats cliniques d'entérobactéries (Liu et al., 2008; Périchon et 

al., 2007; Yamane et al., 2007; Robicsek et al., 2006a; Robicsek et al., 2006b). 

Le déterminant génétique de la résistance par le gène qnr est 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. Trois types de gènes qnr sont connus : les gènes 

qnr A, B et S (Guessennd et al., 2008). Toutes les protéines associées (qnrA, qnrB et qnrS) 

sont capables de se fixer sur les topoisomérases II et IV en compétition avec l’ADN. La 

réduction du nombre de complexes binaires topoisomérases-ADN diminue la fixation 

ultérieure des quinolones sur les topoisomérases (Guillard et al., 2010;Tran et al., 2005). 

Les souches porteuses du gène qnr appartenaient le plus souvent aux espèces E. coli, 

K.pneumoniae et récemment E.cloacae, et sont toutes multirésistantes, en particulier 

résistantes aux céphalosporines de 3eme génération par production de BLSE ou de 

céphalosporinase plasmidique (Honoré et al., 2006). 

En 2005, un second mécanisme de résistance plasmidique a été identifié. Il s’agit d’un 

variant de l’acétylase en 6-isoforme Ib dénommé AAC (6')-Ib-cr  (pour ciprofloxacine 

resistance) et qui confère une résistance de bas niveau à la ciprofloxacine et à la 

norfloxacine par acétylation enzymatique (Robicsek et al., 2006b). 

Parmi ces mécanismes de résistance, le nouveau gène à médiation plasmidique de pompe à 

efflux qepA, a été récemment détecté dans les isolats cliniques d'E.coli provenant de la 

Belgique (Périchon et al., 2007), du Japon (Yamane et al., 2008; Yamane et al., 2007) et 

de la Chine (Liu et al., 2008). La protéine excrète majoritairement les quinolones par un 

système d’efflux proton-dépendant (Ma et al., 2009). Le progéniteur de ce gène semblerait 

appartenir à la famille des actinomycètes (Guillard et Cambau, 2012). Il reste associé à de 

faibles niveaux de résistance mais peut cependant être combiné à d’autres mécanismes de 
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résistance. Il a été montré une co-existence entre qepA, qnr, aac(6’)-Ib-cr et même rmtB 

(responsable de hauts niveaux de résistance aux aminoglycosides) chez des isolats d’E.coli 

(Liu et al., 2008). 

4. Support génétique de la résistance aux antibiotiques  

Il existe deux grands types de résistance aux antibiotiques :  

 La résistance intrinsèque (ou naturelle): est  un  caractère présent  chez  toutes  les  

souches  appartenant  à  la  même espèce, dont les  gènes  de  résistances  font  partie  du  

patrimoine  génétique  de  la  bactérie (Carle, 2009) ;   

 La résistance acquise : les bactéries peuvent développer de la résistance à un antibiotique 

préalablement  sensible, ce qui  implique  des  changements  génétiques.  Cette  

résistance  est  souvent  instable (Yamashita et al., 2000) et n’est présente que chez 

certaines souches de la même espèce ou du même genre (Courvalin, 2008). 

Sur le plan génétique, la résistance peut être acquise par deux voies totalement distinctes, 

soit des mutations affectant des gènes présents sur le chromosome, soit l’acquisition de 

gènes étrangers.  

4.1. Résistance par mutation chromosomique  

Dans ce cas, la résistance dépend d’une mutation au niveau du chromosome bactérien, 

responsable de la modification ou de la perte d’un gène. Elle présente les caractères 

spécifiques de toute mutation chromosomique : 

 C’est une variation génétique, héréditaire (transmissible à la descendance) et stable ; 

 C’est un phénomène rare: dans toute population bactérienne sensible, il existe un 

mutant résistant pour 106 à 109 bactéries ; 

 C’est un phénomène spontané: indépendant de l’antibiotique administré ; 

 C’est un phénomène spécifique ne touchant qu’une seule famille d’antibiotiques à 

l’intérieur de laquelle il va exister une résistance croisée pour tous les produits 

(Vaubourdolle, 2007). 
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4.2. Résistance par acquisition de matériel génétique exogène  

Ces gènes peuvent provenir du chromosome d’espèces différentes ou être véhiculés par des 

éléments génétiques mobiles pouvant être transférés d’une bactérie à l’autre, on parle alors 

de transmission horizontale (Galimand et al., 2005). L’ADN exogène peut provenir de 

cellules bactériennes appartenant à une autre souche de la même espèce ou même d’une 

espèce, voire d’un genre différent (Fauchère et Avril, 2002). Le transfert horizontal est le 

principal mécanisme responsable de la dissémination des gènes de résistance au sein du 

monde bactérien et concerne 80 % des cas de résistances aux antibiotiques rencontrés en 

médecine humaine. Le plus souvent, lors de ce transfert, les gènes sont véhiculés par des 

éléments génétiques mobiles, plasmides ou transposons (Ploy et al., 2005).  

4.2.1. Plasmides  

Un plasmide est une petite molécule d’ADN bicaténaire ( de 3 à 10 kb) circulaire extra-

chromosomique capable de se répliquer (indépendamment du chromosome bactérien) dans 

une cellule bactérienne et d’être transférée dans une autre (Tagu et Moussard, 2003). Les 

plasmides peuvent porter des gènes codant pour des toxines, rendre la bactérie plus apte à 

s’établir dans l’organisme ou contribuer à sa résistance aux défenses de l’hôte. Ils confèrent 

souvent la résistance aux antibiotiques chez les bactéries qui les contiennent. Les facteurs ou 

plasmides R ont des gènes codant pour des enzymes capables d’inactiver ou modifier les 

antibiotiques (Prescott et al., 2003). 

4.2.2. Transposons  

Séquence désoxyribonucléique ayant la propriété de se déplacer sur l’ADN, soit en bloc 

(excision puis insertion ailleurs), soit après avoir subi une réplication (une copie reste en 

place, l’autre s’installe ailleurs). Les séquences mobiles sont appelées IS, renferment les 

gènes d’une ou plusieurs enzymes nécessaires à la transposition, ou transposases, et sont 

bordées aux extrémités par 2 courtes séquences répétées et inversées (15 à 25 pb). Un 

transposon peut loger des gènes étrangers dans un élément IS (transposon simple) ou avec 

deux IS de même orientation ou orientés en sens opposés (Pelmont, 2005).  

http://www.google.fr/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Denis+Tagu%22&source=gbs_metadata_r&cad=11
http://www.google.fr/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Christian+Moussard%22&source=gbs_metadata_r&cad=11
http://www.google.dz/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Jean+Pelmont%22&source=gbs_metadata_r&cad=6


                                                                               
 
 

 

3 types de transposons les plus fréq

 Les éléments IS : les transposons les plus simples et les premiers à avoir été 

caractérisés, ont été appelés séqu

chromosomes bactériens et des plasmides. Les éléments IS ont moins de 2000 pb.

contiennent un gène pour une tranposase et dans certains cas, un gène régulateur, bordé 

par deux courtes répétitions inversées 

Figure 6. Structure générale des éléments bactériens IS 

 Les transposons composés

encadrée par deux modules de type IS identiques ou presque, qui sont dans la même 

orientation, soit dans une orientation inverse 

 

Figure 7. Un transposon composite. Les modules IS peuvent être disposés selon une 

orientation relative directe (a) ou inversée (b)
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http://www.google.dz/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Donald+Voet%22&source=gbs_metadata_r&cad=10
http://www.google.dz/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Judith+G.+Voet%22&source=gbs_metadata_r&cad=10
http://www.google.dz/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Donald+Voet%22&source=gbs_metadata_r&cad=10
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 Les transposons non composés

composés de modules plus 

pas les éléments IS à leurs extrémités.

portent des gènes de résistance aux antibiotiques

enzymes cataboliques. Ces é

l'ADN de rupture et de rejoindre

étudiés de non-composites 

(figure 8). 

Figure 8. Structure de quelques transposons non composites 

bla : β-lactamase (résistance à l’ampicilline),  

trimithoprime), str (résistance à la streptomycine), 

La transposition nécessite la présence d’enzy

 La transposase : enzyme permettant le transport d’un transposon. Au niveau de l’ADN 

donneur, la transposase effectue la coupure de l’ADN aux extrémités du transposon et au 

niveau de l’ADN receveur, et relie le transposon à l’ADN receveur 

2009). 

 L’intégrase : est une enzyme nécessaire à la catalyse de l’étape d’insertion et de 

transfert de transposon dans le génome
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Les transposons non composés : sont des transposons complexes qui

de modules plus petits. Ils codent des protéines de transposition, mais

à leurs extrémités. Les transposons non composites en général

résistance aux antibiotiques, des facteurs de 

Ces éléments aussi utilisent un ensemble plus complexe

de rejoindre pour assurer les mouvements. 

composites transposons sont les Tn3 et Tn7 (Trun

Structure de quelques transposons non composites (Dale

lactamase (résistance à l’ampicilline),  dhfr : dihydrofolate reductase (résistance au 

(résistance à la streptomycine), mer (résistance au ion mercurique), 

(résistance au sulfonamide). 

La transposition nécessite la présence d’enzyme : 

enzyme permettant le transport d’un transposon. Au niveau de l’ADN 

donneur, la transposase effectue la coupure de l’ADN aux extrémités du transposon et au 

niveau de l’ADN receveur, et relie le transposon à l’ADN receveur 

est une enzyme nécessaire à la catalyse de l’étape d’insertion et de 

transfert de transposon dans le génome (Girard et al., 2007).  
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complexes qui ne sont pas 

codent des protéines de transposition, mais n'ont 

non composites en général 

, des facteurs de virulence, et des 

un ensemble plus complexe de 

 Des exemples bien 

Trun et Trempy, 2004) 

Dale et Park, 2004) 

: dihydrofolate reductase (résistance au 

(résistance au ion mercurique), sul 

enzyme permettant le transport d’un transposon. Au niveau de l’ADN 

donneur, la transposase effectue la coupure de l’ADN aux extrémités du transposon et au 

niveau de l’ADN receveur, et relie le transposon à l’ADN receveur (Michel-Briand, 

est une enzyme nécessaire à la catalyse de l’étape d’insertion et de 
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Pour les gènes de résistance, trois catégories de transposons ont été décrites, sur des bases 

structurales et fonctionnelles : 

 Les transposons de la famille Tn3 : (BGN, Staphyloccus aureus, Enterococcus 

faecalis). Il comporte, en dehors des éléments d’insertion et du gène de résistance à 

l’ampicilline (TEM-1), une séquence codant pour une transposase et un gène répresseur 

assurant la régulation du système (Meyer et al., 2004). 

 Les transposons composites : (BGN, Bacillus) (Pourriat et Martin, 2005). 

 Les transposons conjugatifs : sont des éléments génétiques auto-transmissibles, dont la 

taille varie de 18 à 500 kb (Rajeev, 2007). Découverts plus récemment, les transposons 

conjugatifs sont d'importants vecteurs de dissémination de gènes de résistance puisqu'ils 

peuvent, comme leur nom l'indique, se propager par conjugaison (ils doivent passer par 

un intermédiaire circulaire).  

 

4.2.3. Intégron  

Au cours des années 1980, de nouveaux éléments génétiques susceptibles d’acquérir ou de 

perdre des gènes de résistance aux antibiotiques ont été décrits par  Stokes et Hall et 

désignés sous le nom d’intégrons (Miriagou et al., 2006; Ploy et al., 2005). Les intégrons 

constituent un système de capture et d’expression de gènes contenus dans des cassettes. Les 

intégrons ne sont pas mobiles par eux-mêmes; ils sont incapables d’autoréplication et sont 

généralement portés par des plasmides ou des transposons (Fluit et al., 2004). 

4.2.3.1. Structure des intégrons  

De petits fragments d’ADN bicaténaires circulaires qui ne contiennent qu’un gène de 

résistance (et ne peuvent donc répliquer de manière autonome), flottent dans le cytoplasme 

des bactéries. Ils peuvent s’intégrer de façon réversible et spécifique de site, grâce à 

l’activité d’une intégrase (IntI), en aval d’un promoteur fort Pc, par recombinaison entre les 

séquences attC et attI, respectivement les sites d’attachement des cassettes et de l’intégron 

(Courvalin, 2008) (figure 9). 
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Figure 9. Structure des intégrons 

4.2.3.2. Classification des 

On distingue deux grands types d’intégrons:

 Les intégrons de multirésistance (IM) sont portés par des plasmides et/ou des 

transposons ; ils sont connus pour leur rôle majeur dans la dissémination des gènes 

de résistances aux antibiotiques

 Les super-intégrons (SI) sont strictement chromosomiques et jouent un rôle plus 

large en tant que réservoir de gènes à haute valeur adaptative.

Des dizaines de classes d’intégrons ont été définies sur la base de la séquence de leurs 

intégrases IntI (Holmes et 

correspondent à des super-intégrons

Les IM 1 à 3 sont les classes d’intégrons les plus prévalentes en microbiologie clinique et 

les mieux caractérisées (Hansson 

4.2.3.3. Structure des cassettes

Les cassettes forment un groupe varié de petits éléments mobiles non réplicatifs. Ce sont 

des unités fonctionnelles indépendantes qui peuvent être mobilisées de manière individuelle. 

Les cassettes existent sous forme circularisée ou intégrée 
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Structure des intégrons (Frans de Bruijn, 2011)

lassification des intégrons  

On distingue deux grands types d’intégrons: 

Les intégrons de multirésistance (IM) sont portés par des plasmides et/ou des 

transposons ; ils sont connus pour leur rôle majeur dans la dissémination des gènes 

de résistances aux antibiotiques ; 

intégrons (SI) sont strictement chromosomiques et jouent un rôle plus 

large en tant que réservoir de gènes à haute valeur adaptative. 

Des dizaines de classes d’intégrons ont été définies sur la base de la séquence de leurs 

et al., 2003; Collis et al., 2002). La majorité de

intégrons et cinq à des intégrons de multirésistance

Les IM 1 à 3 sont les classes d’intégrons les plus prévalentes en microbiologie clinique et 

(Hansson et al., 2002).  

Structure des cassettes  

Les cassettes forment un groupe varié de petits éléments mobiles non réplicatifs. Ce sont 

des unités fonctionnelles indépendantes qui peuvent être mobilisées de manière individuelle. 

xistent sous forme circularisée ou intégrée (Ploy et al., 2005).
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, 2011) 

Les intégrons de multirésistance (IM) sont portés par des plasmides et/ou des 

transposons ; ils sont connus pour leur rôle majeur dans la dissémination des gènes 

intégrons (SI) sont strictement chromosomiques et jouent un rôle plus 

Des dizaines de classes d’intégrons ont été définies sur la base de la séquence de leurs 

. La majorité des classes 

cinq à des intégrons de multirésistance (IM 1 à 5). 

Les IM 1 à 3 sont les classes d’intégrons les plus prévalentes en microbiologie clinique et 

Les cassettes forment un groupe varié de petits éléments mobiles non réplicatifs. Ce sont 

des unités fonctionnelles indépendantes qui peuvent être mobilisées de manière individuelle. 

2005). 
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Le nombre de cassettes varie de 0 à 8 au sein des IM (Naas et al., 2001) et de 40 à plus de 

200 au sein des SI (Mazel, 2006). De plus, une même cassette peut être présente en deux, 

voire trois copies dans un même réseau de cassettes. D’autre part, les réseaux de cassettes 

peuvent être interrompus par des IS insérées au niveau des sites attC (Post et Hall, 2009). 

Plus de 130 cassettes différentes portant des gènes de résistance aux antibiotiques ont été 

identifiées dans les IM, la quasi-totalité des familles d’antibiotiques étant représentés 

(Partridge et al., 2009). D’autres cassettes sont impliquées dans la résistance à des 

antiseptiques de type ammonium quaternaires ou à des espèces oxygénées réactives (msrA, 

msrB) (Gillings et al., 2009).  

5. Mécanismes de transfert du matériel génétique  

Un transfert génétique se fait d'une bactérie donatrice de matériel génétique (exogénote) à 

une bactérie réceptrice dont le génome constitue l'endogénote. La bactérie réceptrice peut 

acquérir des caractères nouveaux ce qui suppose que l'exogénote soit exprimé par la bactérie 

réceptrice et qu'il soit transmis à la descendance. Les bactéries ne restent pas indifférentes à 

la pénétration d'un ADN étranger et elles mettent en œuvre des mécanismes de protection 

connus sous le nom de phénomène de restriction-modification. Les échanges d'ADN entre 

bactéries donatrices et bactéries réceptrices s'effectuent selon trois grandes modalités. 

5.1. Transformation  

Elle résulte de l’incorporation d’ADN nu du milieu extérieur avec, pour conséquence, 

l’acquisition définitive, par la bactérie réceptrice, de caractères héréditaire de la bactérie 

donatrice d’ADN. Pour qu’un ADN étranger pénètre dans une bactérie, celle-ci doit être 

dans un état physiologique particulier, appelé état de compétence, caractérisé par la 

présence, à la surface de la bactérie, de récepteurs d’ADN et de diverses protéines (protéines 

membranaires fixant l’ADN, autolysines de la paroi, nucléases…). Cet état particulier et 

transitoire de la paroi permet le passage trans-pariétal d’ADN. Après pénétration, l’ADN 

étranger s’intègre dans le chromosome bactérien par recombinaison. Dans le cas de 

plasmides, ceux-ci demeurent extra-chromosomiques et se répliquent de façon autonome 

(Beaune, 2004). 
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5.2. Transduction 

Le vecteur est un bactériophage (virus) qui, est en répliquant, intègre son ADN à celui de la 

bactérie, il peut amener des gènes bactériens dont celui de la résistance à l’antibiotique. Il 

pourra ensuite transférer ces gènes de résistance aux nouvelles bactéries qu’il contaminera 

(Baudry et Brézellec, 2006). 

5.3. Conjugaison  

Durant la conjugaison entre deux cellules bactérienne, un ADN simple brin est généré, puis 

transféré d’une cellule donatrice à une cellule réceptrice. Puis le simple brin est répliqué 

pour généré un plasmide circulaire (Samouelian et al., 2009).  

La conjugaison entre bactéries est possible si les cellules contiennent un plasmide 

particulier, appelé le facteur F (F pour fertilité). Les cellules F+ ou donneurs, possèdent à 

leur surface de longs filaments tubulaires (les filaments sexuels, ou pili). Un ou plusieurs 

pili peuvent se lier à des récepteurs spécifiques de la surface des cellules qui ne contiennent 

pas le facteur F (cellules F-, ou cellules réceptrices). Le pilus forme alors un tunnel reliant 

les deux cellules. Lors de la conjugaison, un des brins du facteur F passe dans la cellule F- 

où son brin complémentaire sera synthétisé. La cellule F- devient ainsi une cellule F+ 

puisqu’elle contient à présent le facteur F normal bicaténaire.  Il arrive parfois que le facteur 

F s’intègre dans le chromosome de l’hôte.  

Les cellules contenant un facteur F intégré dans le chromosome (dites Hfr pour Haute 

fréquence de recombinaison) ont une fréquence de recombinaison des gènes 

chromosomiques beaucoup plus élevée lors de leur conjugaison avec des cellules F- 

(Garrett et Grisham, 2000).  
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6. Enterobacter cloacae  

Les E.cloacae sont des bacilles à Gram négatif appartenant à la famille des entérobactéries 

qui constituent un grand groupe de bactéries ayant une forte similitude. La création de ce 

groupe a été proposée par Rahn en 1937 qu’il dénomma Enterobacteriaceae (Joly et 

Reynaud, 2007).  

6.1. Classification phylogénique  

44 genres d’entérobactérie sont regroupés en cinq tribus, d’après leurs propriétés 

fermentatives: Escherichiae, Klebsielleae, Proteae, Yersiniae et Erwiniae (Larpent, 2000). 

Les genres les plus communément isolés en bactériologie clinique sont: Citrobacter, 

Enterobacter, Escherichia,  Hafnia,  Klebsiella,  Morganella, Proteus, Providencia, 

Salmonella, Serratia, Shigella et Yersinia (Morice, 2003). Différentes espèces constituent le 

genre Enterobacter dont E.cloacae qui représente l’espèce le plus souvent isolée (Fraser et 

al., 2010). Actuellement, les E.cloacae sont classées sur la base du séquençage des ARN 5S 

et 16S dans : 

 Domaine : Eubacteria ; 

 Phylum : Proteobacteria ; 

 Classe : Gammaproteobacteria ; 

 Ordre : Enterobacteriale ; 

 Famille : Enterobacteriaceae ; 

 Genre : Enterobacter ; 

 Espèce : Enterobacter cloacae (Delarras, 2007). 

 

6.2. Ecologie-habitat  

Bactéries telluriques, elles sont fréquemment retrouvées dans les eaux de surface, le sol et 

les végétaux. Elles sont susceptibles de se développer à basse température et d’acquérir, en 

particulier l’espèce cloacae, une résistance importante aux agents antibactériens (Lefrère, 

2000). 

mailto:vm@biomath.jussieu.fr
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6.3. Morphologie et principaux caractères biochimiques  

Les Enterobacter sont des bacilles à Gram négatif généralement mobiles, fermentent ou non 

le lactose et ils ont une -galactosidase (Fauchère et Avril, 2002). Les membres de 

l’espèce E.cloacae donnent des réactions positives avec les tests de Voges-Proskauer, 

d'ornithine décarboxylase et d’arginine dihydrolase mais des résultats négatifs pour les tests 

de lysine décarboxylase, d’indole, d’ADNase et de lipase (Bergan, 1984). 

6.4. Caractères culturaux  

Sur gélose nutritive, E. cloacae forme des colonies rondes avec un diamètre de 2 à 3 mm et 

légèrement plates avec des bords irréguliers (Grimont  et Grimont, 2006). 

6.5. Pouvoir pathogène  

E.cloacae est fréquemment impliquée dans les infections nosocomiales et colonise 

généralement la flore intestinale endogène des patients hospitalisés, mais peut également se 

trouver comme source d’épidémie ou de diffusion de patient à patient. Les infections 

surviennent principalement chez des patients ayant reçu un traitement antibiotique ainsi que 

ceux en unités de soins intensifs (USI) (Qureshi et al., 2011). Enterobacter est une bactérie 

pathogène opportuniste responsable en milieu hospitalier d’infections urinaires, de 

bactériémies, de méningites ou de suppurations diverses (Iabadene et al., 2010).  

6.6. Résistance aux β-lactamines  

Différents types de β-lactamases ont été décrits chez E.cloacae. La céphalosporinase 

chromosomique est commune pour toutes les souches d’E.cloacae. En plus de la 

céphalosporinase de classe C, d'autres β-lactamases ont été signalés chez cette espèce, y 

compris les β-lactamases de type TEM, SHV et CTX-M (Hoffmann et al., 2006). Une 

carbapénèmase spécifique a également été décrit (Thomson et al., 1993). 
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6.6.1. Résistance naturelle  

Concernant le comportement à l’égard des β-lactamines, E.cloacae est classée au sein du 

groupe 3 des entérobactéries dont le phénotype, souvent appelé phénotype 

« céphalosporinase de bas niveau », se caractérise par la production naturelle, inductible et 

à bas niveau, d’une céphalosporinase chromosomique AmpC, leur conférant une résistance 

aux amino-pénicillines, aux céphalosporines de 1ere génération et à l’action de l’acide 

clavulanique (Philippon et Arlet, 2006).  

La présence de céphalosporinase chromosomique dans les bacilles à Gram négatif, fut 

identifiée dès 1963 par P.C. Fleming, chez E.cloacae. Sykes et Matthew rapportèrent en 

1976 que certaines céphalosporinases étaient inductibles (celles d’Enterobacter spp., de 

Citrobacter freundii, Serratia marcescens et Pseudomonas spp. entre autres), alors que 

d’autres (E.coli) étaient constitutives. Mais seules les céphalosporinases chromosomiques 

inductibles sont à l’origine de résistance clinique, leur synthèse étant induite par les β-

lactamines. Par contre les β-lactamases naturellement constitutives d’E.coli ont un rôle 

négligeable dans l’apparition des résistances (Yvon, 2009).  

Ce caractère inductible est détecté dans l’antibiogramme en milieu gélosé par un 

antagonisme ("écrasement" du diamètre d’inhibition) entre une β-lactamine inductrice 

(imipénème, céfoxitine) et une céphalosporine de 3eme génération. Ce type d’expression est 

le fait d’un mécanisme complexe faisant intervenir plusieurs gènes régulateurs (ampR, 

ampD, et ampG) (Philippon et Arlet, 2006). 

Un gène inductible ne s’exprime pleinement que s’il reçoit une information d’un inducteur. 

La synthèse de la céphalosporinase AmpC dépendant du gène ampC, est soumise à une 

régulation. A l’état normal, en l’absence de β-lactamine, la bactérie produit de faibles 

quantités de céphalosporinases AmpC du fait de la présence d’un régulateur /répresseur 

AmpR. En présence d’une β-lactamine inductrice, des fragments de peptides (aD-

peptides…) formés à partir de la paroi altérée, modifient le régulateur AmpR en un 

activateur du gène ampC, ce qui libère la synthèse de la céphalosporinase (figure 10). 
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Figure 10. Synthèse de céphalosporinase AmpC chez une entérobactérie en présence 

d’inducteur (Yvon, 2009) 

 

La synthèse de la β-lactamase AmpC dépend du régulateur transcriptionnel AmpR. Suivant 

la liaison contractée par AmpR, ce dernier réprime la transcription de l’ampC ou l’active.  

6.6.1.1. En l’absence de β-lactamine : 

À chaque division bactérienne, une entérobactérie perd des constituants de la paroi et en 

particulier des anhydro-mucopeptides qui s’accumulent dans le périplasme. Ces produits 

atteignent l’espace cytoplasmique grâce à une perméase (AmpG) qui permet leur passage. A 

ce niveau les anhydro-muropepetides sont hydrolysés par une enzyme (amidase) AmpD ce 

qui permet leur recyclage pour fabriquer la paroi. Par ailleurs le gène ampR est réprimé par 

précurseur de la muréine, l’UDP-MurNAc-pentapeptide (non figuré dans la figure). 
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6.6.1.2. En présence de β-lactamine (la céfoxitine en particulier) : 

 De nombreux produits de la dégradation de la muréine (dont les N-acétylglucosamine 1.6-

anhydromuramylpeptides, aD-peptides) s’entassent dans le périplasme du fait de l’action de 

l’antibiotique sur la paroi. La perméase AmpG permet le transport de ces produits vers le 

cytoplasme ou une enzyme X… libère le N-acétylglucosamine pour donner le aM-peptide 

qui en se fixant sur le régulateur AmpR, active la synthèse de la céphalosporinase AmpC. 

Mais l’enzyme AmpD hydrolyse le aM-peptide, donc limite l’effet inducteur et permet le 

recyclage du peptide pour la synthèse de la paroi. 

6.6.1.3. Mutation du gène ampD : 

Si le gène ampD est muté les aM-peptides s’accumulent et se lient en permanence avec 

AmpR et la synthèse de la céphalosporinase est permanente (constitutive) (Yvon, 2009).   

6.6.2. Résistance acquise  

Toutes les entérobactéries, quel que soit leur groupe, sont capables d’intégrer des gènes de 

résistance codant pour une -lactamase (Zogheib et Dupont, 2005). 

6.6.2.1. Phénotype « céphalosporinase de haut niveau »  

A. Chromosomique  

Certaines bactéries possédant une céphalosporinase inductible peuvent subir une mutation 

génétique (au niveau des gènes codant pour le répresseur qui devient inactif), entraînant une 

synthèse accrue de céphalosporinase indépendamment de la présence d’un inducteur. La 

céphalosporinase est dite alors déréprimée et ce, irréversiblement (Vaubourdolle, 2007). Le 

phénotype de résistance céphalosporinase de haut niveau se traduit par une résistance à 

l’ensemble des -lactamines excepté les carbapénèmes (Eyquem et Montagnier, 2000). Il 

peut subsister une activité des céphalosporines à large spectre (céfépime, cefpirome). Il 

s’agit d’un phénotype retrouvé principalement chez les bactéries possédant naturellement 

une céphalosporinase AmpC qui peut être alors surexprimée (Enterobacter cloacae, 

Citrobacter freundii, Escherichia coli, Morganella morganii et autres entérobactéries du 

même groupe) (Gueudet et al., 2010).  
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http://www.google.fr/search?tbs=bks:1&tbo=p&q=+inauthor:%22Andr%C3%A9+Eyquem%22&source=gbs_metadata_r&cad=9
http://www.google.fr/search?tbs=bks:1&tbo=p&q=+inauthor:%22Luc+Montagnier%22&source=gbs_metadata_r&cad=9


                                                                               
 
 

 

i. De façon définitive après mutation des gènes 

définitive) :  

 La synthèse devient constitutive quand le gène 

régulateur AmpR par suite de la mutation du gène 

portant sur l’amidase AmpD permet à tous les fragments de peptidoglycane (aM

peptides, il en existe en l’absence d’antibiotique) d’activer AmpR. La probabilité de 

mutation d’ampD est assez élevée (10

 Un autre mécanisme de production de céphalosporinase constitutive chez Enterobacter 

provient d’une mutation du gène 

AmpR). L’enzyme a une activité hydrolysante élevée, alors que dans le cas précédent 

cette activité était due à une augmentation de la quantité d’enzyme produite. Dans le 

cas d’E.cloacae GC1 (duplication de trois acides aminés) 

ceftazidime et l’aztréonam

Figure 11. M

C’est une réponse génotypique adaptative à un environnement défavorable et ces mutants 

peuvent très bien être sélectionnés par l’antibiothérapie qui élimine les souches restées 

sensibles. Ce phénomène est définitif et transmissible à la descendance 

Pourriat et Martin, 2005). 

ii. De façon temporaire par induction (dépression temporaire)

inductrices se fixent sur un récepteur protéi

L’inactivation du répresseur permet à AmpC de s’exprimer et de synthétiser l’enzyme. 

Ce phénomène, très différent du précédent, survient dès 30 min après la mis en présence 

avec l’inducteur et disparait quelques heures après s

phériotypique adaptative, liée à la présence de l’inducteur. Le gène répresseur est 

temporairement inhibé mais n’a pas subi de mutation. 

descendance (Pourriat et Martin
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itive après mutation des gènes ampC ou 

La synthèse devient constitutive quand le gène ampC est activé en permanence par le 

régulateur AmpR par suite de la mutation du gène ampD (figure 10

portant sur l’amidase AmpD permet à tous les fragments de peptidoglycane (aM

en existe en l’absence d’antibiotique) d’activer AmpR. La probabilité de 

est assez élevée (10-5 à 10-7).  

Un autre mécanisme de production de céphalosporinase constitutive chez Enterobacter 

provient d’une mutation du gène ampC lui-même (qui échappe à la régulation par 

AmpR). L’enzyme a une activité hydrolysante élevée, alors que dans le cas précédent 

cette activité était due à une augmentation de la quantité d’enzyme produite. Dans le 

GC1 (duplication de trois acides aminés) le spectre est élargi à la 

ceftazidime et l’aztréonam (figure 11). 

Mutation du gène ampC chez d’E.cloacae GC1

C’est une réponse génotypique adaptative à un environnement défavorable et ces mutants 

peuvent très bien être sélectionnés par l’antibiothérapie qui élimine les souches restées 

sensibles. Ce phénomène est définitif et transmissible à la descendance 

De façon temporaire par induction (dépression temporaire)

inductrices se fixent sur un récepteur protéique (AmpE) qui inactive AmpD. 

L’inactivation du répresseur permet à AmpC de s’exprimer et de synthétiser l’enzyme. 

Ce phénomène, très différent du précédent, survient dès 30 min après la mis en présence 

avec l’inducteur et disparait quelques heures après son retrait. Il s’agit d’une réponse 

phériotypique adaptative, liée à la présence de l’inducteur. Le gène répresseur est 

temporairement inhibé mais n’a pas subi de mutation. Il n’y a pas de transmission à la 

Martin, 2005).  
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ou ampD (dépression 

est activé en permanence par le 

(figure 10). Cette mutation 

portant sur l’amidase AmpD permet à tous les fragments de peptidoglycane (aM-

en existe en l’absence d’antibiotique) d’activer AmpR. La probabilité de 

Un autre mécanisme de production de céphalosporinase constitutive chez Enterobacter 

échappe à la régulation par 

AmpR). L’enzyme a une activité hydrolysante élevée, alors que dans le cas précédent 

cette activité était due à une augmentation de la quantité d’enzyme produite. Dans le 

le spectre est élargi à la 

 

GC1 

C’est une réponse génotypique adaptative à un environnement défavorable et ces mutants 

peuvent très bien être sélectionnés par l’antibiothérapie qui élimine les souches restées 

sensibles. Ce phénomène est définitif et transmissible à la descendance (Yvon, 2009; 

De façon temporaire par induction (dépression temporaire) : Les β-lactamines 

que (AmpE) qui inactive AmpD. 

L’inactivation du répresseur permet à AmpC de s’exprimer et de synthétiser l’enzyme. 

Ce phénomène, très différent du précédent, survient dès 30 min après la mis en présence 

on retrait. Il s’agit d’une réponse 

phériotypique adaptative, liée à la présence de l’inducteur. Le gène répresseur est 

Il n’y a pas de transmission à la 

http://www.google.fr/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Jean-Louis+Pourriat%22&source=gbs_metadata_r&cad=6
http://www.google.fr/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Claude+Martin%22&source=gbs_metadata_r&cad=6
http://www.google.fr/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Jean-Louis+Pourriat%22&source=gbs_metadata_r&cad=6
http://www.google.fr/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Claude+Martin%22&source=gbs_metadata_r&cad=6
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B. Plasmidique  

Depuis 1990,  des céphalosporinases  codées par des gènes plasmidiques ont été décrites. 

Ces enzymes à médiation plasmidique dérivent des céphalosporinases chromosomiques 

d’Enterobacter (ACT-1 et MIR-1), de Citrobacter (CMY), de Morganella (DHA), d’Hafnia 

(ACC-1) et d’autres entérobactéries (MOX, FOX...) (Philippon  et  Arlet, 2006). Plus de 20 

β-lactamases différentes de type AmpC à médiation plasmidique ont été retrouvées (Jacoby 

et Munoz-Price, 2005). Des différences mineures dans les séquences d'acides aminés ont 

donné lieu aux familles. Comme indiqué dans le tableau 3, parmi les enzymes à médiation 

plasmidique, certaines présentent une forte similarité par rapport aux β-lactamases de type 

AmpC chromosomique. Ils confèrent une résistance aux β-lactamines à large spectre, y 

compris les pénicillines, oxyimino-céphalosporines, céphamycines, et (variable) aztréonam. 

La sensibilité au céfépime, cefpirome et carbapénèmes n’est peu, voire pas du tout touchée 

(Jacoby, 2009). Les gènes céphalosporinases les plus souvent rapportés chez E.cloacae sont 

CMY-2, DHA et FOX (Arlet, 2009). Seul, le gène DHA-1 a été détecté en Algérie (tableau 

4). 

Tableau 3. Chronologie et homologie des β-lactamases de type AmpC plasmidique 

(Jacoby, 2009) 

β-lactamases 
AmpC 

Lieu Année 
Espèce de 1 ère 

isolation 
Source de gène 

AmpC 
Similarité 

CMY-1 Corée du Sud 1989 K. pneumoniae A. hydrophila 82 

CMY-2 Grèce 1996 K. pneumoniae C. freundii 96 

MIR-1 États-Unis 1990 K. pneumoniae E. cloacae 99 

MOX-1 Japon 1993 K. pneumoniae A. hydrophila 80 

LAT-1 Grèce 1993 K. pneumoniae C. freundii 95 

FOX-1 Argentine 1994 K. pneumoniae A. caviae 99 

DHA-1 Arabie saoudite 1997 S. enteriditis M. morganii 99 

ACT-1 États-Unis 1997 K. pneumoniae E. asburiae 98 

ACC-1 Allemagne 1999 K. pneumoniae H. alvei 99 

CFE-1 Japon 2004 E. coli C. freundii 99 
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Tableau 4. AmpC à médiation plasmidique détectés chez E.cloacae en Algérie 

Enzymes 
Nombre de 

souches 
Gène BLSE 

associé 
Lieu Année Références 

DHA-1 2 SHV-12 Alger 2009 Iabadene et al. 

DHA-1 4 CTX-M-1 Annaba 2012 Nedjai et al. 

 

Des plasmides portant les gènes β- lactamases de type AmpC (bla ampC) sont souvent 

porteurs de plusieurs autres résistances, y compris des gènes de résistance aux 

aminoglycosides, chloramphénicol, quinolones, sulfamides, tétracycline, et triméthoprime. 

Le gène ampC fait généralement partie d'un intégron, mais il n'est pas incorporé dans un 

gène de cassette avec l’élément 59- de base affiliée (Recchia et Hall, 1995). A noter que le 

même gène bla ampC peut être incorporé dans différents backbones sur des plasmides 

différents (Carattoli et al., 2002). 

Une variété d'éléments génétiques ont été impliqués dans la mobilisation des gènes ampC 

sur les plasmides. La séquence d'insertion ISEcp1 joue double rôle. Elle est impliqué dans la 

transposition des gènes voisins et capable de mobiliser le gène bla chromosomique sur un 

plasmide, et elle peut également fournir un promoteur efficace pour l'expression de haut 

niveau des gènes (Hossain et al., 2004 ; Lartigue et al., 2006 ; Poirel et al., 2005). 

6.6.2.2. Phénotype « -lactamase à spectre étendu : BLSE »   

Classiquement, les BLSE sont définies comme des enzymes, appartenant à la classe A ou D 

de la classification d'Ambler (Rodriguez-Villalobos et Struelens, 2006), capables 

d’hydrolyser et causer une résistance aux oxymino-céphalosporines (céfotaxime, 

ceftazidime, céftriaxone, céfuroxime et céfépime) et les monobactames (aztréonam), mais 

pas aux céphamycines (céfoxitine et céfotetan) ou carbapénèmes (imipénème, méropénème, 

doripénème et ertapénème). Ces enzymes sont inhibées par les inhibiteurs de -lactamases 

telle que l’acide clavulanique, le sulbactam et le tazobactam (Peirano et Pitout, 2010).  
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La majorité des BLSE  sont dérivées de mutations ponctuelles dans la séquence génétique 

codant pour le site actif des premières -lactamases connues (TEM-1, TEM-2 et SHV-1) 

(Paterson et Bonomo, 2005). Plus de 200 BLSE naturelles ont été décrites; elles ont été 

classées en 11 familles différentes sur la base de leur séquence d’acides aminés: TEM, 

SHV, CTX-M, PER, VEB, GES, TLA, BES, SFO, FEC et OXA ((Vidon et Bourdin, 2005). 

Les 4 familles majeures sont représentées par les enzymes de type TEM, SHV, OXA et 

CTX-M (Gniadkowski, 2001).  

Récemment, les BLSE de type CTX-M ont émergé comme le type le plus courant de BLSE, 

avec une répartition mondiale (Seonghan  et al., 2007). Découvertes pour la première fois 

au milieu des années 1980, elles montrent un niveau de dissémination dans les bactéries et 

partout dans le monde qui augmente dramatiquement depuis 1995 (Bonnet, 2004). Les 

enzymes de la famille CTX-M comprennent aujourd’hui  plus de 90 enzymes isolées de 

nombreuses espèces d’entérobactéries et qui, sur la base de leurs séquences protéiques, sont 

divisés en 5 groupes (figure 12) (Bonnet, 2004 ; Ruppé, 2010). Elles sont similaires aux 

autres -lactamases à spectre étendu dans la mesure où elles hydrolysent à large spectre  les 

céphalosporines et l’aztréonam mais agissant comme des cefotaximases. 

 

http://jmm.sgmjournals.org/cgi/content/full/56/2/241
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Figure 12. Dendrogramme de la famille CTX-M (Bonnet, 2004) 

Les branches sont adaptées en fonction des changements d'acides aminés. Les numéros à des points 
de branchement principaux portent sur le nombre de fois qu'un nœud particulier a été trouvé en 
1000 réplications bootstrap.  
a : désigné UOE-1 et CTX-M-11 dans GenBank (numéros d'accession AY013478 et AJ310929, 
respectivement); 
b : désigné MEN-1 (numéro d'accession GenBank AAB22638);  
c : désigné CTX-M-18, UOE-2, et Toho-3 (numéros d'accession GenBank AF325133, AF311345, 
et AB038771, respectivement);  
d : codée par les gènes blaKLUA-1, blaKLUA-3, blaKLUA-4, et blaKLUA-12;  
e : désigné KLUA-2 (numéro d'accession GenBank AJ251722);  
 * : la séquence Toho-2 a été incluse dans le groupe CTX-M-9.  
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Il existe maintenant de nombreux rapports de souches d’E.cloacae productrices de BLSE 

(Ho et al., 2005 ; Park et al., 2005), y compris plusieurs études en Amérique (Levison et 

al., 2002 ; Bonnet et al., 2000), en Europe (Biendo et al., 2008 ; Canton et al., 2002), en 

Asie (Ko et al., 2008 ; Park et al., 2005), en Afrique (Hammami et al., 2012 ; Lahlaoui et 

al., 2012) et aussi en Algérie (tableau 5). 

Initialement, les BLSE des espèces d’E.cloacae étaient typiquement de type TEM ou SHV 

(Paterson, 2001), mais les enzymes de la classe CTX-M ont été décrites plus récemment 

(Canton et al., 2002). Les BLSE de type VEB-1 ont été trouvées chez Enterobacter spp. de 

la Thaïlande (Girlich et al., 2001), le type IBC-1 en Grèce (Kartali et al., 2002), et le type 

de l'OFS au Japon (Matsumoto et Inoue, 1999). 

 

Tableau 5. Les BLSE identifiées chez E.cloacae en Algérie 

Enzymes Lieu Année Références 

CTX-M-3 Béjaia 2006 Touati et al. 

CTX-M-15 Non précisé 2008a Touati et al. 

CTX-M-15 Béjaia 2008b Touati et al. 

CTX-M-15, CTX-M-3, SHV-12, 

VEB-1      

Alger, Tizi-ouzou, 

Tlemcen 

2008 Iabadene et al. 

SHV-12 Alger 2009 Iabadene et al. 

CTX-M-15 Non précisé 2010 Touati et al. 

CTX-M-15 Alger 2012 Touati et al. 

CTX-M group1 Annaba 2012 Nedjai et al. 

CTX-M-15 Béjaia 2012 Gharout Sait et al. 

CTX-M-15 Tlemcen    2012 Baba Ahmed et al. 

CTX-M-15, CTX-M-3 Tlemcen 2013 Baba Ahmed et al. 

CTX-M group1, blaTEM,  blaSHV Annaba 2013 Nedjai et al. 

CTX-M- 15, TEM-136, SHV-12 Annaba 2014 Labid et al. 

 

 



                                                                                     Synthèse bibliographique 
 
 

35 
 

6.6.2.3. Phénotype « pénicillinase de haut niveau ou acquise »  

Les pénicillinases des bacilles à Gram négatif sont nombreuses (TEM-1, TEM-2, SHV-1…) 

et non inductibles. Environ 75% de -lactamases isolées des entérobactéries sont des TEM-

1. Ces enzymes sont codées par des plasmides et donc facilement transférables. Elles 

confèrent aux bactéries, qui les produisent à haut niveau, une résistance aux amino-

pénicillines, carboxy-pénicillines, uréido-pénicillines, amidino-pénicillines, C1G et de C2G. 

Cependant elles conservent leur sensibilité aux C3G, céfamycines, monobactames et 

carbapénèmes. Elles sont inhibées plus ou moins par les inhibiteurs enzymatiques 

(Collignon et al., 2007). 

6.6.3. Résistance aux carbapénèmes 

Les carbapénèmes sont aujourd’hui parmi les traitements de choix des infections sévères 

dues aux entérobactéries productrices de -lactamases à spectre étendu (BLSE). Mais leur 

utilisation pourrait être compromise par l’émergence de souches de bactéries résistantes 

également aux carbapénèmes (Cuzon et al., 2010). Chez les entérobactéries, cette  

résistance est principalement due à trois mécanismes (Livermore Woodford, 2006):  

i. L’association entre la diminution de la perméabilité membranaire avec la production 

d’une céphalosporinase (chromosomique ou plasmidique) ou d’une BLSE (Patel et al., 

2009): chez les entérobactéries, une surproduction decéphalosporinase ou d’une BLSE  

associée à une perte de porine de la membrane externe et/ou une surexpression de 

pompes à efflux (Castanheira et al., 2008) est la cause la plus fréquente de résistance à 

l’imipénème (Bonnet, 2006) ; 

ii. Acquisition des métallo--lactamases (VIM, IMP): ces enzymes, appartenant au classe B 

d’ambler, hydrolysent toutes les -lactamases à l’exception de l’aztréonam (Trigoso, 

2010) ; 

iii. Acquisition de non métallo--lactamases: ces enzymes sont soit les oxacillinases  (la 

famille des OXA de classe D), soit les carbapénèmases (classe A), inhibées par l’acide 

clavulanique, qui peuvent être codées par des gènes chromosomiques, décrits pour des 

souches de Serratia marcescens (SME1) et E.cloacae (IMI et NMC-A),ou plasmidiques 
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comme certains variants de GES et Klebsiella pneumoniae carbapénèmase (KPC) 

(Nordmann et al., 2009; Pourriat et Martin, 2005). 

Actuellement, les carbapénèmases qui sont les plus répandues chez les entérobactéries sont 

les enzymes de type KPC. Ces enzymes ont principalement été décrites chez Klebsiella  

pneumoniae avec un support plasmidique. Elles possèdent un pouvoir de dissémination 

important et sont émergentes dans de nombreux pays (Lautenbach et al., 2010 ; Walsh, 

2010). 

Chez E.cloacae, Deux mécanismes « anciens », au moins, sont connus depuis les années 

1980. L’un combine l’hyperproduction d’une céphalosporinase à celle de la perte d’une 

porine. L’autre mécanisme de résistance se caractérise par un haut niveau de résistance à 

l’aztréonam et une sensibilité presque normale aux C3G. Il s’agit de la production d’une 

carbapénèmase en position chromosomique de classe A (Philippon et Arlet, 2006). Parmi 

eux, les enzymes IMI et NMC-A (imipenemase/non-metallo-carbapenemase-A) ont été 

rapportées dans de rares isolats cliniques d’E.cloacae aux États-Unis, en France et en 

Argentine (Pottumarthy et al., 2003 ; Rasmussen et al., 1996), de façon sporadique ou 

lors de petites épidémies (Walther-Rasmussen et Hoiby, 2007). Ces gènes de 

carbapénèmases n’ont été que rarement décrits, probablement du fait de leur localisation 

chromosomique, sans association évidente avec un élément génétique mobile. Cependant, le 

gène codant pour IMI-2 a été retrouvé après sur un plasmide dans une souche 

d’Enterobacter asburiae aux États-Unis, et dans une souche d’E.cloacae en Chine (Bratu et 

al., 2005b ; Yigit et al., 2001) (tableau 6). 

Tableau 6. Les carbapénèmases en position chromosomique (Walther-Rasmussen et 

Hoiby, 2007) 

Enzyme Localisation Espèce Lieu Année Références 

IMI-1 Chromosome E.cloacae USA 1984 Rasmussen et al., 1996 

IMI-2 Plasmide E.asburiae USA 1999-2001 Aubron et al., 2005 

IMI-2 Plasmide E.cloacae Chine 2001 Yu et al., 2006 

NMC-A Chromosome E.cloacae France 1990 Naas et Nordmann, 1994 ; 

Nordmann et al., 1993 

NMC-A Chromosome E.cloacae Argentine 2000 Radice et al., 2004 

NMC-A Chromosome E.cloacae USA 2003 Pottumarthy et al., 2003 

http://www.google.fr/search?tbs=bks:1&tbo=p&q=+inauthor:%22Jean-Louis+Pourriat%22&source=gbs_metadata_r&cad=7
http://www.google.fr/search?tbs=bks:1&tbo=p&q=+inauthor:%22Claude+Martin%22&source=gbs_metadata_r&cad=7
http://www.google.fr/search?tbs=bks:1&tbo=p&q=+inauthor:%22Ebbing+Lautenbach%22&source=gbs_metadata_r&cad=5


                                                                                     Synthèse bibliographique 
 
 

37 
 

Jusqu’a 1994, les 2 enzymes carbapénèmases de classe A signalés chez Enterobacter 

cloacae étaient NMC-A et IMI (Walther-Rasmussen et Hoiby, 2007 ; Naas et 

Nordmann, 1994). De puis, des enzymes de type KPC et GES à support plasmidique ont 

été découvertes. Les enzymes de type GES sont initialement des BLSE dont seuls quelques 

variants touchent les carbapénèmes (Grall et al., 2011). Ces carbapénèmases de type GES 

ont été identifiées en Grèce (GES-7) (Giakkoupi et al., 2000) et au Canada (GES-5) (Poirel 

et al., 2009). 

La dernière évolution identifiée est beaucoup plus inquiétante, car elle est liée à la 

découverte de carbapénèmases plasmidiques, majoritairement de type KPC (Bratu et al., 

2005a ; Yigit  et al., 2001). Phénotypiquement, KPC-1, KPC-2, KPC-3 confèrent un haut 

niveau de résistance aux C3G. De plus, pour le groupe KPC, la résistance est croisée entre 

les carbapénèmes (imipénème, méropénème, ertapénème, doripénème) et la transmission 

des gènes est facile par conjugaison (Philippon et Arlet, 2006). Chez E.cloacae, ces 

enzymes on été identifiées en Chine (KPC-2) (Wu, 2010), aux états unis (KPC-2) (Bratu et 

al., 2005b), (KPC-3) (Dortet, 2008 ; Deshpande et al., 2005) et au Royaume-Uni (KPC- 4) 

(Woodford, 2008). 

Enfin certaines carbapénèmases de classe B de type VIM et IMP ont été aussi identifiées 

chez cette espèce dans plusieurs pays du monde (Corée du Sud, Italie, Australie, Grèce, 

Turquie, Japon et Taiwan) (tableau 7) (Queenan et Bush, 2007). 

Tableau 7. Émergence mondiale de métallo-β-lactamases chez E.cloacae (Queenan et 

Bush, 2007) 

Lieu Année Enzyme Localisation Références 

Australie 2005 IMP-4 Plasmide Espedido et al., 2005 

Grèce 2005 VIM-1 Chromosome Galani et al., 2005 

Italie 2004 VIM-4 Plasmide Luzzaro et al., 2004 

Japan 2003 IMP-1-like Non testé  Shibata et al., 2003 

Corée du Sud 2003 VIM-2 Chromosome Jeong et al., 2003 

Corée du Sud 2006 VIM-2-like Non testé Yum et al., 2002 

Taiwan 2002 IMP-8 Plasmide Yan et al., 2002 

Turquie 2005 VIM-5 Plasmide Gacar et al., 2005 
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Actuellement, une attention particulière est portée sur la nouvelle carbapénèmase, la New 

Delhi métallo-β-lactamase-1 (NDM-1), découverte en Décembre 2009 en Suède, à partir 

d’une souche clinique de Klebsiella pneumoniae responsable d’une infection urinaire chez 

un patient auparavant hospitalisé à New Delhi, Inde (Yong et al., 2009). Depuis cette 

découverte, plus de 52 publications ont été rapportées signalant la diffusion spectaculaire et 

inquiétante de ce gène chez E.cloacae dans plusieurs pays à travers le monde (Berrazeg, 

2013). D’autres variants de gène NDM ont été aussi identifié, NDM-4  au Sri Lanka 

(Papagiannitsis et al., 2013). 

Récemment, une expression des gènes ompC et ompF ont amenée à une restauration aux 

concentrations minimales inhibitrices de l’ertapénème. Une étude suggère qu’une 

surproduction des β-lactamases de type BLSE et AmpC et une diminution de l’expression 

de l’Omp (Outer Membrane Proteins) combiné avec une pompe a efflux actif contribue à la 

résistance d’E.cloacae à l’ertapénème (Yang et al., 2012). 

6.7. Résistance d’Enterobacter cloacae  aux aminosides  

En 1970, toutes les souches d’E.cloacae étaient sensibles à la gentamicine. Au milieu des 

années 1970, la résistance aux aminosides véhiculés par des plasmides a diffusé entre les 

bacilles à Gram négatif dans le monde entier, et la résistance à la gentamicine, la 

tobramycine, et (dans une moindre mesure) à l'amikacine est devenue une préoccupation 

(Grimont et Grimont, 2006).  

Le mécanisme de loin le plus fréquent réside dans la production d’enzymes stéréo-

spécifiques capables de modifier des fonctions -NH2 ou -OH bien précises sur les molécules 

d’aminoside, empêchant ces dernières de se fixer sur le ribosome. Trois classes d’enzymes 

ont été décrites, à savoir les aminosides-N-amino-acétyl transférases (AAC), les 

aminosides-o-nucléotidyl transférases (ANT) et les aminosides-o-phosphotransférases 

(APH). Produites le plus souvent de manière constitutive, les enzymes modificatrices 

confèrent une résistance de haut niveau à un ou plusieurs aminosides. Leurs gènes étant 

fréquemment portés par des transposons et/ou des intégrons (Magnet et Blanchard, 2005), 

elles sont régulièrement co-produites avec des β-lactamases. Les enzymes ANT(3’’)-Ia, 

AAC(6’)-If, AAC(6’)Ib, AAC(3)-Via, AAC(3)-IIa sont les plus répandues parmi les isolats 

http://link.springer.com/search?facet-author=%22Costas+C.+Papagiannitsis%22
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cliniques d’E.cloacae (tableau 8), avec le gène aac(3’)-II détectés en Algérie (Baba 

Ahmed et al., 2013). Elles génèrent une résistance élevée à la spectinomycine  et la 

streptomycine pour ANT(3’’)-1, à la gentamicine, la sisomicine et la fortimicine 

(astromicine) pour AAC(3)-I, à la tobramycine et l’amikacine pour AAC(6’)-Ib (Ramirez 

et Tolmasky, 2010). 

Tableau 8. Les enzymes-modifiant les aminosides (AME) chez E.cloacae (Ramirez et 

Tolmasky, 2010) 

AME Gènes Localisation 
Numéro 

d'accession 
Références 

AAC(3)-IIa 
aac(3)-IIa, 

aaC3,aacC5, 
aacC2, aac(3)-Va 

Plasmide X13543 Allmansberger et al., 1985 

AAC(3)-VIa aac(3)-VIa Plasmide 
M88012, 

NC009140, 
NC009838 

Rather et al., 1993 

AAC(6’)-Ib C 
aac(6’)-Ib, 

aac(6’)-4, aacA4 
Plasmide 

M21682, 
M23634, 

AF479774 

Nobuta et al., 1988 ; Tran van 
Nhieu et Collatz, 1987 ; Soler 

Bistue et al., 2006 

AAC(6’)-If aac(6’) -If Plasmide X55353 Teran et al., 1991 

AAC(6’)-Ib7 aac(6’)-Ib7 Plasmide Y11946 Casin et al., 1998 

AAC(6’)-Ib8 aac(6’)-Ib8 Plasmide Y11947 Casin et al., 1998 

AAC(6’)-Ib-
Suzhou 

aac(6’)-Ib-
Suzhou 

 
EF37562, 
EU085533 

Huang et al., 2008 

AAC(6’)-IIc aac(6_)-IIc 
Plasmide, 
intégron 

NC 012555 
Chen et al., 2009 ; Galani et al., 

2005 ; 
ANT(3’’)-Ia aadA5 Plasmide AF137361 Sandvang, 1999 

 

Cette dernière décennie a été marquée par l’émergence d’un nouveau mécanisme de 

résistance chez les bacilles à Gram négatif, capable de modifier non pas l’aminoside mais la 

structure ribosomale sur lequel il se fixe, l’ARN 16S se sont les méthylases de l’ARN 16S. 

Huit déterminants de méthylases ARNr 16S à médiation plasmidique (RMTases 16S) 

(ArmA, RmtA, RmtB, RmtC, RmtD, RmtE, RmtF et NpmA) ont été identifiés en Asie 

orientale, en Europe et en Amérique du Sud (Galimand et al., 2012 ; Yamane et al., 2007). 

Les méthylases de l’ARN 16S sont décrites de plus en plus souvent chez les entérobactéries 
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dont E.cloacae, dans plusieurs pays dont l’Algérie avec uniquement le gène ArmA 

(Bogaerts et al., 2007 ; Wachino et al., 2006). Ces enzymes représentent donc un risque 

épidémiologique majeur qui doit inciter à la vigilance. La production des méthylases de type 

ArmA, RmtB et RmtD a été rapportée chez des isolats cliniques d’E.cloacae au Chili, 

Mexique, Pologne et au Etats-Unis (tableau 9) (Fritsche et al., 2008). La méthylation de 

l’ARN 16S par ces enzymes entraîne une résistance aux 2-déoxystreptamines bisubstituées 

en 4,6 telles que la gentamicine, la tobramycine, l’amikacine, l’isépamycine et l’arbékacine. 

Tableau 9. Les méthylases de l’ARN 16S et profiles de résistance aux aminosides chez 

E.cloacae (Fritsche et al., 2008) 

Study 
Yr 

Country 

MIC value (μg/ml) Resistance 

Gene 
Amikacin Apramycin Arbekacin Fortimicin Gentamicin Kanamycin Neomycin Netilmicin Tobramycin 

2006 Chile  >128 4 >128 >128 >128 >128 16 >128 >128 RmtD 

2005 Mexico  >128 4 >128 >128 >128 >128 4 >128 >128 RmtB 

2005 Mexico  >128 2 >128 >128 >128 >128 128 >128 >128 RmtB 

2006 Mexico  >128 4 >128 >128 >128 >128 4 >128 >128 RmtB 

2006 Poland  >128 4 >128 >128 >128 >128 ≤1 >128 >128 ArmA 

2005 United 
State 

>128 4 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 ArmA 

 

6.8. Résistance d’Enterobacter cloacae aux quinolones  

Multirésistance des entérobactéries, y compris la résistance aux quinolones, est en 

augmentation. Bien que la résistance aux quinolones est principalement due à des mutations 

chromosomiques (Martínez-Martínez et al., 1998), elle peut également résulter de 

l'expression des déterminants à médiation plasmidique (PMQR) tels que aac(6 ')-Ib-cr 

codant pour une acétyltransférase des aminoglycoside qui est également responsable 

d'acétylation des fluoroquinolones, qepA codant pour une pompe d'efflux et les gènes qnr 

(Cavaco et al., 2009). 

Les β-lactamases de types BLSE et AmpC à médiation plasmidique sont de plus en plus 

signalés en association avec PMQR (Chmelnitsky et al., 2008 ; Robicsek et al., 2006a). 

Chez E.cloacae plusieurs gènes de type PMQR ont été découverts à travers le monde : qnrA 
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en Australie (Rodriguez-Martinez et al., 2006), qnrA en Brésil (Minarini et al., 2007), 

qnrA1, qnrB4, qnrS1, qnrB10, qnrB6, qnrS2 et aac(6’)-Ib-cr  en Chine, (Zhao, 2010 ; 

Zizhong et al., 2008),  qnrA en Irlande (Mac Aogáin et al., 2010), qnrA1, qnr S et aac(6′)-

Ib en Corée (Kim et al., 2009), qnrA et aac(6’)-Ib aux États-Unis (Robicsek et al., 2006b ; 

Park et al., 2006), qnrB2, qnrB5, qnrS1 et aac(6’) en Espagne (Cano et al., 2009) qnrA1 à 

Netherlands (Paauw et al., 2006), qnrB1 qnrA1 en Côte d’Ivoire (Guessennd et al., 2008) 

et qnrS1, qnrB4, qnr B1, qnr B2 et aac (6’)-Ib-cr  en Algérie (tableau 10).  

Le gène qepA a été aussi découvert chez E.cloacae isolées en Chine à partir des animaux, 

c’est un fait important qui constitue un problème de santé publique. L'utilisation prudente 

des agents antimicrobiens est donc nécessaire en médecine vétérinaire ainsi que dans la 

médecine humaine pour réduire la propagation de ces gènes de résistance (Ma et al., 2009). 

En Algérie, ce gène qepA n’a pas encore été rapporté. 

 

Tableau 10. Les PMQR identifiées chez E.cloacae en Algérie 

PMQR 
Nombre 

de souches 
Gènes associés Lieu Année Références 

QnrS1, QnrB1 QnrB4 5 CTX-M-15, 
SHV-12 

Alger 2008 Iabadene et al. 

QnrB 2 CTX-M-15 Béjaia 2008a Touati et al. 
aac (6’)lb-cr, qnrB1 3 CTX-M-28, 

TEM-1 
Annaba 2011 Meradi et al. 

aac (6’)lb-cr, qnrB1 5 CTX-M-15, 
TEM-1, OXA-1 

Béjaia 2012 Gharout-Sait et al. 

aac(6’)-Ib-cr qnrB2 3 CTX-M-15 Tlemcen 2013 Baba Ahmed et al. 

 

Les différents niveaux de résistance à la ciprofloxacine dans les isolats étudiés anticipe que 

d'autres mécanismes de résistance (telles que des mutations à l'extérieur du QRDR de 

gyrA/parC, des mutations dans gyrB/parE, un efflux actif, ou diminution de la perméabilité) 

ou des différences dans l'expression génique peuvent être impliqués dans des isolats 

individuels (Cano et al., 2009). 

Enfin, EmmdR de E.cloacae est un nouveau membre de la famille MATE des transporteurs 

des antimicrobiens. C’est un mécanisme de multirésistance important chez E.cloacae qui 
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expulse les quinolones. EmmdR est constituée de douze segments transmembranaires et 

présente une certaine identité commune avec les membres de la famille des transporteurs 

(MATE), responsable d’extrusion des antimicrobiennes et des composés toxiques (He et al., 

2011). Le rôle de la pompe à effluxde type AcrAB-TolC a été aussi décrit précédemment 

chez cette espèce comme un mécanisme majeur de la résistance aux  quinolones (Linde et 

al., 2002). 

7. Epidémiologie des BLSE à Enterobacter cloacae 

7.1. Notions générales  

Depuis les années 1980, les céphalosporines de troisième génération font partie des 

molécules pivot pour le traitement de plusieurs infections sévères. Rapidement, un groupe 

hétérogène d'enzymes à transmission plasmidique, responsable des résistances aux 

pénicillines, aux céphalosporines, et autres monobactames s'est développé chez plusieurs 

bactéries dont la majorité sont des entérobactéries: les β-lactamases à spectre 

étendu (Colodner, 2005). Les premières observations de BLSE sont décrites en Europe et, 

rapidement après, aux États-Unis à partir de 1988 où une nouvelle résistance à la ceftazidine 

et à l'aztréonam a permis de retrouver une nouvelle β-lactamase à transmission plasmidique 

chez une K. pneumoniae (Quinn et al., 1989). Cette enzyme est transmise rapidement et 

facilement aux autres BGN dont E.cloacae. Ces espèces productrices de BLSE ont été 

décrites dans plusieurs pays à travers le monde (Canton et al., 2002 ;  Chanawong et al., 

2002). Les données publiées ont démontré une large gamme de taux de production de BLSE 

parmi des isolats cliniques d’E.cloacae: Taiwan (63,3%) (Kao, et al., 2010), Grèce (25%) 

(Ho et al., 2009), États-Unis (7,3% et 4,3%) (Sanders et al., 2002; D’Agata et al., 1998), la 

Corée du Sud (16.2%) (Ko et al., 2008), Royaume-Uni (33%) (Crowley et Ratcliffe, 2003).  

L’espèce d’E .cloacae produisant une BLSE est aussi présente en Algérie : 17.7% au centre 

et à l’est de l’Algérie (Iabadene et al., 2008) ; 47.6% à Annaba  (Nedjai et al., 2013); 21% 

à Tlemcen (Baba Ahmed, 2013) et 57,7% à Sidi Bel Abbes (Souna, 2010).  

Initialement, les BLSE des espèces d’Enterobacter étaient typiquement des enzymes de type 

TEM ou SHV (Mammeri et al., 2001), mais les enzymes de la classe CTX-M ont été 

décrites plus récemment (Canton et al., 2002). Les BLSE de type VEB-1 ont été trouvées 
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chez Enterobacter spp. au Thaïlande (Girlich et al., 2001), le type IBC-1 en Grèce(Kartali 

et al., 2002), et le type de l'OFS au Japon (Matsumoto et  Inoue, 1999).  

Leur impact est très important, surtout dans les services de réanimation avec de véritables 

épidémies puis un passage à l'endémie (Paterson, 2001). Les résistances de type BLSE se 

retrouvent souvent associées à des corésistances aux aminoglycosides, aux tétracyclines, au 

triméthoprime-sulfaméthoxazole et à la ciprofloxacine (Winokur et al., 2001). 

7.2. Facteur de risque  

Des études cas témoins et/ou des études d’observation de petite envergure dans un contexte 

hospitalier (Bisson et al., 2002; Gardam et al., 2002) ont identifié un séjour prolongé, 

l’admission en soins intensifs, la durée du séjour en soins intensifs, la ventilation 

mécanique, la trachéostomie, la présence d’un cathéter artériel, d’un cathéter veineux 

central, d’un cathéter urinaire ou de sondes d’alimentation et l’utilisation antérieure 

d’antibiotiques comme des facteurs de risque de colonisation par des BLSE et d’infection 

par des organismes produisant des BLSE (Sandoval et al., 2004; Lautenbach et al., 2001). 

Il est actuellement prouvé que l'utilisation des antibiotiques est le facteur de risque le plus 

important dans le développement de résistances bactériennes (Rubin et Samore, 2002). De 

nombreuses études ont été effectuées ces dernières années sur le sujet et ont souvent montré 

le rôle prépondérant des antibiotiques dans l'émergence des BLSE (De Champs et al., 

1989). En effet, les antibiotiques agissent à plusieurs niveaux : ils peuvent transformer la 

flore habituelle des patients, favoriser la colonisation par des bactéries résistantes et faciliter 

leur dissémination. En d'autres termes, les antibiotiques exercent une pression de sélection 

non négligeable (Jacobson et al., 1995), et cette pression de sélection est d'autant plus 

marquée que le nombre de patients traités est important et que la durée de l'antibiothérapie 

est longue (Follath et al., 1987). De plus, on peut constater que la restriction de l'utilisation 

des antibiotiques a permis la diminution du nombre des souches produisant une 

BLSE (Meyer et al., 1993; Chow et al., 1991). L'administration d'une céphalosporine pour 

traiter les infections à Enterobacter a été rapportée comme un risque de sélection dans le 

développement des Enterobacter spp. multirésistants. La résistance à la céphalosporine est 

un facteur de risque accru pour une mortalité de 30 jours chez les patients atteints de 
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bactériémie due à Enterobacter spp., suggérant que c'était un raison de retards dans le 

traitement initial approprié (Denton, 2007).  

7.3. Réservoirs  

Lorsqu’on parle d’infections associées aux soins, on est tenu d’identifier les différents 

réservoirs potentiels des bactéries, à savoir les patients eux-mêmes, le personnel soignant, le 

matériel médical et l’environnement. Dans le cadre des infections à entérobactéries, il a 

souvent été démontré que le réservoir prépondérant est le patient lui-même (Goldstein, 

1995).  

7.4. Modes de transmission   

La transmission peut produire des épidémies locales au niveau d’une unité de soins 

intensifs, d’un hôpital ou un centre de soins. Elle peut s’étendre au niveau inter hospitalier 

par le transfert de patients colonisés ou infectés. 

Dans la majorité des cas, la transmission nosocomiale des BLSE est liée au contact avec les 

mains du personnel soignant. Des sources de contamination ponctuelles à partir de 

l’environnement ont été impliquées occasionnellement comme les stéthoscopes, 

thermomètres, endoscopes et appareils d’échographie, baignoires, gels de bains, 

shampoings, ongles artificiels chez les infirmières, ainsi que les insectes comme les blattes 

(Rodriguez-Villalobos  et  Struelens, 2006).  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Matériel et Méthodes 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                            Matériel et Méthodes 
 

46 
 

1. Matériel 

1.1. Souches de référence 

 ATCC 27853: Pseudomonas aeruginosa de phénotype sauvage ; 

 ATCC 25922: Escherichia coli ; 

 VIM: Pseudomonas aeruginosa productrice de métallo--lactamase VIM ;  

 K 12: Escherichia coli résistante à la rifampicine ; 

 VP 517: Escherichia coli ; 

 Escherichia coli 50192 ; 

 Bactéries électrocompétentes DH 10 B. 

1.2. Milieux de culture 

1.2.1. Milieux de culture liquides 

 BN : Bouillon nutritif (Institut Pasteur d’Algérie) ; 

 BHIB : Bouillon cœur cerveau (Fluka) ; 

 MHL : Mueller Hinton liquide (Fluka) ; 

 LB : Bouillon Luria (Sigma). 

1.2.2.  Milieux de culture solides 

 Gélose nutritive (Fluka) ; 

 Mac Conkey (Fluka) ; 

 Mueller Hinton (Fluka) ; 

 TSI : Triple Sugar Iron. 

1.3. Tests biochimiques 

 Galerie API 20 E (Bio Mérieux). 

1.4. Solutions, Enzymes et Tampons 

 Solutions : Solution d’EDTA 0,5 M pH 8, Solution de lyse, Solution de BET 

(Sigma), Ethanol, Phénol-Chloroform-Isoamylalcool (24 :25 :1) (Sigma), Réactif 

de Kieser, Solution de lavage et phénol-chloroforme acide ;  

 Tampons : Tampon TE, Tampon de charge, Tampon TBE 1X, Tampon ATL, AL, 

AW1, AW2 et AE (Kit QIAamp DNA Mini), Tampon de suspension, Tampon de 

lyse et Tampon de restriction ;  

 Enzymes : Protéinase K, RNase A, lysozyme et enzyme de restriction (XbaI). 
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1.5. Antibiotiques 

1.5.1.  En disque 

 -lactamines: Amoxicilline/acide clavulanique (20/10 μg), Ticarcilline (75 

μg), Ticarcilline/acide clavulanique (75/10 g), Pipéracilline (75μg), 

Pipéracilline/tazobactam (75/10μg), Imipénème (10 μg), Aztréonam (30 g), 

Céfalotine (30 g), Céfoxitine (30 g), Céfotaxime (30 g), Ceftriaxone (30 

g), Ceftazidime (30 g), Céfépime (30 g); 

 Aminosides: Tobramycine (30 μg), Amikacine (30 μg) et Gentamicine (15 

μg) ; 

 Quinolones: Acide nalidixique (30 μg), Ofloxacine (5 μg) et Ciprofloxacine 

(5 μg) ; 

 Autres antibiotiques: Colistine (50 g), Triméthoprime/Sulfaméthoxazole 

(75 μg) et Rifampicine (30 μg). 

 

1.5.2. En poudre 

 -lactamines: Pipéracilline (DakotaR Pharm.), Pipéracilline/tazobactam 

(Wyeth Pharmaceuticals), Imipénème (MSD), Céfoxitine (Panpharma), 

Aztréonam (Sanofi- synthelabo),  Céfotaxime (Aventis), Ceftazidime (Glaxo 

Smith Kline), Céfépime (Bristol-Myers Squibb) et Orbénine (Astellas) ; 

 Aminosides : Tobramycine (Merck), Amikacine (Bristol-Myers Squibb) et  

Gentamicine (Panpharma) ; 

 Quinolones : Ciprofloxacine (Bayer Pharma) ; 

 Autre antibiotique: Rifampicine (Saidal). 
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2. Méthodes  

2.1. Prélèvements 

2.1.1. Lieu d’étude (hôpitaux et services) 

L’étude multicentrique a été réalisée sur trois centres hôspitalo-universitaires situés  dans 

l’ouest du pays : 

 L’hôpital de Tlemcen comprend 800 lits distribués sur 25 services de médecine et de 

chirurgie ; 

 L’hôpital d’Oran contient 2142 lits et dispose de 54 services ; 

 l’hôpital de Sidi Bel Abbes est composé de 639 lits avec 23 services 

d’hospitalisation. 

Les services choisis sont la réanimation, la traumatologie, la chirurgie générale et infantile 

(CCI), la neurochirurgie, la néonatologie, la médecine interne et l’endocrinologie. 

2.1.2. Type de prélèvements  

Les  prélèvements ont été réalisés par écouvillonnage sur des plaies suppurées, d’escarres de 

malade et de l’environnement hospitalier ainsi que par la  récupération directe des sondes 

trachéales et vésicales, puis acheminés au laboratoire (les écouvillons et les sondes sont 

introduits dans un tube contenant du bouillon nutritif afin d’assurer la survie des souches) 

pour être incubés dans l’étuve à 37°± 1 pendant 18 à 24H.   

2.2. Isolement et purification 

On procède directement à une recherche des souches d’Enterobacter cloacae et pour 

cela on réalise un ensemencement en strie sur toute la surface d’une gélose Mac 

Conkey  pour l’isolement des bactéries à Gram négatif grâce à l’action de deux 

inhibiteurs présent dans le milieu, le cristal violet pour l’inhibition de la flore Gram 

positive et les sels biliaires pour la sélection des entérobactéries. Ce milieu  

ensemencé, est  incubé à 37°C ± 1°C pendant 24 H. Après observation de l’aspect 

macroscopique des colonies, on réalise des purifications par ensemencements 

successifs en alternant bouillon nutritif et gélose Mac Conkey. 
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2.3. Identification 

L’identification a été réalisée par les galeries d’identification AP 20E. Le système 

API® Bio Mérieux (Appareillage et Procédé d’Identification) est une version 

miniaturisée et standardisée des techniques biochimiques conventionnelles pour 

l’identification des bactéries.  

Elle est prise à partir des cultures pures représentées par des colonies que l’on peut 

différencier par leur aspect, forme, taille, bord, surface et chromogénèse. 

Lorsqu’une suspension bactérienne de densité convenable est répartie dans les 

différentes alvéoles qui composent la micro-galerie (contenant de substrats 

déshydratés), les métabolites produits durant la période d’incubation se traduisent 

par des changements de couleur spontanés ou révélés par addition de réactifs.  

Ces plaques permettent l’identification des entérobactéries et autres bacilles à Gram 

négatif et comprennent 20 tests biochimiques. 

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

l’identification obtenue à l’aide du tableau d’identification du catalogue analytique 

(annexe 2). 

 

2.4. Antibiogramme 

2.4.1. Principe 

L’antibiogramme ou les méthodes par diffusion sont les plus utilisés par les 

laboratoires cliniques. Ils consistent à disposer des disques de papier buvard 

imprégnés de concentration déterminée d’antibiotiques à la surface d’un milieu 

gélosé. Dès l’application des disques, l’antibiotique diffuse à partir du disque de 

manière uniforme dans la gélose. Après incubation, les disques s'entourent de zones 

d'inhibition circulaires correspondant à une absence de culture. 
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2.4.2. Technique (CASFM, 2011; Vedel, 1998)  

Préparation de l’inoculum 

 Ensemencer 5 ml de bouillon BHIB avec 3 à 4 colonies de la souche à tester; 

 Incuber 3 à 5 H sous agitation à 37± 1°C. La culture doit être de 108 UFC/ml soit 

de densité optique 0.08-0.1 à une longueur d’onde de 625nm.  

Ensemencement 

 Diluer la suspension inoculum au 1/100 ( 106 UFC/ml) dans de l’eau 

physiologique ; 

 Ensemencer par inondation les boites de Pétri coulées par 20 ml de milieu 

Mueller-Hinton ; 

 Après l'aspiration de surplus, faire sécher les boites de Pétri 20 à 30 mn à 

l’étuve.  

Application des disques 

 Déposer  les disques d’antibiotiques à l’aide d’une pince stérile; 

 Pour ce qui concerne les -lactamines, placer les disques suivant le schéma de 

Vedel (figure 13). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13. Schéma de Vedel (1998) 
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On laisse les boites 20 mn à la  température ambiante pour permettre une pré-

diffusion de l’antibiotique, puis on incube pendant 18-24 H à 37°C ±1°C. 

2.4.3. Lecture 

 Mesurer avec précision les diamètres des zones d’inhibition, et comparer ces 

résultats aux valeurs critiques figurant dans l’annexe 3 ; 

 Classer les bactéries dans l’une des catégories: Sensible, Intermédiaire ou 

Résistance ; 

 Interpréter les phénotypes de résistance aux -lactamines. 

 

2.5. Détermination de la CMI en milieu solide 

2.5.1. Principe  

La méthode de dilution successive en milieu solide est la méthode de référence pour 

déterminer la sensibilité bactérienne aux antibiotiques. Elle consiste à mettre un inoculum 

bactrien standardisé au contact de concentrations croissantes d’antibiotiques. 

2.5.2. Technique (CASFM, 2011) 

Préparation des solutions d’antibiotiques 

Pour chacun des antibiotiques, préparer une solution mère à 5120 mg/l puis réaliser des 

dilutions séries de progression géométrique de raison 1/2 (annexe 4). 

Préparation des boîtes 

 Distribuer 2 ml de chaque dilution d’antibiotique dans une série de boîte de Pétri ainsi 

que 2 ml d’eau distillée stérile dans une boîte de Pétri témoin ; 

 Ajouter 18 ml de milieu Mueller Hinton glosé maintenu en surfusion ; 

 Bien mélanger et laisser solidifier ; 

 Sécher les boîtes 30 mn à l’étuve à 37°C. 

Préparation de l’inoculum 

 Préparer des suspensions de 108 UFC/ml pour chacune des souches à tester. 

Ensemencement 

 Diluer la suspension d’inoculum au 1/10 ; 
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 Ensemencer par spot 1 à 2 l de la suspension bactérienne, soit un inoculum de  104 

UFC/spot. 

Incubation 

 Incuber 18 à 24 H à 37°C.  

2.5.3. Lecture 

 S’assurer de la croissance des souches au niveau de la boîte témoin ; 

 La concentration minimale inhibitrice est définie comme étant la plus faible 

concentration ou il n’y a pas de croissance visible. La présence d’une ou de deux 

colonies ou d’un fin film n’est pas prise en considération. 

 

2.6. Détermination de la CMI par E-test (Epsillométer-test) 

2.6.1. Principe  

La détermination précise de la CMI par la méthode de référence est difficilement utilisable 

en pratique quotidienne. La commercialisation d'une technique rapide et simple, l’E-test 

(AB Biodisk), permet à un laboratoire de diagnostic de mesurer la CMI.  

Le E-test permet de déterminer la CMI grâce à l'utilisation de bandelettes imprégnées d'un 

gradient exponentiel continu de l'antibiotique à tester. Ce gradient couvre une zone qui, en 

fonction des molécules, va de 0.016 à 256 mg/l ou de 0.002 à 32 mg/l. L’E-test associe les 

caractéristiques des méthodes de diffusion et de dilution en milieu solide. Les bandelettes 

sont des supports inertes, hydrophobes, de 5 mm de largeur et de 50 mm de longueur.  

2.6.2. Technique (Rahal et al., 2011) 

 Préparer des suspensions de 108 UFC/ml pour chacune des souches à tester ; 

 Diluer la suspension d’inoculum au 1/100 ( 106 UFC/ml) dans de l’eau 

physiologique ; 

 Ensemencer par inondation les boites de Pétri coulées par 20 ml de milieu 

Mueller-Hinton ; 

 Après l'aspiration de surplus, faire sécher les boites de Pétri 20 à 30 mn à 

l’étuve ; 

 Appliquer les bandelettes E-test sur la surface de la gélose Mueller-Hinton. 
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2.6.3. Lecture 

Après incubation (18 à 24 H à 37°C), l’inhibition de la croissance bactérienne se traduit par 

la présence d’une ellipse dont les points d'intersection avec la bandelette définissent la CMI. 

Une échelle de lecture imprimée à la face supérieure de la bandelette, permet une 

interprétation rapide (lecture directe de la valeur de la CMI). 

 

Figure 14. Les approches phénotypiques pour le dépistage et la confirmation des classes β-

lactamases  (Doi et Paterson, 2007) 
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2.7. Test de synergie  

2.7.1. Principe 

Cette technique, sur gélose dite des « bouchons de champagne » recommandée par 

le CASFM, reste la plus utilisée.  Elle consiste à rechercher une synergie sur gélose 

de Mueller-Hinton entre un disque d’antibiotique contenant un inhibiteur de -

lactamases (d’amoxicilline + acide clavulanique) et des disques (placés à 2 ou 3 cm 

du disque central) de C3G (ceftazidime, de céfotaxime  et de  céfépime) et/ou 

d’aztréonam. Elle permet de différencier une bactérie hyperproductrice de 

céphalosporinases d'une bactérie produisant une BLSE dans la famille des 

entérobactéries. 

2.7.2. Technique (Rahal et al., 2011) 

 La recherche de la -lactamase à spectre étendu se fait dans les conditions standard de 

l’antibiogramme en disposant un disque d’amoxicilline/acide clavulanique (AMC) à 

30 mm (centre à centre) d’un disque de C3G ; 

 La détection des BLSE chez les souches également hyperproductrices de 

céphalosporinase (Enterobacter….) est facilitée par la recherche d’une synergie 

entre un disque d’amoxicilline/acide clavulanique et le céfépime ou cefpirome 

(C4G). 

2.7.3. Lecture 

Il y a présence d’une BLSE ou un test de synergie positif quand il y a  une image 

caractéristique, en « bouchon de Champagne ». Un résultat positif est basé sur 

l'inhibition des BLSE par l'acide clavulanique, et par conséquent l'augmentation de 

l'activité des céphalosporines de troisième et quatrième génération en présence 

d'acide clavulanique. 
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2.8. Test à la cloxacilline  

2.8.1.  Principe 

Pour certaines souches de bacille à Gram négatif, il est parfois difficile de 

distinguer sur l’antibiogramme habituel les hyperproductions de céphalosporinases 

des -lactamases à spectre élargi (BLSE). En cas d’hyperproduction, les diamètres 

autour des disques de C3G très diminués peuvent masquer les images de synergies 

évocatrices de BLSE entre des disques de C3G et d’acide clavulanique. La cloxacilline 

(Orbénine®), ajoutée au milieu pour l’antibiogramme (Mueller-Hinton), inhibe in 

vitro les céphalosporinases de la classe C d’Ambler chromosomiques ou plasmidiques et 

reste inefficace sur les pénicillinases des bacilles à Gram négatif. 

 

2.8.2. Technique (Rahal et al., 2011) 

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

cloxacilline à une concentration finale de 300 μg/ml ; 

 Dans ce cas il faut dissoudre 0.3 g de Cloxacilline dans 30 ml d’eau distillée 

pour préparer une concentration de 10000μg/ml  puis procéder  à une dilution à 3000 

μg/ml ; 

 Pour  une boite ronde (90mm), mettre 2 ml de cette concentration et 18 ml de 

Mueller-Hinton. 

 

2.8.3. Lecture 

L’interprétation des résultats peut se traduire, en comparant les boites de Pétri 

contenant une gélose Mueller-Hinton simple et celles contenant les géloses 

supplémentées de la cloxacilline. 

Un résultat  positif est noté lorsque une augmentation des diamètres d'inhibition, 

d'au moins 8 mm autour des disques de céfotaxime CTX et ceftazidime CAZ, est 

observée.  
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2.9. Test de Hodge   

2.9.1. Principe 

Un disque d’imipénème est appliqué au centre d’une boîte de Mueller Hinton (MH) 

préalablement ensemencée avec une souche d’Escherichia coli sauvage (ATCC 25922) 

sensible aux carbapénèmes afin d’obtenir une culture confluente et un diamètre dans la zone 

de sensibilité autour de l’imipénème.  

2.9.2. Technique (Cuzon et al., 2010; Anderson et al., 2007) 

 Préparer une suspension d’E.coli ATCC 25922 de 108 UFC/ml ; 

 Ensemencer par écouvillonnage une gélose Mac Conkey ; 

 Faire une lourde strie de la souche à tester à partir d’un prélèvement de quelques 

colonies d’une culture sur milieu Mueller Hinton gélosé du centre de la boite vers la 

périphérie ; 

 Sécher les boîtes 15 mn ; 

 Déposer un disque d’imipénème au centre (à l’extrémité de la strie) ; 

 Incuber 18 H à 37°C ± 1°C. 

2.9.3. Lecture 

L’hydrolyse de l’imipénème par la souche à tester se traduit par l’échancrure de la zone 

d’inhibition de la souche d’E.coli ATCC 25922 (figure 15). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15. Lecture du test de Hodge (Anderson et al., 2007). 
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2.10. Test de l’EDTA  

2.10.1. Principe 

La recherche de la métallo--lactamases  a été effectuée sur les souches en mettant à profit 

la faculté de l’ethylene diamintetraacetic acid (EDTA), chélateur bivalent à restaurer 

l’activité de l’imipénème en chélatant les ions Zn2+ indispensables à l’activité de la métallo-

-lactamases en la rendant inactive. Il permet de différencier entre les métallo--lactamases 

et les autres carbapénèmases de classe A ou D. 

2.10.2.  Technique de DDST (Double-disc synergy tests) (Aggoune-Khinache et al., 

2009; Galani et al., 2008) 

 Préparer des suspensions de la souche à tester à une densité équivalente à 0.5 Mc Farland 

et inoculer une boîte de Mueller Hinton ; 

 Placer un disque d’imipénème (10 g) ou un disque de ceftazidime (30 g) et un disque 

blanc de papier filtre à distance de 10, 15 et 20 mm (centre à centre) ; 

 Ajouter 10 l de solution d’EDTA 0.5 M au disque blanc ; 

 Incuber 18 H à 35°C ± 1°C. 

2.10.3. Lecture 

Après l’incubation, la présence d’une zone d’inhibition synergétique est interprétée positive.   

2.10.4. Technique de CDT (The combination disc test) (Aggoune-Khinache et al., 

2009; Galani et al., 2008) 

 Placer 2 disques d’imipénème (10 g) et 2 disques de ceftazidime (30 g) sur une boîte 

de Mueller Hinton inoculée par la souche à tester (0.5 Mc Farland) ; 

 Ajouter 4 l de solution d’EDTA (0.5 M) à un disque de chaque antibiotique.  

2.10.5. Lecture 

Après une incubation pendant 18 H à 35°C ± 1°C, un résultat est interprété positivement si 

on constate une différence de plus 7 mm de diamètre des zones d’inhibition entre les 

disques d’imipénème / imipénème + l’EDTA ou de ceftazidime / ceftazidime + l’EDTA. 
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2.11. Etude des plasmides extraits des souches et leurs transconjugants 

2.11.1.  Extraction de Kieser  

2.11.1.1. Principe  

Les bactéries obtenues par culture sur milieu solide sont mises en suspension dans le 

tampon de Kieser puis lysées par ajout de solution de lyse. Après incubation, les protéines 

sont précipitées par l’ajout du phénol-chloroforme saturé en eau. Après une centrifugation, 

la phase supérieure est prélevée puis déposée dans un gel d’agarose afin de visualiser 

l’ADN plasmidique. 

2.11.1.2. Technique (Kieser, 1984) 

 Encemencer les souches la veille de l’extraction et la souche témoin Escherichia coli 

50192 ; 

 Préparer des tubes avec 500µl de réactif de Kieser : sucrose 300 mM, Tris 25 Mm pH 

8, EDTA 25 Mm pH 8, vert de bromocrésol 0.02% (p/v) ; 

 Racler les colonies à l’aide d’une oёse puis les ajouter aux tubes des réactifs de 

Kieser ; 

 Bien écraser les colonies et mélanger de façon à obtenir une suspension homogène ; 

 Ajouter 250µl de solution de lyse préparée extemporanément (SDS 2% p/v, NaOH 

200 mM), mélanger par retournement ; 

 Incuber 30min au bain marie 55°C ; 

 Laisser refroidir 5min sur paillasse ;  

 Ajouter 250µl de phénol-chloroforme acide, mélanger par retournements ; 

 Centrifuger 15min à 4°C à 12000 rpm ; 

 Recueillir le surnageant (maximum 300µl) dans un tube propre. 

 

2.11.2.  Electrophorèse sur gel d’agarose  

2.11.2.1. Principe 

L'électrophorèse sur gel d'agarose est la méthode de choix pour la séparation, la purification 

et l'identification des fragments d'ADN et d'ARN. Sous l’influence d’un courant électrique, 

les acides nucléiques chargés négativement se déplacent à travers le gel d’agarose vers la 

borne positive (l'anode). Les molécules seront séparées dans le gel dû au fait qu’elles ne 

migrent pas toutes à la même vitesse. 
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2.11.2.2. Technique (Sambrook et Russel, 2001) 

        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 X ; 

 Refroidir la solution à 55°C dans un bain marie, puis couler le gel dans un moule dont 

les 2 extrémités ont été préalablement fermées par du ruban adhésif ; 

 Déposer un peigne dans le gel afin de réaliser des puits ; 

 Laisser solidifier ; 

 Retirer le peigne du gel et le ruban adhésif du moule ; 

 Placer le moule avec le gel dans la cuve d’électrophorèse ; 

 Ajouter un volume de tampon TBE 1X dans la cuve préalablement remplie jusqu’à ce 

que le gel soit immergé (environ 1 mm au dessus). 

Ensemencement 

 Répartir dans des tubes Eppendorf 40 l de chaque solution d’ADN ; 

 Ajouter 10 l de tampon de charge ; 

 Mélanger à l’aide d’une micropipette puis transférer les 25 l des mélanges dans les 

puits du gel. 

Migration 

 Brancher le générateur après avoir raccordé la cuve ; 

 Appliquer un voltage de 90 volts pendant 4 H. 

Révélation 

 Colorer le gel en l’immergeant dans une solution de TBE 1X contenant du BET à une 

concentration de 0.5 g/ml pendant 30 à 45 mn à température ambiante ; 

 Placer le gel dans un transilluminateur. 
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2.11.3.  Transfert des plasmides par conjugaison  

2.11.3.1. Principe 

La conjugaison représente le phénomène de contact physique par lequel les plasmides 

peuvent passer d’une cellule donatrice à une autre réceptrice (K 12). La sélection des 

transconjugants s’effectue en présence de 2 antibiotiques: l’un correspond à l’une des 

résistances transférées, l’autre à la résistance non transférable de la souche réceptrice.  

2.11.3.2. Technique (Touati, 2006) 

 Ensemencer la souche réceptrice la K12 et les souches donatrices en bouillon BHIB et 

incuber 18 à 24 H à 37°C ± 1°C ; 

 Réaliser un mélange donatrice réceptrice dans un rapport 1 : 10 ; 

 Mélanger par inversion ; 

 Incuber 18 à 24 H à 37°C ± 1°C ; 

 Ensemencer par strie le mélange sur un milieu de sélection ; 

 Vérifier la sélectivité des milieux de sélection en ensemençant la souche donatrice et la 

souche réceptrice sur la même boite ; 

 Incuber  24 H à 37°C ± 1°C.  

2.11.3.3. Préparation de boites de sélection 

La sélection a été faite sur Mac Conkey (18 ml) additionné de 1 ml de céfotaxime et 1 ml de 

rifampicine à des concentrations finales de 16 g/ml et de 256 g/ml respectivement. 

2.11.3.4. Lecture 

Analyser les transconjugants en réalisant des antibiogrammes et/ou des CMI. 

2.11.4.  Eléctroporation  

2.11.4.1. Principe  

Les transformations des bactéries DH 10B, par des vecteurs navettes, ont été réalisées par 

électroporation. Au préalable, les cellules sont rendues compétentes après leur culture dans 

du milieu LB. L’application de champ électrique de forte intensité à une culture bactérienne, 

déstabilise les membranes cellulaires et permet la pénétration d’ADN exogène dans les 

cellules.  
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2.11.4.2. Technique   

 L’électroporation se fait dans des cuves BioRad en mettant en présence un aliquot de 

bactéries électrocompétentes (souche de référence DH 10 B) et 1µl de l’ADN 

plasmidique à transformer ; 

 Le choc électrique est produit par un appareil BioRad Gene Pulser II configuré pour 

les valeurs suivantes : 2500V/25µF/200Ω pendant une durée de 4,6 s ; 

 Les cellules sont reprise dans 1ml de soc medium ; 

 Incuber 1H à 37°C dans la roue ; 

 Etaler les cellules sur des boites de sélection ; 

 La sélection a été faite sur Mueller Hinton (18 ml) additionné de la ticarcilline, la 

céfoxitine et le ceftazidime à des concentrations finales de 100g/ml, de 10g/ml et 

de 1g/ml respectivement. 

 

2.12. Etude de l’ADN par PCR  

2.12.1.  Extraction et purification de l’ADN génomique  

L’ADN est extrait selon les 2 méthodes suivantes : 

2.12.1.1. Choc thermique (Perez-Hernandez et al., 2002) 

 Mélanger 100l de l’eau distillé avec une colonie ; 

 Incuber au bain marie à 100°C pendant 10min ; 

 Mettre au congélateur à -90°C pendant 10min ; 

 Re-incuber au bain marie à 100°C pendant 5min ; 

 Centrifuger le mélange  5min à 12000rpm ; 

 Récupérer le surnageant dans un nouveau eppendorf.  

2.12.1.2. QIA-amp DNA mini kit  

 Lancer les souches dans des bouillons la veille de l’extraction ; 

 Centrifuger 1.5 ml de bouillon pendant 10 min à 5000 g (7500 rpm) ; 

 Jeter le surnageant et suspendre le culot dans 180µl de tampon ATL (fourni dans le 

Kit QIAamp DNA Mini) en agitant vigoureusement ; 

 Ajouter 20 µl de Protéinase K, mélanger en vortexant puis incuber à 56°C jusqu'à ce 

que tous le tissu soit entièrement lysé. Vortexer de temps à autre pendant l’incubation 
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afin de dissoudre les agrégats dans l’échantillon. Centrifuger brièvement le tube de 

1,5 ml pour récupérer les gouttelettes accumulées dans le capuchon ; 

 Ajouter 4 µl RNase A (100 mg/ml), vortexer pendant 15 s et incuber pendant 2min à 

température ambiante. Centrifuger brièvement le tube de 1.5 ml pour récupérer les 

gouttelettes accumulées dans le capuchon ; 

 Ajouter 200 µl de tampon AL à l’échantillon, mélanger 15 s en vortexant puis 

incuber 10 min à 70°C. Centrifuger brièvement le tube de 1.5 ml pour récupérer les 

accumulées dans le capuchon ; 

 Ajouter 200 µl d’éthanol (96 à 100%) à l’échantillon et mélanger 15 s en vortexant. 

Après homogénéisation, centrifuger brièvement le tube de 1.5 ml afin de récupérer 

les gouttelettes accumulées dans le capuchon ; 

 Déposer le mélange obtenu (y compris le précipité) dans la colonne QIAamp (placée 

dans le tube collecteur de 2 ml) sans en mouiller le bord. Fermer le capuchon et 

centrifuger 1 min à 6000 g (8000 rpm). Transférer la colonne QIAamp dans un tube 

collecteur de 2 ml (fourni) et jeter le tube contenant l’effluent ; 

 Ouvrir la colonne QIAamp avec précaution et déposer 500 µl de tampon AW1. 

Fermer le capuchon et centrifuger 1 min à 6000 g (8000 rpm). Transférer la colonne 

QIAamp dans un nouveau tube collecteur de 2ml (fourni) et jeter le tube contenant 

l’effluent ; 

 Ouvrir la colonne QIAamp et ajouter 500 µl de tampon AW2 sans en mouiller le 

bord. Fermer le capuchon et centrifuger 3 min à vitesse maximale (20000 g : 14000 

rpm) ; 

 Transférer la colonne QIAamp dans un nouveau tube collecteur de 2 ml (non fourni), 

et jeter l’ancien tube collecteur contenant l’effluent. Centrifuger 1min à (20000 g : 

14000 rpm) ; 

 Transférer la colonne QIAamp dans un tube propre de 1.5ml (non fourni). Jeter 

l’ancien tube collecteur contenant l’effluent. Ouvrir délicatement la colonne QIAamp 

et déposer 200 µl de tampon AE ou d’eau distillée. Incuber 1 min à température 

ambiante et centrifuger ensuite 1 min à 6000 g (8000 rpm) ; 

 Répéter la dernière étape et récupérer l’éluat ; 
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 Pour une conservation de l’ADN de longue durée, il est recommandé de l’éluer dans 

du tampon AE et de le conserver à -20°C. 

 

2.12.2.  Amplification de l’ADN par PCR  

Le mélange réactionnel (50 µL) se compose de 1 µl de dNTP (10 mM), de 5 µl de tampon 

10X (MgCl2 20mM), de 0.25 µl de Taq (5µg/µl), de 37 µl de l’eau, de 2.5 µl de chaque 

amorce (10 µM) (annexe 7) et de 2 µl d’ADN. Les réactions d’amplification sont réalisées à 

l’aide d’un thermocycleur : Applied Biosystems Gene Amp, PCR système 2700. Les 

différentes étapes sont reprises ci-dessous pendant 35 cycles : 

 95°C pendant 10 min 

 95°C pendant 45 s 

 53°C pendant 45 s 

 72°C pendant 1 min 

 72°C pendant 10 min 

Après leur séparation sur gel, les extrais positives sont purifiés à l’aide du kit proposé par la 

marque Quiagen : QIAquick Gel Purification Kit.  

 

2.13. Séquençage de l’ADN 

Les ADN polymérases sont capables de synthétiser un brin complémentaire d'ADN, à partir 

d'un brin matrice. Pour le séquençage des nucléotides légèrement différents sont utilisés: les 

didésoxyribonucléotides (ddNTP) au lieu des désoxyribonucléotides triphosphate (dNTP). 

Les ddNTP diffèrent des dNTP par l'absence d'un groupement OH en position 3’. Ainsi 

lorsqu'une ADN polymérase utilise un ddNTP, elle n'est plus capable de rajouter le moindre 

nucléotide à sa suite : la synthèse du brin d'ADN s'arrête. 

Le séquençage d’ADN est réalisé par plateforme technique « séquençage, analyse de 

fragments » de l’IFR 133, à l’aide de l’appareil 3130 Genetic Analyser (Applied 

Biosystems, Courtaboeuf, France). Les réactions de séquençage sont effectuées par la 

méthode des didéoxynucléotides de Sanger (Sanger et al., 1977) à l’aide du kit BigDye 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). 
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Les séquences d’alignement des nucléotides sont analysées sur le site web du centre 

national de biotechnologie (http: //www.ncbi.nlm.nih.gov). 

 

2.14. Typage des souches par électrophorèse en champ pulsé (ECP) 

2.14.1.  Principe  

Ce type d'électrophorèse a été développé par Schwartz et Cantor en 1984 afin de séparer 

les grandes molécules d'ADN (> 50 kb) que l'électrophorèse classique en gel d’agarose ne 

permet pas de résoudre, même en diminuant au maximum la concentration d'agarose (en 

dessous de 0.4% les gels sont impossibles à manipuler). 

La porosité d'un gel d'agarose classique est inférieure au micron alors que la longueur d'une 

molécule d'ADN de 50 kb complètement étirée est d'environ 18 microns. La vitesse de 

migration des molécules d'ADN dont la taille est supérieure à 20 kb n'est plus affectée par 

l'effet de filtration, elle est constante quelle que soit la taille de la molécule. 

Le principe de l'électrophorèse en champ pulsé consiste à alterner l'orientation du champ 

électrique au cours du temps. Chaque changement de champ électrique réoriente la molécule 

d’ADN dans le gel augmentant ainsi la probabilité que la molécule d’ADN soit orientée de 

façon à passer à travers les mailles du gel. Cette probabilité dépend de la taille de la 

molécule et la vitesse de migration d'un fragment d'ADN dans le gel varie dans le sens 

inverse de sa taille. L'électrophorèse en champ pulsé permet ainsi de séparer des fragments 

d'ADN d'une taille allant de moins de 1 kb à une dizaine de méga-bases. Pour ce type 

d'électrophorèse, il n'est pas possible d'utiliser des ADN purifiés par les techniques 

classiques car ces techniques les cassent en fragments d'une taille inférieure à 100 kb. Pour 

éviter la cassure mécanique des molécules d'ADN les cellules sont incluses dans des blocs 

d'agarose (plugs). 

Différentes techniques de champ pulsé ont été développées : OFAGE, CHEF, FIGE, TAFE, 

etc. Les conditions d’électrophorèse dépendent de la zone de taille à résoudre. 

Le marqueur de tailles que nous utilisons le plus fréquemment, servant de référence pour la 

taille des fragments, est l'ADN de Saccharomyces cerevisae. 
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2.13.2. Technique (Colak et al., 2002) 

 Culture en bouillon d’une colonie dans 10 ml pendant 24 H ; 

 Dilution au 1/10 dans un bouillon neuf, culture 2-3 H sur la roue jusqu’à une DO 600 

nm=0.8-1 ; 

 Centrifuger 1,8 ml de cette culture à 10000 rpm/min pendant 5 min. Idéalement 5.108 

bactérie/ml ; 

 Laver le culot dans 750 µl d’eau stérile (500-1000 selon le culot) ; 

 Recentrifuger et éliminer le surnageant ; 

 Pendant ce temps, faire fondre l’agarose LMP 2% en eau stérile 20 ml et équilibrer à 

50°C. Stocker l’excès à 40°C ; 

 Reprendre le culot dans 200 µl de Tampon de suspension (EDTA-Tris-NaCl) ; 

 Ajouter 200 µl (vol/vol) d’agarose LMP, bien resuspendre et déposer dans des puits; 

 Placer 30 min à 4°C ; 

 Préparer 10 ml de tampon de lyse + 200 µl de lysozyme 50 mg/ml (concentration 

finale de lysozyme : 1 mg/ml) ; 

 Pousser les plugs dans un tube de 2 ml contenant 1 ml de Tampon de lyse et incuber 

2 H à 37°C ; 

 Bien aspirer la solution en inclinant le tube pour ne pas abîmer les plugs ; 

 Ajouter la solution de Protéinase K et incuber pendant 24 H à 56°C (plusieurs 

bactéries ont été incubées ainsi jusqu’à 4 jours sans problème) ; 

 Retirer le surnageant et laver les plugs 4 fois avec 1 ml de solution de lavage pendant 

30 min. On peut laisser les plugs overnight dans le dernier lavage ; 

 Tapoter les plugs sur du parafilm pour les faire tomber, couper ces derniers sur 3 ; 

 Mettre le 1/3 de plug dans de tampon de lavage dilué au 1/10, incuber 30 min à 

température ambiante, conserver les 2/3 de plugs dans de tampon de lavage à 4°C ; 

 Remplacer le tampon de lavage par 300 µl du tampon de restriction. Incuber 30 min à 

température ambiante en agitant de temps en temps ; 

 Aspirer le tampon et remplacer par 100 µl de tampon + enzyme de restriction (XbaI) 

à raison de 40 UI/100 µl de plugs. Incuber 24 h à la température optimale : 37°C 

pour XbaI ; 
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 Retirer tampon et incuber 30 min avec 1 ml de tampon de lavage ; 

 Préparer TBE 0.5X à partir du TBE 10X ; 

 Faire fondre l’Agarose Pulse Field 1% en TBE 0.5X et équilibré à 50°C ; 

 Monter le support de gel et déposer les plugs sur le peigne, aspirer tous le liquide 

pour qu’ils s’adhèrent bien aux dents (ne pas oublier le ladder) ; 

 Couler le gel avec la peigne en place ; 

 Retirer le peigne et remplacer les puits avec de l’agarose fondu (gardé à 50°C) ; 

 Allumer les interrupteur de l’appareil à champ pulsé en commençant par les deux de 

gauche, pompe allumée en dernier ; 

 Faire un cycle avec 2 l d’eau stérile ; 

 Programmer 14°C bien avant de descendre avec le gel : Set temps 14°C. Il faut 

environ 1 min pour que le support de refroidissement se mettre en marche. Vérifier 

que la pompe fonctionne toujours ; 

 Vider la cuve dans l’évier et remplacer par 1.9 l de TBE 0.5X pour qu’il s’équilibre à 

14°C ; 

 Immerger le gel dans la cuve d'électrophorèse ; 

 Programmer la migration selon les conditions suivantes : 

 Temps de pulse initial 2 s 

 Temps de pulse final 32 s 

 Temps de migration 24 H 

 6 Volt/cm  

 Température 14°C 

 Arrêter l’appareil à champ pulsé, sortir le gel et le déposer dans un bac contenant une 

solution de TBE 1X contenant du BET à une concentration finale de 0.01 μg/ml. 

Colorer le gel pendant 30 min ; 

 Pour observer les fragments d'acides nucléiques, utiliser les UV lamda = 254. 
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1. Prélèvements 

Durant la période d’étude allant de septembre 2009 à mai 2012, 1196 prélèvements 

(patients et environnement) ont été effectués à partir de différents ser

grands hôpitaux de l’ouest algérien

 A : Centre hospitalier universitaire de 

 B : Centre hospitalier universitaire de Sidi Bel Abbes: Hassani Abdelkader

 C : Centre hospitalier universitaire d’Oran: Ben Zerjeb.

Figure 16. Carte de 

Tableau 11. Répartition des prélèvements selon les hôpita

     Hôpital 

Année 

Tlemcen

2009/2010 282 
2010/2011 173 
2011/2012 65 

Total 520 

                                                                                 Résultats  

68 

d’étude allant de septembre 2009 à mai 2012, 1196 prélèvements 

et environnement) ont été effectués à partir de différents ser

l’ouest algérien (tableau 11; figure 16) : 

Centre hospitalier universitaire de Tlemcen: Tidjani Damerdji

Centre hospitalier universitaire de Sidi Bel Abbes: Hassani Abdelkader

Centre hospitalier universitaire d’Oran: Ben Zerjeb. 

Carte de l’ouest algérien (https://www.google.fr/maps)

Répartition des prélèvements selon les hôpitaux et la période de 

prélèvement 

Tlemcen Sidi Bel Abbes Oran 

 243 46 
 71 188 

 74 54 
 388 288 

Résultats   

d’étude allant de septembre 2009 à mai 2012, 1196 prélèvements 

et environnement) ont été effectués à partir de différents services de trois 

Tlemcen: Tidjani Damerdji ; 

Centre hospitalier universitaire de Sidi Bel Abbes: Hassani Abdelkader ; 

 

(https://www.google.fr/maps) 

ux et la période de 

Total 

571 
432 
193 
1196 



                                                                                 

 

2. Souches identifiées  

Au cours de la période 

identifiées,  à partir de 1196 prélèvement

(158/1196). 54 souches à partir de 388 prélèvements 

à partir de 288 prélèvements à Oran

(figure 17).  

La figure 18 et le tableau 1

et par hôpital sur l’ensemble des prélèvements effectués. Cette espèce est donc plus 

isolée en particulier à l’hôpital d’Oran 

et 16.7% respectivement.   

Sur le total des souches, 117 ont été isolées à partir de patients et 41 souches à partir 

de l’environnement hopitalier 

16.8% (41/244) respectivement 

Figure 17

Tableau 12. Fréquence d’isolement des souches d’

         CHU 
Année 

Tlemcen 

2009/2010 21/282 (7.4%)

2010/2011 27/173 (15.6%)

2011/2012 3/65 (4.6%)

Total 51/520 (9.8%)

53
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Au cours de la période d’étude, 158 souches d’Enterobacter 

à partir de 1196 prélèvements, avec une fréquence d’isolement de 13.2% 

à partir de 388 prélèvements à l’hôpital de Sid

e 288 prélèvements à Oran et 51 à partir de 520 prélèvements 

tableau 12 monrent la fréquence d’isolement d’E.cloacae 

et par hôpital sur l’ensemble des prélèvements effectués. Cette espèce est donc plus 

à l’hôpital d’Oran et aussi durant la période 2010/2011 

Sur le total des souches, 117 ont été isolées à partir de patients et 41 souches à partir 

de l’environnement hopitalier soit des fréquences d’isolement de 12.3% (117/952) et  

16.8% (41/244) respectivement (tableau 13). 

 

Figure 17. Répartition selon les hôpitaux 

Fréquence d’isolement des souches d’E.cloacae

Sidi Bel Abbes Oran 

21/282 (7.4%) 26/243 (10.7%) 11/46 (23.9%) 

27/173 (15.6%) 20/71 (28.2%) 25/188 (13.3%) 

3/65 (4.6%) 8/74 (10.8%) 17/54 (31.5%) 

51/520 (9.8%) 54/388 (13.9%) 53/288 (18.4%) 158/1196 (13.2%)

51

54

Tlemcen

Sidi Bel Abbes

Oran

Résultats   

 cloacae ont été 

’isolement de 13.2% 

à l’hôpital de Sidi Bel Abbes, 53 

à partir de 520 prélèvements à Tlemcen 

E.cloacae par année 

et par hôpital sur l’ensemble des prélèvements effectués. Cette espèce est donc plus 

2010/2011 soit 18.4% 

Sur le total des souches, 117 ont été isolées à partir de patients et 41 souches à partir 

de 12.3% (117/952) et  

 

cloacae 

Total 

58/571 (10.1%) 

72/432 (16.7%) 

28/193 (14.5%) 

158/1196 (13.2%) 



                                                                                 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18. Fréquence d’isolement en fonction des années

Tableau 13. Répartition selon l’hôpital et la source de prélèvement

           Prélèvement  

Hôpital 

Environnement

Tlemcen 
Sidi Bel Abbes 

Oran 
Total 

 

L’identification par galerie API 20E 

principaux caractères biochimiques liés à

Figure 19. Résultat d

0,00%

5,00%

10,00%

15,00%

20,00%
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30,00%
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Fréquence d’isolement en fonction des années et des hôpitaux

 

Répartition selon l’hôpital et la source de prélèvement

Environnement Patients 

15 36 
16 38 
10 43 
41 117 

L’identification par galerie API 20E (figure 19) a permis de mettre en évidence les 

ipaux caractères biochimiques liés à l’espèce E.cloacae. 

Résultat d’identification par galerie API 20E

 

2009/2010 2010/2011 2011/2012

Tlemcen

Sidi Bel Abbes

Oran

Résultats   

et des hôpitaux 

Répartition selon l’hôpital et la source de prélèvement 

Total 

51 
54 
53 
158 

a permis de mettre en évidence les 

 

ntification par galerie API 20E 

Tlemcen

Sidi Bel Abbes

Oran



                                                                                 

 

3. Répartition selon les unités fonctionnelles

3.1. A l’hôpital de Tlemcen 

70.6% de souches d’E.cloacae 

réanimation. Les autres services hospitaliers dont la chirurgie, la maternité, la 

traumatologie, la neurochirurgie et la neonatologie 

Figure 20

 

Concernant l’origine des prélèvements

beaucoup plus colonisés par cette espèce avec un taux 

sondes trachéales avec 25.5% 

Figure 21. 

9,8%

3,9%
3,9%

5,9%

29,4%

15,7%
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selon les unités fonctionnelles et les prélèvement

A l’hôpital de Tlemcen  

E.cloacae ont été isolées uniquement au niveau du service de 

Les autres services hospitaliers dont la chirurgie, la maternité, la 

traumatologie, la neurochirurgie et la neonatologie sont moins représentés

Figure 20. Répartition selon les services 

es prélèvements, l’environnement et les sondes urinaires sont 

beaucoup plus colonisés par cette espèce avec un taux identique de 29.4% 

sondes trachéales avec 25.5% (figure 21). 

. Répartition selon la source de prélèvement

 

70,6%

5,9% 5,9%
Réanimation

Chirurgie

Maternité

Traumatologie

Neurochirurgie

Neonatologie

29,4%

25,5%

15,7%

Environnement

Sonde Trachéale

Sonde urinaire

Plaie

Résultats   

prélèvements  

ont été isolées uniquement au niveau du service de 

Les autres services hospitaliers dont la chirurgie, la maternité, la 

représentés (figure 20).  

 

l’environnement et les sondes urinaires sont 

29.4% suivi par les 

 

selon la source de prélèvement 

Réanimation

Traumatologie

Neurochirurgie

Neonatologie

Environnement

Sonde Trachéale

Sonde urinaire



                                                                                 

 

3.2. A l’hôpital de Sidi Bel Abbes

Le service de réanimation enregistre 

avec 35.2%, suivi du service de chirurgie avec 27.8% 

Figure 22

Dans les differents sites de prélèvements, l

partir des plaies post-opératoires et

respectivement (figure 23). 

Figure 23. 

 

 

13%

9,2%

7,4%
7,4%

14,8%

37%
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A l’hôpital de Sidi Bel Abbes 

e de réanimation enregistre le taux le plus important de souches d’

avec 35.2%, suivi du service de chirurgie avec 27.8% (figure 22). 

Figure 22. Répartition selon les services 

 

Dans les differents sites de prélèvements, la majorité des souches ont été isolées

opératoires et de l’environnement, soit 37% et 29.6% 

.  

. Répartition selon la source de prélèvement

 

35,2%

27,8%

7,4%
Réanimation

Chirurgie

Réanimation UMC

Traumatologie

Neurochirurgie

Endocrinologie

29,6%

18,5%

Environnement

Sonde Trachéale

Sonde urinaire

Plaie

Résultats   

souches d’E.cloacae 

 

a majorité des souches ont été isolées à 

de l’environnement, soit 37% et 29.6% 

 

prélèvement 

Réanimation UMC

Neurochirurgie

Environnement

Sonde Trachéale

Sonde urinaire



                                                                                 

 

3.3. A l’hôpital d’Oran

Les trois services de réanimation médicale, UMC et infantile représentent les 

principaux services d’isolement de souches avec 35.8

(figure 24). 

Figure 24

 

Les souches d’E.cloacae 

trachéales (39.6%) suivi de l’environnement

(20.7%). En  revanche, la plus basse distribution est enregistrée 

(figure 25). 

Figure 25. 

 

18,9%

15,1%

7,5%
5,7%

20,7%

17%
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A l’hôpital d’Oran 

es trois services de réanimation médicale, UMC et infantile représentent les 

principaux services d’isolement de souches avec 35.8%, 18.9% et 17% respectivement 

Figure 24. Répartition selon les services 

E.cloacae prédominent aussi, dans les prélève

suivi de l’environnement (22.6%) et les sondes

En  revanche, la plus basse distribution est enregistrée 

. Répartition selon la source de prélèvement

35,8%

17%

5,7% Réanimation Médicale

Réanimation Infantile

Réanimation UMC

CCI

Neurochirurgie

Traumatologie

22,6%

39,6%

Environnement

Sonde Trachéale

Sonde urinaire

Plaie

Résultats   

es trois services de réanimation médicale, UMC et infantile représentent les 

%, 18.9% et 17% respectivement 

 

dans les prélèvements de sondes 

et les sondes urinaire 

En  revanche, la plus basse distribution est enregistrée pour les plaies 

 

selon la source de prélèvement 

Réanimation Médicale

Réanimation Infantile

Environnement

Sonde Trachéale



                                                                                 

 

4. Résistance aux antibiotiques

Sur la totalité des souches étudiées, l

suivants : amoxicilline/acide clavulanique (100%), tica

ticarcilline/acide clavulanique (70.2%), piperacilline (66.4%), piperacilline/tazobactam 

(38%),  céfalotine (100%), céfoxitine (96.8%), céftriax

ceftazidime (70.2%), aztreonam

taux de résistance le plus important a été observé pour la tobramycine (57%) suivi de 

la gentamicine (53.2%). En ce qui concerne les qui

pour l’acide nalidixique, 48.1% pour l’ofloxacine et 45.6% pour la ciprofloxacine.

Pour les sulfamides, un 

triméthoprime/sulfaméthoxazole (

Enfin, les souches d’E.cloacae

amikacine (7.6%) et imipénème (6.3%). U

la colistine, pouvant être des

Figure 26
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100

72,8
70,2

66,4

38

R+I% 

Résistant (R), Intermédiaire (I), 

clavulanique (TCC), Pipéracilline (PIP), 

Céfoxitine (FOX), Céfotaxime (CTX), Ceftriaxone (CRO), Ceftazidime (CAZ), Aztréonam (ATM),

Tobramycine (TM), Amikacine (AN), 

Ciprofloxacine (CIP), Colistine (CS), Triméthoprime/Sulfaméthoxazole (SXT)
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Résistance aux antibiotiques 

étudiées, les taux de résistance aux β-lactamines étaie

cide clavulanique (100%), ticarcilline (72.8%), 

lavulanique (70.2%), piperacilline (66.4%), piperacilline/tazobactam 

(38%),  céfalotine (100%), céfoxitine (96.8%), céftriaxone (69%) céfotaxime (69.6%), 

ftazidime (70.2%), aztreonam (62%) et céfepime (51.9%). Pour les aminosides, le 

e plus important a été observé pour la tobramycine (57%) suivi de 

la gentamicine (53.2%). En ce qui concerne les quinolones, les taux 

pour l’acide nalidixique, 48.1% pour l’ofloxacine et 45.6% pour la ciprofloxacine.

 taux moyen de résistance a été observé

ulfaméthoxazole (57%). 

E.cloacae présentent une faible résistance 

imipénème (6.3%). Une sensibilité totale a été constatée 

, pouvant être des alternatives thérapeutiques (figure 26). 

 

 

Figure 26. Taux de résistance aux antibiotiques 

6,3

100
96,8

69 69,6 70,2

62

51,9
57

53,2

7,6

52,53

), Amoxicilline/acide clavulanique (AMC), Ticarcilline (TIC), Ticarcilline/acide 

clavulanique (TCC), Pipéracilline (PIP), Pipéracilline/tazobactam (TZP), Imipénème (IMP), Céfalotine (CF), 

Céfoxitine (FOX), Céfotaxime (CTX), Ceftriaxone (CRO), Ceftazidime (CAZ), Aztréonam (ATM),

amycine (TM), Amikacine (AN), Gentamicine (GN),  Acide nalidixique (NA), Ofloxac

Ciprofloxacine (CIP), Colistine (CS), Triméthoprime/Sulfaméthoxazole (SXT). 

Résultats   

lactamines étaient les 

rcilline (72.8%), 

lavulanique (70.2%), piperacilline (66.4%), piperacilline/tazobactam 

one (69%) céfotaxime (69.6%), 

(62%) et céfepime (51.9%). Pour les aminosides, le 

e plus important a été observé pour la tobramycine (57%) suivi de 

nolones, les taux étaient de 52.5% 

pour l’acide nalidixique, 48.1% pour l’ofloxacine et 45.6% pour la ciprofloxacine. 

taux moyen de résistance a été observé vis-à-vis du 

présentent une faible résistance aux antibiotiques 

a été constatée vis-à-vis 

 

 

52,53
48,1 45,6

0

57

Amoxicilline/acide clavulanique (AMC), Ticarcilline (TIC), Ticarcilline/acide 

Pipéracilline/tazobactam (TZP), Imipénème (IMP), Céfalotine (CF), 

Céfoxitine (FOX), Céfotaxime (CTX), Ceftriaxone (CRO), Ceftazidime (CAZ), Aztréonam (ATM), Céfépime (FEP), 

ixique (NA), Ofloxacine (OFX),  



                                                                                 

 

En fonction des 3 hôpitaux, l

de Tlemcen par rapport aux autres hôpitaux (Oran et Sidi Bel Abbes) pour la maj

des antibiotiques testés (figure 27 et 28

Figure 27. Taux de r

Figure 28. Taux de résis
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R+I% 

Résistant (R), Intermédiaire 

Acide nalidixique (NA), Ofloxacine (OFX), 

Triméthoprime/Sulfaméthoxazole (SXT)

Résistant (R), Intermédiaire (I), Amoxicilline/acide clavulanique (AMC), Ticarcilline (TIC), Ticarcilline/acide 

clavulanique (TCC), Pipéracilline (PIP), Pipéracilline/tazobactam (TZP), Imipénème (IMP), Céfalotine (CF), 

Céfoxitine (FOX), Céfotaxime (CTX), Ceftriaxone (CRO), Ceftazidime (CAZ), Aztréonam (ATM), Céfépime (FEP)

R+I% 
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En fonction des 3 hôpitaux, le taux de résistance des souches est plus élevé à l’hôpital 

rapport aux autres hôpitaux (Oran et Sidi Bel Abbes) pour la maj

figure 27 et 28). 

 

Taux de résistance aux -lactamines au niveau des 3 hôpitaux

 

résistance aux autres antibiotiques au niveau des 3 hôpitaux

TZP IMP CF FOX CRO CTX CAZ ATM

AN NA OFX CIP CS SXT

Tlemcen 

Sidi Bel Abbes 

Oran 

ntermédiaire (I), Tobramycine (TM), Amikacine (AN), Gentamicine (GN)

xique (NA), Ofloxacine (OFX), Ciprofloxacine (CIP), Colistine (CS), 

Triméthoprime/Sulfaméthoxazole (SXT). 

Amoxicilline/acide clavulanique (AMC), Ticarcilline (TIC), Ticarcilline/acide 

Pipéracilline (PIP), Pipéracilline/tazobactam (TZP), Imipénème (IMP), Céfalotine (CF), 

Céfoxitine (FOX), Céfotaxime (CTX), Ceftriaxone (CRO), Ceftazidime (CAZ), Aztréonam (ATM), Céfépime (FEP)

Résultats   

e taux de résistance des souches est plus élevé à l’hôpital 

rapport aux autres hôpitaux (Oran et Sidi Bel Abbes) pour la majorité 

 

des 3 hôpitaux 

 

tance aux autres antibiotiques au niveau des 3 hôpitaux 

ATM FEP

Tlemcen 

Sidi Bel Abbes 

Oran 

Tlemcen 

Sidi Bel Abbes 

Oran 

Gentamicine (GN), 

Ciprofloxacine (CIP), Colistine (CS), 

Amoxicilline/acide clavulanique (AMC), Ticarcilline (TIC), Ticarcilline/acide 

Pipéracilline (PIP), Pipéracilline/tazobactam (TZP), Imipénème (IMP), Céfalotine (CF), 

Céfoxitine (FOX), Céfotaxime (CTX), Ceftriaxone (CRO), Ceftazidime (CAZ), Aztréonam (ATM), Céfépime (FEP).  



                                                                                 

 

5. Phénotypes de résistance

Le comportement des E.cloacae

classer en fonction de leur phénotype de résistance (

L'expression phénotypique habituelle de cette espèce 

sein du groupe 3 des entérobactéries, soit productrice d'une céphalosporinase 

chromosomique inductible ou AmpC 

Figure 29. 

Figure 30. Répartition des p
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Phénotypes de résistance 

E.cloacae vis-à-vis des -lactamines nous a permis de les 

en fonction de leur phénotype de résistance (figure 29, 30

L'expression phénotypique habituelle de cette espèce E.cloacae est individualisée au 

sein du groupe 3 des entérobactéries, soit productrice d'une céphalosporinase 

omosomique inductible ou AmpC (souche sauvage).  

 Phénotypes de résistance aux -lactamines

Répartition des phénotypes de résistance aux -lactamines

hôpitaux 

33,5%

17,7%

BLSE

BLSE+Case

Case

Pase

Sauvage

BLSE+Case
Case

Pase
Sauvage

Tlemcen

Sidi Bel Abbes

Oran

lactamase à spectre étendu (BLSE), Cépholosporinase hyperproduite (Case), 

cillinase de haut niveau (Pase). 

lactamase à spectre étendu (BLSE), Cépholosporinase hyperproduite (Case), Pénicillinase de haut niveau (Pase).

Résultats   

lactamines nous a permis de les 

30 et tableau 14). 

est individualisée au 

sein du groupe 3 des entérobactéries, soit productrice d'une céphalosporinase 

 

lactamines 

 

lactamines selon les 

BLSE+Case

Sauvage

Tlemcen

Sidi Bel Abbes

Oran

cillinase de haut niveau (Pase). 
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Tableau 14. Intervalles de CMI (g/ml) observés en fonction des phénotypes de 

résistance aux -lactamines 

Hôpital Phénotype 

Antibiotique en poudre 

PIP TZP IMP FOX CTX CAZ ATM FEP 

≤8->16 ≤8->16 ≤2->8 ≤8->32 ≤1->2 ≤1->8 ≤1->8 ≤1->8 

T
le

m
ce

n
 BLSE 256->512 8-32 0.25-4 128->512 32->512 4-512 8-256 64->512 

BLSE+Case 256-512 16-64 0.125-0.5 32-512 64-128 4-16 8->512 32->512 

Case 128->512 8-256 1-2 256->512 32-512 <0.5->512 <0.5-256 1-512 

S
id

i 
B

el
 A

b
b

es
 

BLSE 512->512 8-16 0.5-2 64-512 64-512 64-256 32-256 2->512 

BLSE+Case 512->512 16 0.5-4 16-512 64->512 16->512 2->512 2->512 

Case 2-4 1 0.5-1 512->512 16->512 2-8 2-8 <0.5-1 

O
ra

n
 

BLSE 256->512 8-32 0.5-1 64-512 >512 2->512 32->512 <0.5->512 

BLSE+Case 512->512 16-32 <0.5-1 32-512 1->512 <0.5->512 <0.5->512 <0.5->512 

Case 2-32 1-8 <0.5-0.5 512->512 1-128 <0.5-32 <0.5-32 < 0.5 

-lactamase à spectre étendu (BLSE), Cépholosporinase hyperproduite (Case) 
 Pipéracilline (PIP), Pipéracilline/tazobactam (TZP), Imipénème (IMP), Céfoxitine (FOX), Céfotaxime (CTX), Ceftazidime (CAZ), 
Aztréonam (ATM), Céfépime (FEP). 

 

L’analyse phénotypique des souches est en faveur d’une production de -lactamase à 

spectre étendu (BLSE) soit (51.3%), dont 28 souches (17.7%) produisent également 

une céphalosporinase de haut niveau associée. Ce phénotype est exprimé plus à 

l’hôpital de Sidi Bel Abbes soit 55.5%, suivie de 52.9% à l’hôpital de Tlemcen et 

45.3% à l’hôpital d’Oran. La présence de phénotype BLSE a été confirmée par des 

images de synergie caractéristiques entre l’acide clavulanique et les céphalosporines 

de 3eme génération et/ou l’aztréonam (figure 31).  

 



                                                                                 

 

 

 

 

 

 

Dans certains cas, la forte résistance aux 

céphalosporinase, masque les images de synergie indicatrices de phénotype BLSE. Un 

antibiogramme en présence d’une concentration définie de cloxacilline 

pour vérifier l’association des 2 mécanismes (BLSE avec céphalosporinase

hyperproduite) (figure 32). 

 

Figure 32. Phénoty

 

Le phénotype « céphalosporinase hyper

17.1%. L’absence des images de synergie et la restauration de l’activité des 

céphalosporines de 3ème génération, en présence de cloxacilline, est en faveur de ce 

phénotype (hyperproduction de céphalosporinase seule) 

A 

A 

                                

ATM                                                

                            TCC 

CTX                                                   FEP
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A: antibiogramme sans cloxacilline;
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Figure 31. Phénotype BLSE 

Dans certains cas, la forte résistance aux -lactamines, due à l’hyperproduction de 

céphalosporinase, masque les images de synergie indicatrices de phénotype BLSE. Un 

antibiogramme en présence d’une concentration définie de cloxacilline 

pour vérifier l’association des 2 mécanismes (BLSE avec céphalosporinase

 

Phénotype BLSE+ céphalosporinase hyperproduite

céphalosporinase hyperproduite » seul est détecté chez 27 souches soit 

L’absence des images de synergie et la restauration de l’activité des 

génération, en présence de cloxacilline, est en faveur de ce 

phénotype (hyperproduction de céphalosporinase seule) (figure 33). 

BA 
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                                    CAZ 
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IMP 

antibiogramme sans cloxacilline; B: antibiogramme avec cloxacilline à 300g/ml

Résultats   

lactamines, due à l’hyperproduction de 

céphalosporinase, masque les images de synergie indicatrices de phénotype BLSE. Un 

antibiogramme en présence d’une concentration définie de cloxacilline est nécessaire 

pour vérifier l’association des 2 mécanismes (BLSE avec céphalosporinase 

 

produite 

chez 27 souches soit 

L’absence des images de synergie et la restauration de l’activité des 

génération, en présence de cloxacilline, est en faveur de ce 
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CAZ 
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Figure 33. 

 

La production de pénicillinase a été trouvée chez 2 souches (1.3%),  observée 

uniquement aux hôpitaux de Sidi Bel Abbes et d’Oran. 

Le reste des souches (30.4%) ont présenté le phénotype sauvage avec un pourcentage 

plus élevé à l’hôpital de Sidi Bel Abbes 
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A: antibiogramme sans cloxacilline;
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 Phénotype céphalosporinase hyperproduite

La production de pénicillinase a été trouvée chez 2 souches (1.3%),  observée 

uniquement aux hôpitaux de Sidi Bel Abbes et d’Oran.  

Le reste des souches (30.4%) ont présenté le phénotype sauvage avec un pourcentage 

plus élevé à l’hôpital de Sidi Bel Abbes (35.2%) (figure 34).  

 

Figure 34. Phénotype sauvage 

A B
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antibiogramme sans cloxacilline; B: antibiogramme avec cloxacilline à 300g/ml 

Résultats   

produite 

La production de pénicillinase a été trouvée chez 2 souches (1.3%),  observée 

Le reste des souches (30.4%) ont présenté le phénotype sauvage avec un pourcentage 

B 
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Dans cette étude, certaines souches ont présenté une résistance intermédiaire avec des 

valeurs de CMI de 4 g/ml vis

de l’EDTA ont été réalisés afin de détecter d’éventuelle production de 

carbapénèmases. Le test de Hodge

l’identification de la -lactamase en cause. En outre, l

interpréter (Cuzon et al., 2010

synergie n’a été détectée (figure 35, 36 et 37

Figure 35

Figure 36

A: Imipénème (IMP)
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Dans cette étude, certaines souches ont présenté une résistance intermédiaire avec des 

g/ml vis-à-vis de l’imipénème. Pour cela des tests de Hodge et 

de l’EDTA ont été réalisés afin de détecter d’éventuelle production de 

Le test de Hodge, bien que facile à réaliser, ne préjuge en rien de 

lactamase en cause. En outre, le test est parfois difficile à  

., 2010). Alors que pour le test de l’EDTA, aucune image de 

(figure 35, 36 et 37). 

 

Figure 35. E-Test pour la souche S.Ec.14  

 
 

 

igure 36. Test de Hodge pour la souche S.Ec.14  

Imipénème (IMP) ; B: Ertapénème (ETP), Imipénème (IMP) 

 

A 

Résultats   

Dans cette étude, certaines souches ont présenté une résistance intermédiaire avec des 

l’imipénème. Pour cela des tests de Hodge et 

de l’EDTA ont été réalisés afin de détecter d’éventuelle production de 

, bien que facile à réaliser, ne préjuge en rien de 

e test est parfois difficile à  

. Alors que pour le test de l’EDTA, aucune image de 
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6. Résistances associées

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

(acide nalidixique,ofloxaciline et ciprofloxacine) et à

étaient les plus fréquentes chez les souches productrices de BLSE et de BLSE+C

(tableau 15 et 16; figure 38

céphalosporinase de haut niveau, ces antibiotiques 

L’amikacine et la colistine restent les deux molécules de référence, les plus actives.

 

 

 

 

 

Imipénème (IMP), E

A
B : Acide nalidi
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Figure 37.Test de l’EDTA  

Résistances associées 

résistances associées aux aminosides (tobramycine et gentamicine), quinolones 

ofloxaciline et ciprofloxacine) et à triméthoprime/sulfaméthoxazole, 

étaient les plus fréquentes chez les souches productrices de BLSE et de BLSE+C

; figure 38). En revanche, pour les souches qui produisent une 

ut niveau, ces antibiotiques sont modérément affectés. 

L’amikacine et la colistine restent les deux molécules de référence, les plus actives.

 

Figure 38. E-Test  

A : souche VIM  
B : souche S.Ec.14 

Imipénème (IMP), Ethylene diamintetraacetic acid (EDTA)  
 

A : Tobramycine (TM), Amikacine (AK) 
Acide nalidixique (NA), Ciprofloxacine (CIP). 

 

A 

Résultats   

 

résistances associées aux aminosides (tobramycine et gentamicine), quinolones 

triméthoprime/sulfaméthoxazole, 

étaient les plus fréquentes chez les souches productrices de BLSE et de BLSE+Case 

pour les souches qui produisent une 

sont modérément affectés. 

L’amikacine et la colistine restent les deux molécules de référence, les plus actives. 

B 
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Tableau 15. Résistances associées en fonction des phénotypes de résistance aux -

lactamines 

Phénotype 
Nombre 

(%) 

Nombre de souches résistantes (%) 

TM GM AN NA OFX CIP CS SXT 

BLSE 53 (33.5) 
49 

(92.4) 
50 

(94.3) 
5 

(9.4) 
46 

(86.8) 
45 

(84.9) 
42 

(79.2) 
0 (0) 

53 
(100) 

BLSE+Case 28 (17.7) 
28 

(100) 
27 

(96.4) 
5 

(17.8) 
25 

(89.3) 
22 

(78.6) 
21 

(75) 
0 (0) 

28 
(100) 

Case 27 (17.1) 
10 

(37) 
6 

(22.2) 
2 

(7.4) 
7 

(25.9) 
5 

(18.5) 
5 

(18.5) 
0 (0) 

6 
(22.2) 

Pase 2 (1.3) 
1 

(50) 
0 

(0) 
0 

(0) 
0 

(0) 
0 

(0) 
0 

(0) 
0 

(0) 
0 

(0) 

Sauvage 48 (30.4) 
2 

(4.2) 
1 

(2.1) 
0 

(0) 
5 

(10.4) 
4 

(8.3) 
4 

(8.3) 
0 (0) 

3 
(6.2) 

-lactamase à spectre étendu (BLSE), Cépholosporinase hyperproduite (Case), Pénicillinase de haut niveau (Pase). 
Tobramycine (TM), Gentamicine (GN), Amikacine (AN), Acide nalidixique (NA), Ofloxacine (OFX), Ciprofloxacine 
(CIP), Colistine (CS), Triméthoprime/Sulfaméthoxazole (SXT).  

 

Tableau 16. Intervalles de CMI (g/ml) observés en fonction des phénotypes de 

résistance 

Hôpital Phénotype 

Antibiotique en poudre 

TM GN AN CIP RIF 

≤2- >4 ≤2- >4 ≤8- >16 ≤0.5- >1 ≤4- >16 

T
le

m
ce

n
 BLSE 16- 32 32- 128 2- 16 <0.125- 16 16- 64 

BLSE+Case 32- 128 32- 128 <0.5-4 4 64 

Case 0.5- 4 <0.5- 32 1- 2 <0.125- 0.5 16- 64 

S
id

i 
B

el
 

A
b

b
es

 

BLSE 4- 32 16- 64 <0.5- 8 <0.125- 8 16- 64 

BLSE+Case 4- 32 <0.5- 64 <0.5- 2 0.125-128 8- 32 

Case <0.25- 0.5 0.5 <0.5 <0.125 32 

O
ra

n
 

BLSE 4- 32 <0.5- 64 <0.5- 8 <0.125- 2 8- 32 

BLSE+Case 4- 32 <0.5- 64 <0.5- 4 <0.125-8 <0.5- 32 

Case <0.25- 0.5 <0.5- 4 <0.5- 2 <0.125- 1 <0.5- 16 

-lactamase à spectre étendu (BLSE), Cépholosporinase hyperproduite (Case). 
Tobramycine (TM), Gentamicine (GN), Amikacine (AN), Ciprofloxacine (CIP), Rifampicine (RIF). 



                                                                                 

 

7. Conjugaison bactérienne

Selon la littérature, la résistance aux 

à l’acquisition d’un plasmide par un transfert horizontal. Afin de mettre en évidence ce 

transfert, l’expérience de la conjugaison a été réalisée à l’aide d’une souche 

Escherichia coli K12 (souche réceptrice) sensible à tous les antibiotiques à l’exception 

de la rifampicine.  

L’analyse des profils d’antibiorésistance des transconjugants par la méthode de 

diffusion en milieu solide a montré le transfert de la résistance aux 

aminosides et au triméthoprime/sulfaméthoxazole pour la majorité des souches

Pour toutes les souches présentant le phénotype BLSE, des images de synergie, 

indicatrice de ce phénotype, ont été observées chez leurs transconjugants qui 

confirment le support plasmidique de cette résistance 

 

Figure 39. Transfert de phénotype BLSE vers
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RA                      SXT                   C        

 

AN                     GN                  TM                     K

                                                                                 Résultats  

83 

Conjugaison bactérienne 

la résistance aux β-lactamines et la production de BLSE sont dues 

à l’acquisition d’un plasmide par un transfert horizontal. Afin de mettre en évidence ce 

transfert, l’expérience de la conjugaison a été réalisée à l’aide d’une souche 

K12 (souche réceptrice) sensible à tous les antibiotiques à l’exception 

L’analyse des profils d’antibiorésistance des transconjugants par la méthode de 

diffusion en milieu solide a montré le transfert de la résistance aux 

triméthoprime/sulfaméthoxazole pour la majorité des souches

Pour toutes les souches présentant le phénotype BLSE, des images de synergie, 

indicatrice de ce phénotype, ont été observées chez leurs transconjugants qui 

port plasmidique de cette résistance (figure 39). 

Transfert de phénotype BLSE vers la souche réceptrice K12

CAZFOX 

NA                     NOR                OFX                CIP 

FOS                  TGC                   TE                     CS 

RA                      SXT                   C                     NET 

AN                     GN                  TM                     K 

TZP                    CPO                  FOX              CXM

 

  PIP                  TCC                  IMP               MOX

 

TIC                    CAZ                 AMC               ATM

 

AMX                CF                    CTX                 FEP

Résultats   

lactamines et la production de BLSE sont dues 

à l’acquisition d’un plasmide par un transfert horizontal. Afin de mettre en évidence ce 

transfert, l’expérience de la conjugaison a été réalisée à l’aide d’une souche 

K12 (souche réceptrice) sensible à tous les antibiotiques à l’exception 

L’analyse des profils d’antibiorésistance des transconjugants par la méthode de 

diffusion en milieu solide a montré le transfert de la résistance aux -lactamines, aux 

triméthoprime/sulfaméthoxazole pour la majorité des souches. 

Pour toutes les souches présentant le phénotype BLSE, des images de synergie, 

indicatrice de ce phénotype, ont été observées chez leurs transconjugants qui 

 

la souche réceptrice K12 

CAZ 

TZP                    CPO                  FOX              CXM 

PIP                  TCC                  IMP               MOX 

TIC                    CAZ                 AMC               ATM 

CF                    CTX                 FEP 



                                                                                 

 

8. L’extraction de l’ADN plasmidiques 

L’analyse du contenu plasmidique de 42 souches 

transformants respectifs issus de l’életroporation, 

nombre de plasmides hébergés par ces souches. La taille des plasmides a été estimée 

par comparaison avec des plasmides de taille connue de la souche 

50192. 

Les souches contiennent de 1 à 5 différents plasmides de poids moléculaire compris 

entre 140 b à 140 kb. Le profil plasmidique des souches analysées est représenté dans 

la figure 40. 

 

Figure 40. Profil plasmidique des souches 

C : Chromosome 
TC : Transformant 
Ticarcilline (TIC), Céfoxitine (FOX), 
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traction de l’ADN plasmidiques  

L’analyse du contenu plasmidique de 42 souches d’E.cloacae, ai

transformants respectifs issus de l’életroporation, a permis de visualiser la taille

nombre de plasmides hébergés par ces souches. La taille des plasmides a été estimée 

r comparaison avec des plasmides de taille connue de la souche 

Les souches contiennent de 1 à 5 différents plasmides de poids moléculaire compris 

entre 140 b à 140 kb. Le profil plasmidique des souches analysées est représenté dans 

 

Profil plasmidique des souches d’E.cloacae ainsi que leurs transformants

 

Ticarcilline (TIC), Céfoxitine (FOX), Ceftazidime (CAZ) 

Résultats   

, ainsi que de leurs 

a permis de visualiser la taille et le 

nombre de plasmides hébergés par ces souches. La taille des plasmides a été estimée 

r comparaison avec des plasmides de taille connue de la souche Escherichia coli 

Les souches contiennent de 1 à 5 différents plasmides de poids moléculaire compris 

entre 140 b à 140 kb. Le profil plasmidique des souches analysées est représenté dans 

 

leurs transformants 



                                                                                 

 

9. Typage moléculaire par électrop

L’hétérogénéité génétique des souches 

champ pulsé (figure 41).  42 

partir de divers échantillons cliniques et environnementales provenant de trois CHU, 

ont été sélectionnées pour le typage moléculaire pa

dans le but de rechercher une 

Vingt et un pulsotypes (A

(Tenover et al., 1995). Les 

souches (H), trois souches (F, I) et deux souches (K) respec

pulsotypes sont distribués en deux subtypes entre les trois hôpitaux. Les pulsotypes B, 

O, R et S ont un indifférenciable PFGE profil, qui représente la même souche. Quatre 

souches (trois de l’hôpital de Sidi Bel Abbes et une de l’hôpita

avec le même profil PFGE (pulsotype E). Ces souches portent aussi le même gène 

BLSE (blaSHV). Le reste des souches (12 souches) ont montré des génotypes différents 

des autres souches (leurs profils PFGE sont considérablement différe

profils PFGE). 

Figure 4

L 

L
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Typage moléculaire par électrophorèse en champ pulsé (PFGE)

étérogénéité génétique des souches d’E.cloacae a été évaluée par électrophorèse en 

42 souches d’E.cloacae productrices de BLSE, 

partir de divers échantillons cliniques et environnementales provenant de trois CHU, 

ont été sélectionnées pour le typage moléculaire par électrophorèse en champ pulsé 

r une éventuelle dissémination entre les trois CHU.

pulsotypes (A-U) ont été déterminés selon les critères de Tenover

Les pulsotypes H, F, I, et K ont été détectés chez quatre 

souches (H), trois souches (F, I) et deux souches (K) respectivement. Tous ces 

pulsotypes sont distribués en deux subtypes entre les trois hôpitaux. Les pulsotypes B, 

O, R et S ont un indifférenciable PFGE profil, qui représente la même souche. Quatre 

souches (trois de l’hôpital de Sidi Bel Abbes et une de l’hôpital d’Oran) sont trouvées 

avec le même profil PFGE (pulsotype E). Ces souches portent aussi le même gène 

). Le reste des souches (12 souches) ont montré des génotypes différents 

des autres souches (leurs profils PFGE sont considérablement différe

Figure 41. L’analyse des profils PFGE 

L 

L : Ladder (ADN de Saccharomyces cerevisae) 

Résultats   

(PFGE)  

a été évaluée par électrophorèse en 

de BLSE, isolées à 

partir de divers échantillons cliniques et environnementales provenant de trois CHU, 

r électrophorèse en champ pulsé 

dissémination entre les trois CHU.  

U) ont été déterminés selon les critères de Tenover 

pulsotypes H, F, I, et K ont été détectés chez quatre 

tivement. Tous ces 

pulsotypes sont distribués en deux subtypes entre les trois hôpitaux. Les pulsotypes B, 

O, R et S ont un indifférenciable PFGE profil, qui représente la même souche. Quatre 

l d’Oran) sont trouvées 

avec le même profil PFGE (pulsotype E). Ces souches portent aussi le même gène 

). Le reste des souches (12 souches) ont montré des génotypes différents 

des autres souches (leurs profils PFGE sont considérablement différents des autres 
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10.  PCR et séquençage  

L’amplification par PCR suivi de séquençages ont été performé pour identifier les β-

lactamases de types blaTEM, blaSHV, et blaCTX-M chez 32 souches clinique non 

redondantes d’E.cloacae producteurs de BLSE. Ces souches ont été séléctionnées 

d’après les profils plasmidiques de Kieser et les pulsotypes de PFGE. 27 souches 

contenaient les deux gènes blaCTX-M et blaTEM, 3 souches étaient positives pour le gène 

blaSHV et blaTEM et 2 souches exprimaient les trois types de gènes. 

Le gène blaTEM  a été identifié chez toutes les souches (100%), dont le gène ne possède 

aucune activité céfotaximase. Cet enzyme correspond au β-lactamases de types TEM-1 

(figure 42). La majorité des BLSE identifiées dans l’ouest algérien sont de type 

blaCTX-M  (69%), incluant le gène CTX-M-15, et le gène CTX-M-3, avec 100% de 

souches à l’hôpital de Tlemcen (figure 44). La β-lactamase de type blaSHV (SHV-12) a 

été détectée chez 5 souches (11.9%), uniquement à l’hôpital d’Oran et de Sidi Bel 

Abbes (figure 43). En plus des β-lactamases de classe A d’ambler, le gène blaECB qui 

code pour les céphalosporinases chromosomiques, à été identifié chez toutes les 

souches (figure 45). Une souche d’E.cloacae, isolée à l’hôpital d’Oran, exprime le 

gène de type céphalosporinase plasmidique blaCMY-2 (figure 46). Aucune souche 

n’exprimait les carbapénèmases de type IMP, VIM ou NDM (figure 47).   

Figure 42. Résultat de la PCR blaTEM 

 
 

1(O.EC.1), 2(O.EC.2), 3(O.EC.3), 4(O.EC.5), 5(O.EC.6), 6(O.EC.7), 7(O.EC.9), 8(O.EC.15), 9(O.EC.18), 10(O.EC.19), 11(T.EC.29), 
12(T.EC.30), 13(T.EC.31), 14(T.EC.33), 15(T.EC.34), 16(T.EC.38), 17(T.EC.39), 18(T.EC.44), 19(S.EC.2), 20(S.EC.3), 21(S.EC.5), 

22(S.EC.6), 23(S.EC.14), 24(S.EC.26), 25(S.EC.30), T+ (témoin positif), T- (témoin négatif) 
26 (O.EC.8), 27(S.EC.24), 28(S.EC.29), 29(T.EC.42), 30(S.EC.8), 31(O.EC.22), 32(T.EC.45), T+ (témoin positif), T- (témoin négatif) 
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1(O.EC.1), 2(O.EC.2), 3(O.EC.3), 4(O.EC.5), 5(O.EC.6), 6(O.EC.7), 7(O.EC.9), 8(O.EC.15), 9(O.EC.18), 10(O.EC.19), 11(T.EC.29), 
12(T.EC.30), 13(T.EC.31), 14(T.EC.33), 15(T.EC.34), 16(T.EC.38), 17(T.EC.39), 18(T.EC.44), 19(S.EC.2), 20(S.EC.3), 21(S.EC.5), 

22(S.EC.6), 23(S.EC.14), 24(S.EC.26), 25(S.EC.30), T+ (témoin positif), T- (témoin négatif) 
26 (O.EC.8), 27(S.EC.24), 28(S.EC.29), 29(T.EC.42), 30(S.EC.8), 31(O.EC.22), 32(T.EC.45),  T+ (témoin positif), T- (témoin négatif) 

 

 
Figure 43. Résultat de la PCR blaSHV 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 44. Résultat de la PCR blaCTX-M 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

Figure 45. Résultat de la PCR blaECB 

 

1(O.EC.1), 2(O.EC.2), 3(O.EC.3), 4(O.EC.5), 5(O.EC.6), 6(O.EC.7), 7(O.EC.9), 8(O.EC.15), 9(O.EC.18), 10(O.EC.19), 11(T.EC.29), 
12(T.EC.30), 13(T.EC.31), 14(T.EC.33), 15(T.EC.34), 16(T.EC.38), 17(T.EC.39), 18(T.EC.44), 19(S.EC.2), 20(S.EC.3), 21(S.EC.5), 

22(S.EC.6), 23(S.EC.14), 24(S.EC.26), 25(S.EC.30), T+ (témoin positif), T- (témoin négatif) 
26 (O.EC.8), 27(S.EC.24), 28(S.EC.29), 29(T.EC.42), 30(S.EC.8), 31(O.EC.22), 32(T.EC.45), T+ (témoin positif), T- (témoin négatif) 

1(O.EC.1), 2(O.EC.2), 3(O.EC.3), 4(O.EC.5), 5(O.EC.6), 6(O.EC.7), 7(O.EC.9), 8(O.EC.15), 9(O.EC.18), 10(O.EC.19), 11(T.EC.29), 
12(T.EC.30), 13(T.EC.31), 14(T.EC.33), 15(T.EC.34), 16(T.EC.38), 17(T.EC.39), 18(T.EC.44), 19(S.EC.2), 20(S.EC.3), 21(S.EC.5), 

22(S.EC.6), 23(S.EC.14), 24(S.EC.26), 25(S.EC.30), T+ (témoin positif), T- (témoin négatif) 
26 (O.EC.8), 27(S.EC.24), 28(S.EC.29), 29(T.EC.42), 30(S.EC.8), 31(O.EC.22), 32(T.EC.45), T+ (témoin positif), T- (témoin négatif) 
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Figure 47. Résultat de la PCR

 

 

 

 

 

T+  T- 

1(O.EC.1), 2(O.EC.2), 3(O.EC.3), 4(O.EC.5), 5(O.EC.6), 6(O.EC.7), 7(O.EC.9), 8(O.EC.15), 9(
12(T.EC.30), 13(T.EC.31), 14(T.EC.33), 

22(S.EC.6), 23(S.EC.14), 24(S.EC.26), 25(S.EC.30), T+ (témoin positif), T
26 (O.EC.8), 27(S.EC.24), 28(S.EC.29), 29(T.EC.42), 30(S.EC.8), 31(O.EC.22),
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Figure 46. Résultat de la PCR blaCMY-2 

 

 

Résultat de la PCR blaVIM, blaIMP et blaNDM

 

 T+  T- 

1(O.EC.1), 2(O.EC.2), 3(O.EC.3), 4(O.EC.5), 5(O.EC.6), 6(O.EC.7), 7(O.EC.9), 8(O.EC.15), 9(O.EC.18), 10(O.EC.19), 11(T.EC.29), 
(T.EC.31), 14(T.EC.33), 15(T.EC.34), 16(T.EC.38), 17(T.EC.39), 18(T.EC.44), 19(S.EC.2), 20(S.EC.3), 21(S.EC.5), 

22(S.EC.6), 23(S.EC.14), 24(S.EC.26), 25(S.EC.30), T+ (témoin positif), T- (témoin négatif)
26 (O.EC.8), 27(S.EC.24), 28(S.EC.29), 29(T.EC.42), 30(S.EC.8), 31(O.EC.22), 32(T.EC.45), T+ (témoin positif), T

Résultats   

 

 

NDM 

T+  T- 

10(O.EC.19), 11(T.EC.29), 
(T.EC.39), 18(T.EC.44), 19(S.EC.2), 20(S.EC.3), 21(S.EC.5), 

(témoin négatif) 
T+ (témoin positif), T- (témoin négatif) 
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Tableau 17. Les caractéristiques des souches d’E.cloacae productrices de β-lactamases à spectre étendu 

 
Isolate Date of 

isolation 
Hospital Resistance 

phenotype 
PCR MIC (mg/L) 

TEM-
1 

SHV-
12 

Group 1 
CTX-M 

ACT-
1 

CMY-
2 

IMP CTX CAZ FEP AN GN CIP 

O,EC,2 01/2010 Oran ESBL+Case +  + +  0.5 >512 256 256 4 32 2 

O,EC,3 03/2010 Oran ESBL +  + +  1 >512 32 256 4 32 2 

O,EC,5 11/2010 Oran ESBL+Case +  + + + 1 >512 512 >512 4 32 2 

O,EC,8 03/2010 Oran ESBL + + + +  1 >512 >512 >512 2 <0,5 2 

O,EC,18 02/2011 Oran ESBL +  + +  0.5 >512 2 <0,5 <0,5 16 <0,125 

T,EC,30 01/2011 Tlemcen ESBL +  + +  0.5 512 64 256 4 64 32 

T,EC,31 01/2011 Tlemcen ESBL +  + +  1 512 128 512 4 64 2 

S,EC,2 10/2009 Sidi Bel Abbes ESBL +  + +  1 >512 16 256 4 16 2 

S,EC,8 12/2009 Sidi Bel Abbes ESBL+Case +  + +  1 >512 128 512 <0,5 64 0,125 

S,EC,14 03/2010 Sidi Bel Abbes ESBL+Case +  + +  2 >512 64 >512 2 32 32 
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La résistance bactérienne aux antibiotiques est la résultante d’interactions complexes entre 

la bactérie et son environnement. Elle est liée essentiellement à l’usage excessif des 

antibiotiques contribuant ainsi à l’émergence et à la diffusion de certains bacilles à Gram 

négatif en particulier les souches d’entérobactéries, dont Enterobacter cloacae, résistantes à 

un grand nombre d’antibiotiques : les β-lactamines à large spectre, les aminosides et les 

quinolones.  

Cette  étude multicentrique a permis d’évaluer l’activité antibactérienne des antibiotiques 

vis-à-vis de  l’espèce E. cloacae. Le choix de cette espèce est motivé par sa diversité 

biologique, son pouvoir métabolique important, son ubiquité, sa plasticité génétique mais 

aussi par son implication dans les infections nosocomiales de localisations variées. Entre 

septembre 2009 et mai 2012, 158 souches ont été identifiées à partir de 1196 prélèvements, 

avec une fréquence d’isolement de 13.2%, de différents services de trois grands hôpitaux de 

l’ouest algérien : Tlemcen, Sidi Bel Abbes et Oran. Cette fréquence d’isolement  étant 

considérée plus élevée que celle observée au Nigeria avec 0.34% (Ogbolua et al., 2011). 

Les E.cloacae ont été retrouvés dans tous les types de services des trois hôpitaux. 

Cependant, certaines spécialités sont apparues plus concernées dont les unités de soins 

intensifs où on note une prédominance de son isolement : 35.2% de souches ont été isolées 

au niveau de la réanimation du CHU de Sidi Bel Abbes, 70.6% au niveau de la réanimation 

de Tlemcen et 35.8%, 18.9% et 17% dans les trois services de réanimation médicale, UMC 

et infantile d’Oran. Ce résultat concorde avec les données de la littérature qui décrit 

l’importance de cette espèce surtout en unité de soins intensifs (Rahal et al., 2012). En plus, 

la circulation des patients entre unités différentes d’un même hôpital mais aussi entre 

hôpitaux, sur le plan national ou international, peut contribuer à la diffusion de cette 

résistance à travers le monde (Mkaouar et al., 2008). 

41 souches ont été isolées uniquement à partir de l’environnement hospitalier soit 16.8% de 

fréquence d’isolement qui reste superieur à celle rapportée au Maroc avec 5% (Saouide et 

Echchelh, 2014). L’identification des mécanismes de résistance impliqués et la recherche 

des souches cliniques dans l’environnement hospitalier ont permis d’émettre des hypothèses 

sur l’origine de la colonisation des patients et des modes de diffusion de la résistance, afin 
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de proposer des choix prioritaires parmi les mesures à mettre en œuvre pour la prévention 

des infections nosocomiales à E. cloacae. 

La détermination de la source de contamination et du mode de transmission des souches 

épidémiques est un des soucis majeurs dans les investigations des épidémies d’infections 

nosocomiales. Dans les épidémies à E. cloacae rapportées dans la littérature, les sources de 

contamination étaient variées. Elle peut être endogène (par l'intermédiaire de la colonisation 

de la peau, le tractus gastro-intestinal, ou du tractus urinaire) ou exogène, résultant de la 

nature omniprésente des espèces Enterobacter. Plusieurs rapports ont mis en cause les 

mains du personnel, des endoscopes, des produits sanguins, des dispositifs de surveillance 

de la pression intra-artérielle, et stéthoscopes comme sources d'infection (Fraser et al., 

2010).  

L’encombrement du service ainsi que le défaut d’isolement des malades infectés pourraient 

expliquer la diffusion de la bactérie. La transmission manuportée par le personnel soignant 

reste un élément important dans la dissémination des souches, par le non respect des 

consignes d’hygiène, dues à une surcharge de travail, situation habituelle dans ce service de 

réanimation. Pour diminuer la transmission manuportée, le lavage des mains, ainsi que 

l’utilisation des solutions hydro-alcooliques sont indispensables comme mesures d’hygiène 

classiques. Ainsi il s’avère nécessaire d’insister sur l’importance des pratiques d’isolement 

et sur la prévention par l’application des règles d’hygiène classiques. Les protocoles 

thérapeutiques utilisés dans chaque service jouent aussi un rôle dans l’apparition des 

épidémies par pression de sélection. Il convient donc d’insister sur le respect des règles 

d’hygiène hospitalière pour prévenir et limiter la diffusion des bactéries multirésistantes.  

Les niveaux des résistances bactériennes varient d’un pays à l’autre et d’une année à l’autre. 

Aussi, la connaissance de la situation locale et de son évolution sont nécessaires pour le 

choix de l’antibiothérapie de première intention (El Bakkouri et al., 2009). En effet, nos 

résultats montrent un taux de résistance considérable à la majorité des antibiotiques testés. 

Ces taux de résistance étaient plus importants à l’hôpital de Tlemcen par rapport aux autres 

hôpitaux (Oran et Sidi Bel Abbes). Cette différence peut être expliquée par la variabilité des 

facteurs épidémiologiques, la stratégie d’utilisation des antibiotiques et les mesures 

d’hygiène hospitalière, entre les différentes institutions (Mkaouar et al., 2008). 
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Les entérobactéries résistantes aux céphalosporines de 3eme génération (C3G) occupent une 

place importante dans les infections nosocomiales, notamment en milieu de réanimation. 

Ces bactéries deviennent de plus en plus résistantes aux antibiotiques et commencent à 

franchir les limites de l’hôpital pour émerger dans la communauté. La dissémination de ces 

bactéries présente une menace grave qui met en cause la validité de l’arsenal antibiotique 

actuellement disponible, d’autant plus qu’aucune classe nouvelle d’antibiotique n’est 

attendue dans les prochaines années (Mkaouar et al., 2008). L’étude de la sensibilité 

d’E.cloacae aux C3G, montrait des taux élevés de résistance acquise soit 69.6%. Les mêmes 

résultats ont été constatés au CHU de Sidi Bel Abbes en Algérie (Souna, 2010) et à 

l’hôpital militaire d'instruction Mohamed V au Maroc (Elouennass et al., 2008).  

Depuis plus de 20 ans, la résistance des entérobactéries aux céphalosporines de 3eme 

génération (C3G) ne cesse de se renforcer notamment par l’acquisition de -lactamases à 

spectre élargi (BLSE) (Belmonte et al., 2010) dont l’espèce E. cloacae. Il existe maintenant 

de nombreux rapports d’E. cloacae productrices de BLSE à travers le monde (Bell et al., 

2003; Bouchillon et al., 2004; Giakkoupi et al., 2000; Ho et al., 2000;  Kartali et al., 

2002; Munday et al., 2004; Pai et al., 2004; Park et al., 2005). 51.3% des souches 

collectées dans notre étude sont productrices de -lactamases à spectre étendu (BLSE). 

Cependant, on note que ce phénotype est plus exprimé à l’hôpital de Sidi Bel Abbes chez 

55.5% des souches, suivi de l’hôpital de Tlemcen avec 52.9% et enfin l’hôpital d’Oran avec 

45.3%. Au niveau national, cette valeur se rapproche de celles obtenues au CHU de Sidi Bel 

Abbes (57.7%) (Souna, 2010) et au CHU d’Annaba (47.6%) (Nedjai et al., 2013). En 

revanche, elle est nettement plus élevée que celles rapportées à Alger, Tizi Ouzou et 

Tlemcen (17.7%) (Iabadene et al., 2008) et à Bejaia (14.8%) (Gharout-Sait  et al., 2012). 

Par ailleurs dans le monde, cette valeur est supérieure à celles retrouvées au Japon (1%) 

(Yamasaki et al., 2003), en Chine (6%) (Wang et al., 2003), en Argentine (14%) 

(Quinteros et al., 2003), à Taiwan (21.6% et 28%) (Yang, 2009; Wu et al., 2007), en 

France (31.4%) (Honoré et al., 2006), en Corée (35.4%) (Park et al., 2005) et en Grèce 

(43%) (Tzelepi et al., 2000). 

Les BLSE sont généralement portées par de grands plasmides qui portent aussi des gènes de 

résistance aux classes d’antibiotiques non -lactamines, tels que les aminoglycosides, les 
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quinolones et le triméthoprime/sulfaméthoxazole.  Aussi, l’utilisation de ces antibiotiques 

contribue à la sélection de souches productrice de BLSE (Paterson et Bonomo, 2005). 

L’incidence d’apparition des résistances aux aminosides a augmenté ces dernières années et 

particulièrement chez les souches productrices de BLSE (Spanu et al., 2002). Les niveaux 

de résistance de ces souches dans notre étude est plus important. L’amikacine reste la 

molécule la plus efficace avec 92.4% de souches sensibles comme cela été rapporté dans 

plusieurs études (Wu et al., 2007). 

Les quinolones montrent une activité moyenne, la sensibilité globale des souches chutant 

considérablement dans le cas des souches productrices de BLSE. Pour la majorité des 

souches, la résistance acquise est la conséquence d’une mutation, ce qui limite sa diffusion 

(Larabi et al., 2003).  

Une activité faible est détectée pour le triméthoprime/sulfaméthoxazole avec 57%. Ce 

taux reste supérieur à celui décrit dans la littérature par plusieurs études (Ammari et al., 

2001; Kahlmeter, 2003; Elouennass et al., 2008; Guneysel et al., 2009) dont l’évolution 

de la résistance à cette molécule a été marquée par une décroissance significative. Cela est 

vraisemblablement lié à une moindre utilisation de cet antibiotique en pratique courante 

(Mahamat et al., 2006).  

La colistine conserve encore une bonne efficacité et reste parmi les antibiotiques les plus 

actifs sur cette espèce avec 100% de souches sensibles, qui correspond aux résultats obtenus 

par Mezghani  Maalej  et al. en 2012. En effet, c’est l’une des molécules gardant les taux 

de sensibilité les plus élevés sur les espèces naturellement sensibles (Hamze et al., 2003).  

Les entérobactéries produisant une BLSE dont E.cloacae (E-BLSE+) sont toujours 

d’actualité dans les structures de soins, malgré les mesures de prévention de leur 

dissémination aujourd’hui bien codifiées. On observe plutôt une augmentation de leur 

nombre, en particulier, avec des BLSE de type CTX-M alors que les BLSE plus « anciennes 

» de la famille des TEM ou des SHV semblent diminuer (Giraud-Morin et Fosse, 2008). 

Dans l'ouest algérien, deux types de gènes BLSE de classe A d’Ambler (SHV et CTX) ont 

été identifiés. La sur-utilisation de C3G pourrait expliquer en partie le taux élevé de ces 

souches en Algérie. Les niveaux de CMI pour le céfotaxime chez la plupart des souches 



                                                                               Discussion 
 

95 
 

présentant le phénotype BLSE sont plus importants par rapport à la ceftazidime, ce qui 

oriente vers des BLSE de type CTX-M.  69% des souches BLSE étaient de type CTX-M 

avec uniquement deux enzymes : CTX-M-15 et CTX-M-3. Ces résultats sont en corrélation 

avec les données nationales et internationales (Mamlouk  et al., 2006; Livemore et al., 

2007). En effet, CTX-M-1 est le seul groupe signalé en Algérie; CTX-M-15, CTX-M-28, et 

CTX-M-3 sont les plus fréquemment rapportés (Iabdene et al., 2008; Touati et al., 2008a; 

Touati et al., 2008b; Meradi et al., 2011). Les enzymes de ce type ont eu un fort succès 

épidémiologique et ont diffusé dans le monde entier  (Doit et al., 2010). Elles ont d'abord 

été isolées à partir de souches en Europe et en Argentine à la fin des années 1980 et au 

début des années 1990 (Bauernfeind  et al., 1990; Radice et al., 2002). Depuis, plusieurs 

auteurs de l’Europe de l’Est, en Asie et en Amérique du Sud ont identifié ces BLSE de Type 

CTX-M (Tzouvelekis et al., 2000). Au moins 106 β-lactamases de type CTX-M ont été 

rapportées (http://www.lahey.org/studies/webt.htm). Parmi elles,  les CTX-M-15 

semblant avoir une capacité particulière de dissémination (Nicolas-Chanoine et al., 2008). 

Dans les hôpitaux universitaires de l’ouest algérien, le taux de production β-lactamase de 

type SHV était de 11,9%, avec seulement SHV-12. Mais cette enzyme avait déjà été 

détectée en Algérie chez certaines souches d’E.cloacae (Iabdene et al., 2008). A travers le 

monde, SHV-12 était aussi le plus répandu chez E.cloacae (Ko et al., 2008). La 

détermination et la compréhension des mécanismes moléculaires du pouvoir pathogène et 

en particulier de l’émergence des caractères de résistance aux antibiotiques représentent un 

des buts essentiels de la bactériologie médicale pouvant faire évoluer les stratégies 

thérapeutiques. 

La coexistence des différentes -lactamases dans une même bactérie peut poser un 

problème de diagnostic et de thérapeutique. Ces associations conduisent à une co-sélection 

des gènes de résistance et au scénario de pandémie à l’hôpital et en communauté (Chen et 

al., 2007; Meradi et al., 2011). 17.7% des souches d’E.cloacae  présentant le phénotype 

BLSE produisent également une céphalosporinase de haut niveau. Cette association confère 

une résistance aux céphalosporines de troisième et quatrième génération et dans certains cas, 

elle masque les images de synergie indicatrices de phénotype BLSE. Néanmoins, nous 

rapportons le premier isolement d’une β-lactamase de type CMY-2 à médiation 

plasmidique, chez une souche clinique d'E.cloacae isolée de l'hôpital d'Oran. La CMY 
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représente le type d’enzyme céphalosporinase à médiation plasmidique la plus répandue et 

la plus largement distribuée (Fam et al., 2013). De plus, l'enzyme de type CMY-2 est 

largement distribuée géographiquement. Elle a été signalée en Algérie, France, Allemagne, 

Grèce, Inde, Pakistan, Taiwan, Turquie, Royaume-Uni et aux États-Unis (Yamasaki et al., 

2010). 

Des gènes de résistance à  différentes familles d’antibiotiques sont décrits comme ici sur un 

même plasmide, représentant ainsi un mode de diffusion efficace de plusieurs mécanismes 

associés (Leotard et Negrin, 2010). Cette dissémination de la multirésistance et cette 

diffusion des gènes de résistance sont liées à l’existence d’éléments génétiques mobiles 

entre bactéries d’une même espèce ou d’espèces différentes, ainsi qu’à l’existence de 

structures génétiques permettant de cumuler de nombreux gènes de résistance au sein d’une 

même souche (Skurnik et Andremont, 2006). Les résultats de la visualisation des 

plasmides sur gel d’agarose semblent révéler que les gènes codant pour cette résistance 

soient situés sur des plasmides de poids moléculaire compris entre 140 b à 140 kb chez les 

souches ayant transféré le phénotype BLSE et qui souvent, portent des déterminants de la 

résistance à d'autres familles d'antibiotiques, ce qui peut expliquer que les bactéries qui les 

hébergent deviennent  multi-résistantes. 

L’analyse moléculaire des clones détectés localement paraît indispensable à terme pour une 

compréhension et une réaction adaptées à l’émergence des entérobactéries multirésistantes 

(EMR) en Algérie. De plus, l’augmentation de la fréquence des E. cloacae producteurs de 

BLSE dans notre hôpital doit nous inciter à identifier leurs niches écologiques et à typer les 

BLSE produites afin de comprendre leur mode de transmission et de lutter efficacement 

contre leur diffusion. L’électrophorèse en champ pulsé, appliquée pour 42 souches (une 

souche par patient), a permis de distinguer 21 pulsotypes (A-U) selon les critères de 

Tenover. L'existence  de  souches  de  génotypes  différents  exclut  la  dissémination  d'une  

seule souche épidémique dans nos hôpitaux. Néanmoins, sur la base de l'identité des profils 

concernant 4 souches (trois de l’hôpital de Sidi Bel Abbes et une de l’hôpital d’Oran), les 

résultats de la présente étude indiquent la diffusion d’un clone de souches qui portent aussi 

le même gène BLSE (blaSHV). Cette nouvelle rassurante indique que la PFGE est un outil de 

typage beaucoup plus fiable. Cependant cette méthode reste difficile et coûteuse pour une 
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utilisation quotidienne et pour cette raison un test diagnostique bon-marché et nouveau est 

en développement (Vancraeynest et al., 2005). Toutefois, à la lumière des génotypes qui se 

chevauchent, tous les personnels cliniques impliqués doivent être conscients du potentiel 

des bactéries résistantes de se propager des patients vers l'environnement, ou entre des 

personnes agissant en tant que vecteurs potentiels. 

Les carbapénèmes sont les traitements de choix des infections sévères causées par les 

entérobactéries productrices de BLSE  (Gülmez et al., 2008). La résistance  des 

entérobactéries à ces molécules reste encore un phénomène marginal comme en témoignent 

les données épidémiologiques obtenues pour un grand nombre de souches, avec des 

pourcentages de sensibilité de 99-100 % (Wolff et al., 2008). Dans notre étude, 6.3% des 

souches présentent une résistance intermédiaire à l’imipénème avec des CMI de 4 g/ml,  

aucune d’elle n’exprimant les carbapénèmases de type IMP, VIM ou NDM. Cette baisse de 

la sensibilité pourrait être le résultat d’une modification des porines, associée à la 

production  de β-lactamases de type BLSE ou AmpC, diminuant ainsi la perméabilité de la 

membrane externe (Bennett et al., 2010). Le plus inquiétant serait la production de 

carbapénèmases puisque l’activité des carbapénèmes peut être compromise par l’émergence 

de ces enzymes (Pasteran et al., 2008; Sekhri-Arafa et al., 2010). Dans l’édition de 

janvier 2008 du document CLSI M100 (Clinical and Laboratory Standards Institute, 

2008), un article a inclu une alerte aux laboratoires pour contrôler et chercher toute 

production de carbapénèmase chez les entérobactéries avec des CMI de 2 ou 4 g/ml (Patel 

et al., 2009). Les méthodes phénotypiques, qui peuvent être combinées entre elles, ont 

l’avantage d’être faciles à réaliser. Elles permettent de mettre en évidence une résistance 

aux carbapénèmes sans en identifier précisément le mécanisme. La confirmation de la 

présence de ces gènes ne peut se faire actuellement que par l’utilisation d’outils 

moléculaires (Cuzon et al., 2010). Le traitement des infections causées par les 

entérobactéries résistantes aux carbapénèmes est difficile en effet, les choix thérapeutiques 

contre ce type de germes sont limités. Pour éviter ces épidémies, on doit procéder à des 

surveillances strictes de la résistance et de la consommation des antibiotiques à l’hôpital 

(Wu et al., 2010). L’imipénème, parmi les carbapénèmes, est indiqué lors des infections 

graves traitées en probabiliste chez les malades à haut risque de bactéries résistantes d’où 

son utilisation importante en réanimation, premier service prescripteur. Sa prescription doit 
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se limiter aux situations de risque d’infections à BGN résistants. L’imipénème est une 

molécule précieuse dont il convient absolument de préserver son efficacité (Elloumi et al., 

2010). 

Malgré la rareté des mécanismes de résistance à l’imipénème en Algérie, en particulier chez 

E. cloacae, les études de surveillance réalisées pendant ces dernières années dans les 

hôpitaux algériens ont montré une augmentation généralisée de la résistance aux 

antibiotiques chez les bacilles Gram négatif souvent liée à la dissémination de certains 

gènes spécifiques ayant pris une proportion pandémique. La pression de sélection exercée 

par les antibiotiques assure la dissémination des clones multirésistants et des gènes de 

résistance. Souvent, l’utilisation inappropriée d’un seul antibiotique pourrait sélectionner 

différents mécanismes de résistance. La restriction de l’utilisation des antibiotiques est par 

conséquent à la clé d’un contrôle efficace de la résistance aux antibiotiques. 

Face à l’émergence des souches multirésistantes aux antibiotiques, la priorité est 

évidemment de lutter contre la diffusion de ces microorganismes. Les laboratoires algériens 

doivent avoir les méthodes appropriées pour la détection des mécanismes de résistance 

(souvent difficiles à détecter) et des microorganismes multirésistants. Une collaboration 

entre les hôpitaux algériens doit être établie afin de mieux détecter et mieux contrôler la 

dissémination inter hospitalière des clones multirésistants. 
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Au cours de la dernière décennie, l’augmentation et la diffusion rapide de bactéries 

résistantes aux antibiotiques et l’émergence de bactéries multi-résistantes (BMR) est 

devenue une préoccupation mondiale majeure et concerne non seulement des bactéries 

responsables d’infections nosocomiales mais également des bactéries responsables 

d’infections communautaires (Arpin et al., 2003). Parmi les menaces actuelles, la résistance 

aux β-lactamines chez les bactéries à Gram négatif et la propagation dans le monde entier 

des gènes de résistance constituent une préoccupation majeure de la communauté 

scientifique (Cornaglia et al., 2011; Kempf et Rolain, 2012). 

Cette étude effectuée pendant la période de septembre 2009 à mai 2012, sur un collectif de 

158 souches d’Enterobacter cloacae, souligne la place importante occupée par cette espèce 

parmi les bacilles à Gram négatif au niveau des trois centres hospitaliers universitaires : 

Tlemcen, Sidi Bel Abbes et Oran.  

La majorité des antibiotiques testés β-lactamines, quinolones, aminoglycosides et 

l’association  triméthoprime/sulfaméthoxazole ont perdu leur place dans le traitement des 

infections à E. cloacae, notamment chez les souches productrices de BLSE et de 

« céphalosporinases hyperproduites ». Cela  minimise le choix des associations 

d’antibiotiques indispensables pour le traitement des infections nosocomiales. Notons 

toutefois que l’amikacine, l’imipénème et  la colistine restent les antibiotiques les plus actifs 

avec respectivement 92.4%, 93.7% et 100% de souches sensibles. 

E. cloacae, dans les trois hôpitaux d’Algérie, présente toutes les variantes des mécanismes 

de résistance aux antibiotiques, avec prédominance de la production de -lactamases à 

spectre étendu (BLSE) soit 51.3%, 17.7% de ces souches exprimant également  une 

céphalosporinase hyperproduite associée.  

L’augmentation de la fréquence des E. cloacae producteurs de BLSE dans ces hôpitaux doit 

nous inciter à identifier leurs niches écologiques et à typer les BLSE produites afin de 

comprendre leur mode de transmission et de lutter efficacement contre leur diffusion. 

L’analyse moléculaire a montré que la plupart des isolats produisent une BLSE de type 

CTX-M (CTX-M-15 et CTX-M-3), alors que seulement 5 d'entre eux produisent une BLSE 

de type SHV (SHV-12). Le gène blaTEM a été retrouvé chez toutes les souches. Une souche a 
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été productrice d'une β-lactamase de type blaCMY-2 à médiation plasmidique dont le gène a 

été transféré par électroporation.  

Les gènes de résistance à différentes familles d’antibiotiques sont décrits comme présents 

sur un même plasmide,  représentant ainsi un mode de diffusion efficace de plusieurs 

mécanismes simultanément. La diffusion de ces résistances pourrait aussi être le fait 

d’intégrons souvent décrits chez les CTX-M (Leotard et Negrin, 2010). Les tests de 

conjugaison et d’extraction de plasmide montrent la présence de 1 à 5 différents plasmides 

de poids moléculaire compris entre 140 b à 140 kb, dont les gènes blaCTX-M, blaTEM et blaSHV 

sont portés par des plasmides conjugatifs de haut poids moléculaire (≥70 kb). 

L’électrophorèse en champ pulsé a montré différents pulsotypes et confirme le caractère 

épidémique des souches étudiées des trois centres hospitaliers. 

Les E. cloacae productrices de BLSE sont en évolution constante en Algérie. La résistance 

des bactéries aux antibiotiques est une urgence de santé publique, résultat d’une gestion 

inconsidérée des ressources antibiotiques dans les populations humaine et animale. Elle 

nous impose de réduire de façon massive nos prescriptions d’antibiotiques, de mettre en 

place les outils de surveillance permettant de suivre les évolutions de ces résistances afin 

d’adapter au plus vite nos stratégies diagnostiques et thérapeutiques (Cohen et al., 2011). 

Enfin, les efforts soutenus en terme d’hygiène et de suivi épidémiologique seront 

nécessaires afin de pouvoir contrôler ce genre de dissémination de germes multirésistants 

qui représentent un problème préoccupant en terme de santé publique (Nordmann, 2004; 

Denton et al., 2005). 
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Annexe 1. Tableau de lecture des résultats de la galerie 20E 

Tests Réactions/enzymes Résultats négatifs Résultats positifs 

ONPG -galactosidase Incolore Jaune 

ADH Arginine dihydrolase Jaune Rouge/orange 

LDC Lysine decarboxylase Jaune Rouge/orange 

ODC Ornithine decarboxylase Jaune Rouge/orange 

CIT Citrate utilisation Vert pâle/jaune Bleu-vert/bleu  

H2S H2S production Incolore/grisâtre Dépôt noir/fin liseré 

URE Urease Jaune Rouge/orange 

TDA Tryptophane deaminase 
TDA/immédiat 

Jaune Marron-rougeâtre 

IND Indole production 
JAMES/immédiat 

Incolore 
Vert-pâle/jaune 

Rose 

VP Acetoin production 
VP 1+ VP 2 / 10 min 

Incolore Rose/rouge 

GEL Gelatinase Aucune diffusion 
Diffusion du pigment 

noir 

GLU Glucose fermentation/oxidation Bleu / bleu-vert Jaune/ jaune gris 

MAN Mannitol fermentation/oxidation 

Bleu / bleu-vert Jaune 

INO Inositol fermentation/oxidation 

SOR Sorbitol fermentation/oxidation 

RHA Rhamnose fermentation/oxidation 

SAC Sucrose fermentation/oxidation 

MEL Melibiose fermentation/oxidation 

AMY Amygdalin fermentation/oxidation 

ARA Arabinose fermentation/oxidation 
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Annexe 3. Tableau des Valeurs critiques des diamètres des zones d’inhibition et des 

CMI pour les entérobactéries (CA-SFM, 2011). 

Familles 

d’antibiotiques 
Antibiotiques testés Signe Charge des 

disques 

Concentrations 

critiques (mg/L) 

Diamètres 

critiques (mm) 

S  R  S  R 

-lactamines 

Amoxicilline+ 

Ac.clavulanique 

AMC 20/10μg ≤ 4/2 > 8/2 ≥21 <16 

Ticarcilline TIC 75 μg ≤ 8 16 ≥24 <22 

Ticarcilline+ 

Ac.clavulanique 

TCC 75/10 g ≤ 8/2 >16/2 ≥24 <22 

Pipéracilline PIP 75μg ≤ 8 > 16 ≥20 <16 

Pipéracilline+ 

tazobactum 

TZP 75/10μg ≤ 8/4 > 16/4 ≥ 21 < 17 

Imipénème IPM 10 μg ≤ 2 > 8 ≥24 <17 

Aztréonam ATM 30 g ≤ 1 > 8 ≥27 <21 

Céfalotine CF 30 μg ≤  8 > 32 ≥18 <12 

Céfoxitine FOX 30 μg ≤ 8 > 32 ≥22 <15 

Céfotaxime CTX 30 μg ≤  1 > 2 ≥26 <23 

Céftriaxone CRO 30 g ≤  1 > 2 ≥26 <23 

Ceftazidime CAZ 30 μg ≤ 1 > 8 ≥26 <19 

Céfépime FEP 30 μg ≤  1 > 8 ≥24 <17 

Aminosides 

Tobramycine TM 30 μg ≤ 2 > 4 ≥ 18 < 16 

Amikacine AN 30 μg ≤  8 > 16 ≥17 <15 

Gentamicine GM 15 μg (10UI)  ≤  2 > 4 ≥18 <16 

Quinolones 

Ac.nalidixique NA 30 μg ≤ 8 > 16 ≥20 <15 

Ofloxacine OFX 5 μg ≤ 0.5 > 1 ≥25 <22 

Ciprofloxacine CIP 5 μg ≤ 0.5 > 1 ≥25 <22 

Divers 
Colistine CS 50 g ≤  2 > 2 ≥15 <15 

Triméthoprime+ 

Sulfaméthoxazole 

SXT 1,25/23,75μg ≤ 2/38 >4/76 ≥16 <13 
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Annexe 4. Préparation des solutions d’antibiotiques (Courvalin et al., 1991) 

 

Solution 
initiale (g/ ml) 

Solution 
mère (ml) 

Eau 
distillée 

(ml) 

Concentration 
obtenue (g/ ml) 

Concentration finale 
dans le milieu (g/ 

ml) 

5120 2 2 2560 256 

5120 1 3 1280 128 

5120 0,5 3,5 640 64 

5120 0,5 7,5 320 32 

320 2 2 160 16 

320 1 3 80 8 

320 0,5 3,5 40 4 

320 0,5 7,5 20 2 

20 2 2 10 1 

20 1 3 5 0,5 

20 0,5 3,5 2,5 0,25 

20 0,5 7,5 1,25 0,125 

1,25 2 2 0,6 0,06 
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Annexe 5. Solutions et tampons pour l’extraction de l’ADN plasmidique :   

Extraction de Kieser (Kieser, 1984) 

 

Solutions et tampons Composition 

Réactif de Kieser 

sucrose 300 mM 

Tris 25 Mm pH 8 

EDTA 25 Mm pH 8 

vert de bromocrésol 0,02% (p/v) 

Solution de lyse  
SDS 2% p:v 

NaOH 200 mM 

Phénol-chloroforme acide  250µl 
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Annexe 6.  Solutions et tampons pour l’électrophorèse de l’ADN plasmidique 

(Sambrook et Russel, 2001). 

 

Solutions et tampons Composition  

Tampon TBE 5 X 

 

Tris base                                                                54g 

Acide borique                                                     27,5g 

EDTA  0,5 M  2ml                                                      

Eau distillée                                                       1 litre 

Tampon de charge 

Glycérol                                                                3 ml 

Bleu de bromophénol                                         75 mg 

Eau distillée                                                          7 ml 
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Annexe 7. Amorces utilisées en PCR 

Cible Amorces Séquence des amorces Taille de l’amplicon (pb) 

blaTEM 
PRETEM-1 
PRETEM-2 

5`-GTA TCC GCT CAT GAG ACA ATA-3` 
5`-TCT AAA GTA TAT ATG AGT AAA CTT GGT CTG-3` 840 

blaSHV 
SHV A 
SHV B 

5`-TCAGCGAAAAACACCTTG-3` 
5`-TTTATGGCGTTACCTTTGACC-3` 1051 

blaCTX 
CTX-M-1A 
CTX-M-1B 

5`-ACAGCGATAACGTGGCGATG-3` 
5`-TCACCCAATGCTTTACCCAG-3` 544 

blaECB ACT-1 F 
ACT-1 R 

5`-TCG GTA AAG CCG ATG TTG CGG-3` 
5`-CTT CCA CTG CGG CTG CCA GTT-3` 302 

blaCMY-2 
CMY-2 F 
CMY-2 R 

5`-TGG CCA GAA CTG ACA GGC AAA-3` 
5`-TTT CTC CTG AAC GTG GCT GGC-3` 462 

blaIMP 
IMP-U 
IMP-L 

CATGGTTTGGTGGTTCTTGT 
ATAATTTGGCGGACTTTGGC 448 

blaVIM 
VIM-U 
VIM-L 

ATTGGTCTATTTGACCGCGTC 
TGCTACTCAACGACTGCGCG 780 

blaNDM-1 
NDM1-F 
NDM1-R 

GCGCAACACAGCCTGACTTT 
CAGCCACCAAAAGCGATGTC 155 
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Annexe 8.  Solution et tampon pour électrophorèse en champ pulsé (ECP) 

Solution et tampon Composition 

Tampon de suspension 
Tris 
EDTA 
NaCl 

10mM 
100Mm pH=8 
20mM 

Tampon de lyse 
 

Tris  
NaCl  
EDTA  
Brij-58 0.5% 
Sodium deoxycholate  

6mM pH= 7.5 
1M 
100mM  pH=8 
0.5% 
0.2% 

Tampon de la protéinase K 
EDTA 
Sarkosyl 
PK 

0.1% pH=8 
1% 
1mg/ml 

Tampon de lavage 
 

Na2HPO4-NaH2PO4  
EDTA 

10 mM 
1 mM pH=8 

Tampon de restriction 
 

TE buffer  
BSA  
EDS  

10X 2ml 
100X 200 µl 
17.8 ml 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

  ملخص

من المسببات الرئیسیة للعدوى على مستوى  Enterobacter cloacae تعتبر البكتیریا المعویة المدرقیة

ذو المستشفیات ، و تكمن خطورتھ في كونھ مقاوم للمضادات الحیویة ، خاصة عند إكتسابھ نمط بیتالاكتاماز 

، و غالبا ما یرتبط مع المقاومة للأمینوكلیكوزید و )AmpC(ونمط صیفالوسبوریناز ) BLSE(المدى الواسع 

لقد أجریت ھذه الدراسة المتعددة المراكز ذات الأثر الرجعي بغرب الجزائر، لتحدید خصائص مقاومة  .الكینولون

  .محل الدراسة   المضادات الحیویة في السلالات السریریة و البیئیة للبكتیریا

    إلى غایة ماي  2009سلالة من ھذه البكتیریا المعویة المدرقیة خلال الفترة الممتدة من سبتمبر  158تم عزل 

عند تحلیل أنماط .سیدي بلعباس و وھران ، بالمستشفیات الجامعیة لكل من ولایة تلمسان من عدة مصالح 2012

ظھري لھذه المقاومة ، مع ھیمنة السلالات المنتجة لبیتالاكتاماز المقاومة للبیتالاكتامین تم اكتشاف تنوع م

)BLSE (مظھر بواسطة واحد وعشرین تم تحدید %.51.3: ذو المدى الواسع بنسبة مئویة مقدرة بـــ 

معظم سلالات البیكتیریا  .المستنسخة ردات الطبیعیةفتالعدید من المس مؤكدا وجود الإلیكتوفوراز ذو الحقل النابض

سلالات أخرى  5، فیما أنتجت CTX-Mع ذو المدى الواسع من نو) BLSE(المدروسة أنتجت نمط بیتالاكتاماز 

في جمیع  blaTEMتم العثور على الجینات SHV . ذو المدى الواسع من نوع ) BLSE(نمط بیتالاكتاماز 

في سلالة و واحدة فقط و التي تم إنتقالھا عن طریق blaCMY-2السلالات، فیما وجد الجینات 

، أظھرت أنھا محمولة في   blaCTX-M وblaSHV و  blaTEM:  التجارب المقترنة بـالجینات التالیة.إلكتروبوراسیون

 .Kb 70بلازمیدات عالیة الوزن الجزئي أكثر من 

اومة في تزاید مقلق على مستوى مستشفیاتنا، أو ھذه النتائج تظھر أن مؤشر التردد لھذه البیكتیریا المتعددة المق

بعبارة أخرى فإن إنتشارھا یمثل خطرا وبائیا حقیقیا، و یعقد عملیة العلاج ، مما یتوجب علینا مراقبة محیط 

 .الصارم للتدابیر النظافةالبكتیریا في المستشفى و تطبیق 

 

؛ المضادات الحیویة ؛ المقاومة ؛  ذو المدى الواسعبیتالاكتاماز ؛  Enterobacter cloacae .المفتاحیةالكلمات 

  .الغرب الجزائري

 

 
 



 

 
 

Résumé  

Enterobacter cloacae est un pathogène majeur impliquée dans les infections 

nosocomiales. Sa pathogénicité est exacerbée par sa résistance aux antibiotiques, 

notamment acquise, par les β-lactamases à spectre élargi (BLSE) et les 

céphalosporinases plasmidiques (pAmpC), souvent associées à la résistance aux 

aminosides et quinolones. Une étude multicentrique rétrospective, dans trois hôpitaux 

de l’ouest algérien, a été menée pour caractériser la résistance aux antibiotiques chez 

les souches cliniques et environnementales d’E.cloacae. 

158 souches ont été isolées pendant la période de septembre 2009 à mai 2012 dans 

divers services des centres hospitalo-universitaires de Tlemcen, Sidi Bel Abbes et 

Oran. L’analyse des phénotypes de résistance aux -lactamines a permis de détecter 

une diversité avec dominance des souches productrices de -lactamases à spectre 

étendu (BLSE) soit 51.3%. Vingt et un pulsotypes ont été déterminés par 

électrophorèse en champ pulsé qui confirme la présence de divers clones. La plupart 

des isolats produisent une BLSE de type CTX-M,  alors que seulement 5 produisent 

une BLSE de type SHV. Le gène blaTEM a été retrouvé chez toutes les souches 

d’E.cloacae. Les produits PCR ont montré qu’une souche était  productrice d’une -

lactamase de type blaCMY-2 à médiation plasmidique dont le gène a été transféré par 

électroporation. Les expériences de conjugaisons montrent que les gènes blaCTX-M, 

blaTEM, les blaSHV sont portés par des plasmides conjugatifs de haut poids moléculaire 

(≥70 kb). 

Ces résultats montrent que la fréquence de ces bactéries multirésistantes augmente de 

façon inquiétante dans nos établissements de soin et leur émergence représente un 

sérieux problème thérapeutique et épidémiologique, d’où la nécessité de la mise en 

place d’un système de surveillance de l’environnement microbien de l’hôpital et 

l’application stricte des mesures d’hygiène. 

Mots clés. Enterobacter cloacae ; -lactamase à spectre étendu ; Antibiotique ; 

Résistance ; Ouest algérien. 



 

 
 

Summary  

Enterobacter cloacae is a major pathogen responsible of nosocomial infections. 

Pathogénicité is exacerbated by its resistance to antibiotics, acquired by extended 

spectrum β-lactamases (ESBL) and plasmid AmpC (pAmpC), often associated with 

resistance to aminoglycosides and quinolones. A multicenter retrospective cohort 

study was carried out to gain baseline information on antibiotics resistance of 

E.cloacae in tree hospitals in the west of Algeria. 

158 strains were isolated between September 2009 and May 2012 from various units in 

the hospitals of Tlemcen, Sidi Bel Abbes and Oran. The analysis of resistance 

phenotypes to -lactam has detected diversity phenotypic with dominance of strain 

producing extended spectrum -lactamase (ESBL) or 51.3%. Twenty-one pulsotypes 

were determined by pulsed field gel electrophoresis confirming the presence of various 

clones. The most isolates produced ESBL CTX-M type, whereas only 5 produced 

SHV-type ESBLs. The blaTEM gene was found in all strains of E.cloacae. One isolate 

was found to produce plasmid-mediated AmpC -lactamases (CMY-2), this gene was 

transferred from E.cloacae by eletroporation. Conjugation experiments showed that 

blaCTX-M, blaTEM, and blaSHVwere carried by conjugative plasmids of high molecular 

weight (≥ 70 kb).  

These results show that the frequency of these multiresistant bacteria increasing 

dramatically in our hospitals and their emergence represents a serious therapeutic and 

epidemiological problem, hence the need for the establishment of a monitoring system 

of the microbial environment and strict application of hygiene measures. 

Keywords. Enterobacter cloacae ; Extended-spectrum β-lactamase ; Antibiotic ; 

Resistance ; West of Algeria. 

 

 



 

 
 

  ملخص

من المسببات الرئیسیة للعدوى على مستوى المستشفیات ، و تكمن خطورتھ في كونھ  Enterobacter cloacae تعتبر البكتیریا المعویة المدرقیة
، و غالبا ما یرتبط )AmpC(ونمط صیفالوسبوریناز ) BLSE(إكتسابھ نمط بیتالاكتاماز ذو المدى الواسع مقاوم للمضادات الحیویة ، خاصة عند 

لقد أجریت ھذه الدراسة المتعددة المراكز ذات الأثر الرجعي بغرب الجزائر، لتحدید خصائص مقاومة  .مع المقاومة للأمینوكلیكوزید و الكینولون
سلالة من ھذه البكتیریا المعویة المدرقیة خلال الفترة  158تم عزل  .ریریة و البیئیة للبكتیریا محل الدراسة المضادات الحیویة في السلالات الس

عند تحلیل  .سیدي بلعباس و وھران ، بالمستشفیات الجامعیة لكل من ولایة تلمسان من عدة مصالح 2012إلى غایة ماي  2009الممتدة من سبتمبر 
ذو المدى الواسع بنسبة ) BLSE(امین تم اكتشاف تنوع مظھري لھذه المقاومة ، مع ھیمنة السلالات المنتجة لبیتالاكتاماز أنماط المقاومة للبیتالاكت

مؤكدا وجود العدید من المستفردات الطبیعیة  تم تحدید واحد وعشرین مظھر بواسطة الإلیكتوفوراز ذو الحقل النابض .%51.3: مئویة مقدرة بـــ
سلالات  5، فیما أنتجت CTX-Mذو المدى الواسع من نوع ) BLSE(سلالات البیكتیریا المدروسة أنتجت نمط بیتالاكتاماز معظم  .المستنسخة

 في جمیع السلالات، فیما وجد الجینات  blaTEMتم العثور على الجینات SHV . ذو المدى الواسع من نوع ) BLSE(أخرى نمط بیتالاكتاماز 
blaCMY-2 التجارب المقترنة بـالجینات التالیة .فقط و التي تم إنتقالھا عن طریق إلكتروبوراسیونفي سلالة و واحدة  :blaTEM  و blaSHVو blaCTX-

M   70، أظھرت أنھا محمولة في بلازمیدات عالیة الوزن الجزئي أكثر من Kb.  ھذه النتائج تظھر أن مؤشر التردد لھذه البیكتیریا المتعددة المقاومة
لق على مستوى مستشفیاتنا، أو بعبارة أخرى فإن إنتشارھا یمثل خطرا وبائیا حقیقیا، و یعقد عملیة العلاج ، مما یتوجب علینا مراقبة في تزاید مق

 .الصارم للتدابیر النظافةمحیط البكتیریا في المستشفى و تطبیق 
 .؛ المضادات الحیویة ؛ المقاومة ؛ الغرب الجزائري بیتالاكتاماز ذو المدى الواسع؛  Enterobacter cloacae  .المفتاحیةالكلمات 

 
Résumé 

 
Enterobacter cloacae est un pathogène majeur impliquée dans les infections nosocomiales. Sa pathogénicité est 
exacerbée par sa résistance aux antibiotiques, notamment acquise, par les β-lactamases à spectre élargi (BLSE) et 
les céphalosporinases plasmidiques (pAmpC), souvent associées à la résistance aux aminosides et quinolones. 
Une étude multicentrique rétrospective, dans trois hôpitaux de l’ouest algérien, a été menée pour caractériser la 
résistance aux antibiotiques chez les souches cliniques et environnementales d’E.cloacae. 158 souches ont été 
isolées pendant la période de septembre 2009 à mai 2012 dans divers services des centres hospitalo-
universitaires de Tlemcen, Sidi Bel Abbes et Oran. L’analyse des phénotypes de résistance aux -lactamines a 
permis de détecter une diversité avec dominance des souches productrices de -lactamases à spectre étendu 
(BLSE) soit 51.3%. Vingt et un pulsotypes ont été déterminés par électrophorèse en champ pulsé qui confirme la 
présence de divers clones. La plupart des isolats produisent une BLSE de type CTX-M,  alors que seulement 5 
produisent une BLSE de type SHV. Le gène blaTEM a été retrouvé chez toutes les souches d’E.cloacae. Les 
produits PCR ont montré qu’une souche était  productrice d’une -lactamase de type blaCMY-2 à médiation 
plasmidique dont le gène a été transféré par électroporation. Les expériences de conjugaisons montrent que les 
gènes blaCTX-M, blaTEM, les blaSHV sont portés par des plasmides conjugatifs de haut poids moléculaire (≥70 kb). 
Ces résultats montrent que la fréquence de ces bactéries multirésistantes augmente de façon inquiétante dans nos 
établissements de soin et leur émergence représente un sérieux problème thérapeutique et épidémiologique, d’où 
la nécessité de la mise en place d’un système de surveillance de l’environnement microbien de l’hôpital et 
l’application stricte des mesures d’hygiène. 
Mots clés. Enterobacter cloacae ; -lactamase à spectre étendu ; Antibiotique ; Résistance ; Ouest algérien. 

 
Summary 

 
Enterobacter cloacae is a major pathogen responsible of nosocomial infections. Pathogénicité is exacerbated by 
its resistance to antibiotics, acquired by extended spectrum β-lactamases (ESBL) and plasmid AmpC (pAmpC), 
often associated with resistance to aminoglycosides and quinolones. A multicenter retrospective cohort study 
was carried out to gain baseline information on antibiotics resistance of E.cloacae in tree hospitals in the west of 
Algeria. 158 strains were isolated between September 2009 and May 2012 from various units in the hospitals of 
Tlemcen, Sidi Bel Abbes and Oran. The analysis of resistance phenotypes to -lactam has detected diversity 
phenotypic with dominance of strain producing extended spectrum -lactamase (ESBL) or 51.3%. Twenty-one 
pulsotypes were determined by pulsed field gel electrophoresis confirming the presence of various clones. The 
most isolates produced ESBL CTX-M type, whereas only 5 produced SHV-type ESBLs. The blaTEM gene was 
found in all strains of E.cloacae. One isolate was found to produce plasmid-mediated AmpC -lactamases 
(CMY-2), this gene was transferred from E.cloacae by eletroporation. Conjugation experiments showed that 
blaCTX-M, blaTEM, and blaSHV were carried by conjugative plasmids of high molecular weight (≥ 70 kb). These 
results show that the frequency of these multiresistant bacteria increasing dramatically in our hospitals and their 
emergence represents a serious therapeutic and epidemiological problem, hence the need for the establishment of 
a monitoring system of the microbial environment and strict application of hygiene measures. 
Keywords. Enterobacter cloacae ; Extended-spectrum β-lactamase ; Antibiotic ; Resistance ; West of Algeria. 
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