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Résumé :

Les entérobactéries productrices de [p-lactamases a spectre élargi (EBLSE) posent
actuellement un probleme majeur de santé publique, dans le monde entier, a cause de la
difficulté thérapeutique des infections dues a ces bactéries multi résistantes.

L’objectif de notre travail consiste a rechercher les entérobactéries productrices de  B-
lactamases a spectre élargi (EBLSE) des prélevements urinaires collectés a partir de differents

services de 1’établissement public hospitalier EI Eouinat, wilaya de Tébessa.

Des 55 prelevements collectés, 22 entérobactéries ont été identifiées parmi un total de 22
isolats avec une fréequence d isolement de 100% (22/22).

Les bactéries prédominantes sont Escherichia coli avec 8 souches (30.36%), suivie
d’Enterobacter cloacae avec 3 souches (13.36%), de Klebsiella oxytoca avec 3 souches
(13.63), de Kluyvera spp avec 2 souches (09.09%).

Mots clés : Infections urinaires, antibiotiques, résistance, BLSE.



Abstract :

Extended-spectrum  Beta-Lactamase-Producing Enterobacteriaceae  ESBL  constitutes
currently a major public health problem worldwide, due to the infection’s therapeutic
difficulties caused by these multi-resistant bacteria.

Our work aims to look for Extended-spectrum Beta-Lactamase-Producing Enterobacteriaceae
ESBL in urine samples collected in different wards of the public health hospital El Eouinat,
Tebessa.

Among the 55 collected samples, 22 enterobacteria were identified from a total of 22
isolates with a 100%(22/22) isolation frequency .

The predominant bacteria are Escherichia coli with 8 strains (30.36%), followed by
Enterobacter cloacae with 3 strains (13.36%), Klebsiella oxytoca with 3 strains (13.63),
Kluyvera spp with 2 strains (09.09%).

Keywords: Urinary tract infections, antibiotics, resistance, ESBL.
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Introduction

L'infection urinaire (IU) représente, partout dans le monde, I'un des principaux motifs
de consultation, d'explorations microbiologiques et I'utilisation intensive des antibiotiques.
Cette derniere a pour conséquences 1’augmentation du colt des soins et 1’émergence de
souches multi résistantes aussi bien en milieu hospitalier qu'en milieu communautaire (Pitout
et al., 2005).

Les bacilles a Gram neégatif occupent une place trés importante parmi les micro-
organismes responsables d’infections nosocomiales. Ces bactéries ont un niveau de résistance
naturel élevé, en relation avec différents mécanismes de résistance. Elles peuvent acquérir des
résistances qui peuvent étre le fait d'une mutation chromosomique ou de l'acquisition de

plasmides de résistance (Lagha, 2015).

L’augmentation et la dissémination de la résistance aux antibiotiques chez les bacilles
a Gram négatif, représente un probléeme majeur de santé publique. Les infections
nosocomiales causées par ces bactéries multirésistantes conduisent a l'augmentation des codts
des soins, a des hospitalisations prolongées, a des échecs thérapeutiques

et & un taux élevé de morbidité et de mortalité (Belbel, 2014).

Il est clair que depuis plusieurs années la résistance bactérienne est d’incidence
croissante dans le monde entier. En effet, dés le début de I’utilisation extensive des B-
lactamines dans les années 1940, celles-ci ont été confrontées au contre-poids de la résistance.
Dans un premier temps, on a pu observer I’émergence de mutants résistants aux pénicillines
par production de pénicillinase, puis aux associations de B-lactamines et inhibiteurs de [-

lactamases (Abderrahim, 2018).

Les B-lactamines représentent la principale famille d’antibiotiques la plus développée
et la plus administrée dans les traitements des infections bactériennes dans le monde. Cette
large utilisation est due a leur spectre d’action élargie, ainsi que leur faible toxicité, leur

efficacité et a leur faible codt par rapport a certaines molécules (Debabza, 2015).

Chez les bactéries, il existe 4 types de mécanismes de résistance aux f-lactamines: la
faible affinité pour les PLP, I’'imperméabilité, I’efflux et I’inactivation enzymatique par les 3

lactamases (Poole, 2004). Les B-lactamases constituent le principal mécanisme de résistance
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aux B-lactamines, des bactéries a Gram négatif (Jacoby et Munoz-Price, 2005). Ces enzymes
peuvent étre chromosomiques ou plasmidiques et produites d’une maniére inductible ou
constitutive. Elles sont sécrétées dans 1’espace périplasmique chez les bactéries a Gram

négatif ou dans le liquide extracellulaire chez les bactéries a Gram positif (Essack, 2001).

Alors que les entérobactéries productrices de béta-lactamases a spectre élargi (EBLSE)
étaient observées essentiellement en milieu hospitalier, la diffusion de ces germes multi-
résistants en milieu communautaire est de plus en plus inquiétante. La transmission,
principalement plasmidique, des genes codants pour les BLSE est responsable de leur
dissemination rapide et ainsi de l'augmentation de la prévalence des bactéries productrices de
BLSE partout dans le monde (Arpin et al., 2003). Dans notre pays, bien que la maitrise de la
diffusion de ces bactéries multi-résistantes constitue une priorité, peu de données actualisées

permettent de définir I'ampleur de ce phénomene.

Notre ¢tude a donc été réalisé afin d’atteindre les objectifs suivants :

v" L’obtention de souches gram négatives pures a partir de prélévement urinaires de
patients d’un établissement hospitalier ;

v'Identification et isolement des entérobactéries de ses souches pures ;

v Evaluation de la résistance et multi-résistance des entérobactéries aux antibiotiques
plus précisement la famille des bétalactamines a spectre élargi ;

v" Discuter du mécanisme de la multi-résistance et des EBLSE ;

v Discuter de I'émergence des entérobactéries multi-résistantes responsables de
pathologies humaines et déterminer leurs profils de résistance.

Ce mémoire de fin d’étude sera composé de deux parties. La premiére partic de ce
document est la partie théorique ,constituée de trois chapitres , elle portera sur les infections
urinaires , la revue de la littérature sur I’étude bactériologique des entérobactéries et les
différents mécanismes de résistance aux antibiotiques et les données épidémiologiques. La
deuxieme partie est la partie pratique; elle présentera le matériel et les méthodes
expérimentales utilisés, ainsi que 1’ensemble des résultats obtenus et aux discussions qui en
découlent. Finalement, une synthese d'une conclusion générale des différents résultats et
discussions abordés au cours de ce travail sera presentée, avant de conclure par quelques

perspectives.
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1.

Généralités :

L’urine :

1.1 Définition :

L’urine est un liquide biologique composé des déchets de 1’organisme, elle est secrétée

par les reins par filtration du sang, qui sera expulsée hors du corps par le systeme urinaire
(Zerari et Kouadio, 2014).

1.2 Caracteéres physicochimiques de ’urine :

L’urine d’un sujet sain présente plusieurs parameétres :

Volume : 1000-1600 ml en 24h. Ce volume peut étre réduit de moitié environ a la
suite de grandes chaleurs ou de divers exercices corporels.

Couleur : jaune ambrée liée aux pigments qu’elle contient tels I’urochrome et
I’uroerythrine.

Limpidité : l'urine normale fraichement émise renferme toujours des cellules
épithéliales, du mucus de sédiment, et constitue le dép6t floconneux. Les leucocytes
qu’elle contient peuvent ¢galement de fagon légere diminuer sa clarté.

Odeur : légére, cependant des bactéries peuvent transformer 1’urée en carbonate
d’ammonium (cas de cystite) et donner une odeur ammoniacale.

Poids : déterminé a 1’aide d’un pycnométre 1’urine recueillie 24h pése environ 1,020
kg (Lavigne., 2007).

1.3 Constitution physiologique de I’urine :

L’urine est composée de 95% d’eau dans laquelle les déchets du métabolisme sont

dissous. Les principaux constituants sont mentionnés dans le tableau 1.
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Tableau 1 : Les principaux constituants de I’urine (Bouakkaz et Boucherbit, 2017).

Principaux constituants d’urine

Volume habituelles

Eau 950 g/l
Urée 20a30 g/l
Chlorure 6a10 g/l
Sodium 5a36.59/1
Phosphates 1.5a3g/1
Sulfate 29/
Créatinine 1al.5¢/L
Ammoniaque 0.5alg/l
Acide hippurique 0.5¢/1
Acide urique 0.4a0.8¢g/
Calcium 0.008a 0.3¢g/I

1.4 Comparaison entre urine normal et contaminé :

Le tableau 2 suivant donne un apercu général entre les urines saines et contaminées :

Tableau 2 : Caractéres généraux de 1’urine saine et d’une urine contaminée (Bekheira,

2018).
Caractéres Etat normal Etat anormal
Diminution Augmentation
20 ml/kg de poids <500 ml constitue > 2000 ml
corporel, soit 1300 a I’oligurie : s’observe Constitue la polyurie
1 500 ml par 24h. dans toutes les : tous les diabetes
Volume maladies infectieuses. | (sucrés, rénaux, et
insipides ainsi que
dans les néphrites
interstitielles).
Jaune citron plus Jaune paille ou Brun acajou dans le
Couleur ou moins foncé. incolore : néphrite cas d’un ictére,
interstitielle rouge sanglant dans
chronique. I’hématurie.
Odeur de pomme
Odeur Peu / au cours de
prononcee. ’acétonurie.
S’abaisse (acidité Augmente (acidité
Ph 5a8 augmentée) chez les diminuée) dans les

diabetiques.

insuffisances
rénales.
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2. Définition de I'appareil urinaire :

C'est un ensemble d’organes assurant I'épuration du sang ainsi que la production et
I'élimination de l'urine. L'appareil urinaire se compose de deux reins, des uretéres, d’une
vessie, d’un urétre et d'un méat urinaire (figure 1). Il se forme et commence a fonctionner

avant la naissance (Kouta, 2009).

Le role de ce systeme est de former I'urine qui sera évacuée. L'urée est excrétée par les
reins qui fabriquent I'urine ; cette urine est acheminée par l'uretére jusqu'a la vessie, une poche
retenant l'urine, ensuite rejetée a l'extérieur de I'organisme lors de la miction par l'urétre

s'abouchant au meat urinaire (Ellatifi, 2011).

Vesse

Urétre

—~—

Figure 1 : Anatomie de I’appareil urinaire (Ellatifi, 2011).

[l.  Epidémiologie :
1. Les infections urinaires (1U) :
1.1 Définition :

Une infection urinaire (IU) est une infection qui peut toucher une ou plusieurs parties
du systéme urinaire : les reins, les uretéres, la vessie et 1'urétre. Elle se manifeste le plus
souvent par des douleurs ou une sensation de brllure lors de la miction, parfois par des

douleurs abdominales et de la fievre. L’infection urinaire se caractérise par une multiplication
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de microorganismes au sein de I’arbre urinaire (bactériurie) s’accompagnant d’une réaction
inflammatoire avec afflux de leucocytes (leucocyturie). Cette infection est majoritairement

féminine, le risque d’infection est moindre chez le sexe masculin (Banacorsi, 2007).

Les infections urinaires sont une des plus fréquentes infections bactériennes (Foxman
et al., 2000). Elles sont principalement causees par des entérobactéries, dont en premier lieu
(E.coli), qui représente 70 a 80 % des bactéries isolées en cas de prélevement urinaire
(Baerheim et al., 1999).

Deux types d’IU sont identifiés :

a) Infections urinaires simples : Ce sont des IU qui sont identifiées chez des patients ne
présentant pas des facteurs de risque. En pratique, elles ne concernent que la femme sans
complications particulaires (Silveira, 2009).

b) Infections urinaires compliquées : Ce sont des IU survenant chez des patients ayant au
moins un facteur de risque pouvant rendre I’infection plus grave et le traitement plus

complexe (Silveira, 2009). Parmi les facteurs de risque majeurs nous pouvons citer :

e Les anomalies organiques ou fonctionnelles de I'arbre urinaire, qu’elles soient : résidu
vesical, reflux, lithiase, tumeur, acte récent.

e Certaines situations pathologiques (diabéte, immunodépression, insuffisance rénale,
etc.)

e Certains terrains physiologiques (homme, sujet &gé avec comorbidité, grossesse).

1.2 Les types d’infections urinaires :
11 existe quatre types d’infection urinaires (Figure2).
1.2.1 Lacystite:

La cystite ne s’accompagne jamais de fievre, la symptomatologie associe a des degrés

divers : (Anglaret et Mortier, 2003).

e Pollakiurie : mictions fréquentes ou peu abondantes, avec parfois impériosité.
e Brillures mictionnelles, urines troubles, parfois hématurie macroscopique.
e Une cystite peut étre totalement asymptomatique, révélée par I’examen microscopique

des urines (cas fréquent pendant la grossesse).
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1.2.2 L’urétrite infectieuse :

Si P’infection touche uniquement ’urétre, il s’agit souvent d’infection sexuellement
transmissible courante chez les hommes et les femmes. Le germe en cause : la chlamydia et le

gonocoque (Anglaret et Mortier, 2003).
1.2.3 La pyélonéphrite :

La symptomatologie associe : Des signes de cystite, qui peuvent précéder les autres

symptdmes de plusieurs jours, mais étre absents dans 40% des cas.

Une fievre, avec parfois des frissons et des signes septiques variés (pouvant aller
jusqu’au choc septique). Cette fievre peut parfois €tre isolée (en particulier chez la personne
agée et le nourrisson), mais s’accompagne souvent de : Douleurs lombaires et Douleurs

abdominales (Anglaret et Mortier, 2003).
1.2.4 La prostatite aigue :

Est une inflammation de la prostate causée par des agents infectieux (bactéries,
champignons, mycoplasmes) ou par une affection (par exemple rétrécissement de ['urétre,
hyperplasie de la prostate). Le germe en cause : Escherichia coli. (Anglaret et Mortier,
2003).

Infection rénale
Pyélonéphrite

Infection vésicale
Cystite

Prostatite

Urétrite

Figure 2 : Forme topographique de types d’infection urinaire (Bouarroudj,2015).
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1.3 Transmission de I’IU :

La transmission de 1’agent infectieux a 1’organisme hote constitue toujours la premiére
¢tape de l’infection, car 1’agent pathogene doit entrer en contact physique avec son hote

potentiel (Bousseboua, 2005). La transmission peut étre directe ou indirecte :
1.3.1 Contact direct :

Le contact du corps contaminé au corps sain peut se faire de plusieurs fagons comme a
travers des lésions ou des muqueuses. Les mains du personnel soignant porteur de germes
provenant d'autres malades. Les bactéries étant introduites dans la vessie a l'occasion de
différentes mauvaises manipulations : lavages vésicaux, déconnexions intempestives du

montage entre la sonde et le systéme de drainage (Bousseboua, 2005).
e Transmission interhumaine (interpersonnelle) :

La transmission interhumaine est la propagation d’un microorganisme pathogene par
contact physique entre une personne abritant le pathogéne et un héte réceptif, sans qu’un objet
agisse comme intermédiaire. Les relations sexuelles sont des exemples courants de contacts
directs par lesquels des infections peuvent étre transmises. La transmission interhumaine peut
aussi se faire par I'exposition directe a des excréments ou a des liquides biologiques provenant

d'une personne souffrant d'une infection (Bousseboua, 2005).
e Auto-infection :

Certaines infections sont de type endogene, c'est-a-dire qu'elles sont causées par des
microorganismes qui font partie de la flore normale, mais qui peuvent devenir des pathogénes
opportunistes. Lorsque les circonstances leurs sont favorables, ces espéces parviennent a se

multiplier et a perturber I'homéostasie de la personne qui les héberge (Bousseboua, 2005).
1.3.2 Contact indirect :

Les objets contaminés, les aliments, les liquides de perfusions et les solutions

d’antiseptiques contaminés peuvent étres une grande source de contamination (Bouarroudj et

Boutebza, 2015).
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1.4 Les facteurs favorisants I’infection urinaire :
a) Facteurs liés a I’hdte
Ces facteurs sont surtout représentés par : (Bouvenot, 2012)

e Les modifications hormonales chez la femme (ménopause ; périodes pré- et post
menstruelles).

e Les infections gynécologiques a chlamydia ou a mycoplasmes, qui fragilisent la
muqueuse vaginale et modifient la flore bactérienne vaginale.

e [’insuffisance ou surtout les exces d’hygiénes périnéales.

e Les anomalies anatomiques ou fonctionnelles de 1’appareil urinaire (tumeurs, lithiase,
reflux vésico-urétéral, diverticules vésicaux).

e La stase urinaire par compression extrinseque (grossesse, prolapsus génital,
hypertrophie prostatique).

e Les corps étrangers (sondage ou endoscopie).

e Certains terrains (diabéte, immunodépression).
b) Facteurs liés a la bactérie :

Certaines bactéries en particulier E.coli possedent des facteurs de virulence
particuliers, liés a la présence pili, de certains antigénes O ou de polysaccharides capsulaires

(antigenes K1), a la production d’hémolysine, etc. (Bouvenot, 2012).




CHAPITRE 2 :
LES
ENTEROBACTERIES
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1. Entérobactérie :

Etymologiquement, le terme Enterobacteriaceae vient de deux mots grecs : enteron
« intestin » et baktérion « petit baton ». Il signifie bacilles intestinaux. Le nom
d’Entérobactéries a ¢ét¢ donné parce que ces bactéries sont généralement des hotes
commensaux ou pathogénes du tube digestif de ’homme et des animaux (Oussadi et

Bounneche, 2010).
La classification des entérobactéries est la suivante :

e Regne : Bacteria,

e Embranchements : Proteobacteria,
e Classe : Gamma-proteobacteria,

e Ordre : Enterobacteriale,

e Famille : Enterobacteriaceae (Bergey’s, 2012)

La famille des Enterobacteriaceae comprend de nombreux genres bactériens

répondant a la définition suivante :

e Bacilles a Gram négatif ;

e Dépourvus d’oxydase ;

e Mobiles gréce a une ciliature péritriche ou immobiles ;

e Facilement cultivables sur des milieux usuels Fermentent le glucose avec ou sans
production de gaz ;

e Réduisent les nitrates en nitrites (Brahimi, 2013).

Les entérobactéries sont parmi les souches les plus fréqguemment isolées chez les
patients hospitalisés, elles sont souvent responsables d’infections urinaires, pulmonaires, de

septicémies mais également d’autres infections intra-abdominales (Baba Ahmed et al., 2014).
1.1 Habitat et pouvoir pathogénes :
a) Habitat :

Les entérobactéries sont des bacteries ubiquitaires avec un habitat tres large : eau
douce, sol, végétaux, animaux (insectes jusqu’a ’homme) et peuvent contaminer des denrées
alimentaires. Certaines especes sont responsables de diarrhées et/ou d’infection opportunistes

(infection urinaires, infection respiratoires, surinfections des plaies, septicémies, méningites).
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b) Virulence :

e Capsule : elle est de nature polysaccharidique, rend la phagocytose plus difficile et
inhibe I’action du complément.

e Adhésines : elles peuvent induire une adhésion aux globules rouges ou a des cellules
épithéliales. La plupart des adhésines se présentent sous forme de fimbriae.

e Résistance : Certaines entérobactéries sont naturellement résistantes aux p-lactamines
par la production de divers B-lactamase. Les entérobactéries peuvent acquérir une
résistance aux antibiotiques a large spectre (Abdelmalek et Lezzar, 2016).

1.2 Paroi des entérobactéries :

Les entérobactéries sont des BGN et possédent donc une paroi dont la structure en
trois couches est particuliére a ces bactéries. Cette paroi est constituée de I'extérieur vers
I'intérieur : d'une membrane externe, d'une couche mince de peptidoglycane et d'un espace

périplasmique qui entoure la membrane cytoplasmique (Figure 03).

Lipopolysacchance

Phospholipde

Membrane
externe

] Peptidoglycane

=

Membrane
plasmique

Figure 03 : Structure de la paroi des bactéries a Gram négatif (Bouazza et Bouakka, 2016).
1.3 Caractéres culturaux :

Les entérobactéries se développent rapidement in vitro sur des milieux ordinaires. La
température optimale de croissance est 37°C, mais la culture est possible entre 20° et 40°C.
Leur temps de division varie de 20 a 40 minutes. Pour la plupart des especes, les colonies
formées apres 18-24 heures d'incubation a 35-37 °C sont bombées, rondes et réguliéres, leur

surface est lisse et brillante, il s'agit des formes S « Smooth » (Joly et Reynaud, 2002).
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1.4 Caractéres biochimiques :

Le tableau ci-dessous résume les caractéres d'identification des genres des
entérobactéries le plus fréeguemment rencontrés (Bouazza et Bouakka, 2016).

Tableau 03 : Caractéeres biochimiques de quelques entérobacteéries.

Escherichia Citrobacter | Enterobacter Klebsiella | Serratia | Salmonella Shigella | Proteus | Providencia

Yersinia

Glu

+ + + + + + + + +

+

Lac

ONPG

+/-

Indole

+/- +/-

+/-

VP

Cit

+/- +/-

Mob

Urée

H2S

+/- + +/-

Glu : Glucose. Lac : Lactose. ONPG : Orthonitrophénol-béta-galactosidase.

VP : Voges-Proskauer. Cit : Citrate. Mob : Mobilité. H2S : Sulfure d’hydrogene.

1.5 Caractéres antigéniques :
Les entérobactéries possédent différents antigenes :

a) L’antigéne de Kunin : c’est un antigéne commun dénommé ECA (pour Enterobacterial
Common Antigen). Il n'existe que chez les entérobactéries et, de ce fait, a un intérét
taxonomique. Sa présence chez les Yersinia a permis d'inclure ce genre dans la famille des

entérobactéries.

b) Les antigenes O ou somatiques : ces antigénes correspondent aux polyosides fixés sur les

LPS. Ils sont thermostables et résistent a 1’alcool.

c) L'antigene R : il correspond au polysaccharide du core central, auto agglutinables dans
I'eau physiologique, plus sensibles aux substances bactéricides du sérum, plus facilement

phagocytés et donc moins pathogenes.
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d)Les antigenes H ou flagellaires : ils n'existent que chez les souches mobiles, constitués de

protéine spécifique dénommeée flagelline. 1ls sont thermolabiles et inactivés par I'alcool.
e) Les antigenes de surface : ils comprennent :

e Les antigenes K ou capsulaires : ils sont de nature polysaccharidique. Lors d’un
sérotypage, chez les Escherichia coli, les Shigella ou chez certaines Salmonella et
Citrobacter (alors appelés Vi), ces antigénes masquent I'agglutination par les anticorps
anti O qui peut étre restituée apres chauffage de la souche car ils sont détruits par
ébullition.

e Les antigénes d'adhérence ou adhésines : ils sont de nature protéique, portés par des

pili communs (encore appelés fimbriae) (Bouazza et Bouakka, 2016).

2. Lesgenres d’entérobactérie :

2.1.Escherichia coli :

Escherichia coli, isolée par Escherich en 1885, est I’espéce type du genre Escherichia
qui appartient a la famille des Enterobacteriaceae. C’est un Bacille a Gram négatif, assez
grand (1-1.5 x 2-6 um), aéro-anaérobie facultatif, oxydase négatif, nitrate positif et qui
fermente le glucose (Farmer et al., 2007). Les principaux caractéres distincts de E.coli vis a
vis les autres entérobactéries sont : la fermentation du lactose, la production d’une
B-galactosidase, la production d’indole a partir du tryptophane, 1’absence d’uréase et

I’absence d’utilisation du citrate (Simmons) comme source d’énergie et de carbone.

Concernant I’habitat, on trouve Escherichia coli en abondance dans la flore
commensale, en particulier dans le tube digestif. Par ailleurs, elle est tres répondue dans

I’environnement : eau, sols, et dans les aliments (Baraduc et al., 2000).

Chez ’homme, la colonisation par E.coli est précoce, et peut étre responsable d’un
nombre varié de pathologie. Toutefois, trois types de syndromes majeurs résultent de
I’infection par de souches E.coli pathogenes : infections urinaires (impliqué dans 80 % des
infections urinaires), les infections digestives (diarrhées, infections hépatobiliaires et autres),

et les méningites néonatales et septicémies (Jaureguy, 2009).
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2.2. Klebsiella :

Les bactéries du genre Klebsiella sont des bacilles a Gram négatif d’un diameétre de 3 a
4 mm, immobiles, capsulées, de dimensions comparables a celles d’E.coli. En général ils ont
une culture trés facile sur tous les milieux usuels. Sur les milieux classiques d’isolement pour

entérobactéries (Sougakoff et Trystam, 2003).

Elles sont trés répandues dans la nature (ubiquiste) : eaux de surface, eaux usées,
effluents industriels, sols, le bois, les végétaux divers, les aliments. Ce sont aussi des
commensales du tube digestif des animaux et de I'nomme. On peut les rencontrer aussi a 1’état
commensal sur la peau et les muqueuses, notamment les muqueuses respiratoires (Euzéby,
2010). Le portage digestif de Klebsiella est plus important chez les malades hospitalisés que
dans la population normale. Sur les mains du personnel et sur les objets de I’environnement
dans les services hospitaliers, la présence de Klebsiella est trés fréquente (Boughachiche et
Sebais, 2016)

Elles sont responsables d’infections urinaires au 2éme rang aprés E.coli, aussi
responsables d’infections spontanées dans 25 % des cas, mais surtout d’infections
nosocomiales notamment chez des patients hospitalisés, d’infections respiratoires de
bactériémies et d’infections neuro-méningés post traumatiques ou post chirurgicales. Les
isolements sont beaucoup plus fréquents a 1’hdpital, et particuliecrement dans les services de

réanimation (Souna, 2011 ; Sekhri, 2011).
2.3. Proteus :

Ont une morphologie des petits bacilles & Gram négatif en forme de batonnet,
généralement trés mobiles, polymorphes, mesurant de 0,4 a 0,8 um de diametre sur 1,0 um a
80 wm de longueur, trés flagellé en alternance entre les nageurs végétatives et cellules
grouillantes hyper- flagellé (Hamdouche et Tabai, 2016). Elle se développe en aéro-
anaérobiose. Elle n’a pas d’exigence particuliére, elle pousse bien sur milieux ordinaires

(c’est une Entérobactérie) a 37°C.

Elles sont largement répondues dans 1’environnement naturel, y compris 1’eau polluée,
le sol et le fumier, on les rencontre aussi dans la viande putride, des abcés. Elles sont pour la

plupart des habitants de voies urinaires de I'homme. (Hamdouche et Tabali, 2016).

Proteus mirabilis est une espéce qui provoque une infection urinaire avec une

fréquence la plus élevée parmi toutes les espéces de Proteus. Elle est impliquée dans les
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infections compliquées et les infections chez les patients cathétérises pendant une longue
durée. Proteus mirabilis est plus fréquemment isolée a partir des échantillons cliniques. Elle
est l'un des principaux agents pathogenes de l'appareil urinaire humain chez les patients
hospitalisés. Ces infections urinaires peuvent donner lieu a des bactériémies hautement
mortelles et qui sont difficiles a traiter et souvent fatale. Qui peuvent étre opportunistes et

causer des lésions septiques sur d'autres sites du corps (Hamdouche et Tabai, 2016)
2.4.Enterobacter :

Les especes rencontrées en bactériologie médicale sont : E.cloacae, E.aerogenes,
E.agglomerans, E.gergoviae, E.sakazakii, E.asburiae et E.intermedius (Avril et al., 1992). Ce
sont des bacilles a Gram négatif, mobile, mesurant 0,6 a 1 pm de diamétre et 1,2 a 3 um de
longueur (Hart, 2006 ; Paterson et al., 2001).

Les Enterobacter sont des commensaux du tube digestif de I'hnomme et des animaux.
On les trouve dans les eaux, sur le sol, sur la peau et les muqueuses. Ce sont des bactéries de
I'nospitalisme (Avril et al., 1992).

Concernant le pouvoir pathogéne, les E.cloacae sont des germes qui colonisent
souvent les patients hospitalisés et plus particulierement ceux traités par antibiotiques. Ils ont
été associés a des épidémies nosocomiales et sont considérés comme des pathogenes
opportunistes (Hart, 2006 ; Pagotto et al., 2003). Ils peuvent causer de nombreux types
d'infections, y compris abcés cérébraux, pneumonie, méningite, septicémie et infection de
plaies, infection des voies urinaires et des infections de la cavité abdominale ou des intestins
(Farmer et al., 2007).

2.5. Citrobacter :

On reconnait actuellement sept especes appartenant au genre Citrobacter : C.freundii,
C.koseri, C.farmeri, C.youngae, C.braakii, C.werkmanii, C.sedlkaki. Seules les deux

premiéres especes sont retrouvées fréquemment en pratique clinique (Brenner et al., 2005).

Les Citrobacter sont des bactéries commensales du tube digestif de I'nomme et des
animaux, mais aussi saprophytes de I'environnement (sol, eaux, eaux usées, aliments). Les
nouveau-nés et les patients immunodéprimés, agés ou présentant un terrain débilité sont
davantage a risque de contracter 1’infection. Chez 1’ensemble des patients, les infections a

Citrobacter comportent un risque de mortalité de 33 a 48 % (Holmes et al., 1998).
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Les Citrobacter freundii sont des agents pathogenes nosocomiaux opportunistes rares
(Ryan, 2004), qui entrainent normalement des infections des voies urinaires, des
bactériémies, des sepsis abdominaux et des abceés cérébraux ainsi que des pneumonies et
d’autres infections néonatales (Pepperell et al., 2002). Les infections du systeme nerveux
central (SNC) sont plus courantes chez les nourrissons de moins de 2 mois que chez les
enfants plus agés et les adultes immunodéprimés, cependant, certains cas rares ont été signalés
(Lagha, 2015).

2.6. Serratia :

Les espéces du genre Serratia sont des bacilles Gram négatif parfois assez fins, dont
la longueur est intermédiaire entre celle des E.coli et celle des Proteus, ce sont des bactéries
généralement mobiles. La plupart des especes produisent un pigment rouge a rose, appelé
prodigiosine (Vaaje-Kolstad et al., 2010).

D’une maniére générale, les espéces du genre Serratia sont isolées des plantes
(Iégumes, champignons, mousses), on les trouve aussi dans le tube digestif de I’homme, des
rongeurs, des insectes, ainsi que dans le sol et 1’eau. Elles sont capables aussi de se

développer sur des aliments tels que le pain, la viande et le lait (Vaaje-Kolstad et al., 2010).

Les especes de Serratia sont des agents pathogénes opportunistes. Elles sont a
I’origine d’une multitude d’infections, dont la bactériémie, la pneumonie, les infections liées
aux cathéters intraveineux, I’ostéomyélite, I’endocardite, mais elles sont rares. En médecine
vétérinaire, Serratia marcescens est un agent des mammites chez la vache laitiére (Van et al.,
2007).




CHAPITRE 5 :

RESISTANCE AUX
ANTIBIOTIQUES
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1. Les antibiotiques :

Les antibiotiques sont des substances antimicrobiennes d'origine biologique, qui
agissent a faible concentration sur les microorganismes en bloquant des étapes métaboliques
indispensables a leur survie ou a leur croissance. Ce mode d'action ne se traduit pas forcément
par la mort de I'agent infectieux, mais la multiplication en est toujours interrompue. Dans ce
cas, l'organisme a le temps d'édifier sa réponse et ce sont les mécanismes de defense qui

éliminent le germe. (Michel, 1981).

Les antibiotiques se différencient des antiseptiques par leur mécanismes d’action, ils
agissent a un niveau précis des structures bactériennes, dénommé site d’action. L’action d’un
antibiotique est le résultat des interactions organisme-antibiotique d’une part et antibiotique-
bactéries d’autre part. Pour résumer ces dernieres, on peut dire que pour étre actif, un

antibiotique doit :

- Pénétrer jusqu’a sa cible bactérienne ;
- Ne pas étre inactivé ;
- Etre capable de se lier & sa cible.

Ce sont les conditions nécessaires a I’activité antibactérienne. L’antibiotique exercera son

action qui pourra étre de deux types de modalité :

- Bactériostatique : s’il n’y a qu’une simple inhibition de la croissance bactérienne.

- Bactéricide : s’il y a mort de la bactérie.
Les quatre cibles principales sont :

e La paroi : inhibition de la synthése de la paroi bactérienne (B-lactamines,
glycopeptides, fosfomycine) empéchent la réaction de transpeptidation qui est une
¢tape importante dans I’assemblage du peptidoglycane. Ceci entraine la fragilisation
de la paroi cellulaire, notamment chez les Gram positif, les bactéries Gram négatives
ont tendance a étre moins sensibles a la pénicilline car leurs enveloppes externes
empéchent I’antibiotique d’atteindre la couche de peptidoglycane de la cellule.

e La membrane cytoplasmique : inhibition de la synthése de la membrane
(polymyxines non actifs sur les Gram +). La polymyxine et la tyrocidine sont tous
deux, des antibiotiques polypeptidiques qui altérent les membranes cellulaires.
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e Le chromosome : inhibition de la synthése de I’ADN (quinolones). Les quinolones
inhibent I’ADN gyrase et interférent ainsi avec la réplication, la réparation et la
transcription de I’ADN.

e Le ribosome : inhibition de la synthése protéique (cyclines, aminosides, macrolides).
Les antibiotiques antibactériens qui inhibent la synthése protéique, le font par fixation

au ribosome bactérien (Abdelmalek et Lezzar, 2016).
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Figure 04 : Site d’action des différents types d’antibiotiques (Batah, 2016).
2. Les p-lactamines :

Ce sont des antibiotiques caractérisés par la présence constante du cycle B-lactame
associé¢ a des cycles et des chaines latérales variables. L’ensemble des -lactamines forme une
large classe d’antibiotiques qui comprend les dérivés de la pénicilline, les céphalosporines, les
monobactames, les carbapénémes et les inhibiteurs de p-lactamases. Ce sont des acides
relativement forts et franchissent parfois difficilement les membranes bactériennes (Cattoir,
2004).

Les antibiotiques formant la famille des B-lactamines, sont utilisés pour le traitement
d’environ 55 % de toutes les infections bactériennes, en raison de leur grande efficacité et au

peu d’effets secondaires qui leur sont attribues (Lagha, 2015).
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2.1 Structure :

Les B-lactamines ont en commun une structure appelée 1’anneau B-lactame, qui est
formée de quatre membres : trois atomes de carbone et un atome d’azote. Cet anneau

constitue la portion responsable de ’activité de ces molécules (Fisher et al., 2005).

La structure de base des pénicillines, I'acide 6-aminopénicillanique, est constituée d’un
cycle thiazolidine 1ié au cycle B-lactame. Par contre, les céphalosporines se distinguent
chimiquement des pénicillines par le remplacement du cycle thiazolidine par un cycle
dihydrothiazine (noyau « céphéme ») avec un atome de soufre en position 1. Leur noyau
cépheme est beaucoup plus stable que le noyau péname des pénicillines, ce qui permet aux
céphalosporines de mieux résister globalement a 1’action diverse des [-lactamases

bactériennes (Figure 05) (Lagha, 2015).
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Figure 05 : Structure des béta-lactamines (Lagha, 2015).
2.2 Classification :
Les p-lactamines sont classées en quatre groupes
a) Pénicillines (noyau péname) :

Les pénicillines naturelles sont des molécules synthétisées par certains champignons
microscopiques de la famille des Penicillium (Moussa et Moussaoui, 2016). Trois groupes de
pénicillines sont utilisés pénicilline G et pénicilline V dont le spectre est essentiellement
limité aux bactéries Gram(+) et a certains anaérobies, les aminopénicillines, dont le spectre est
élargi a certaines bactéries Gram (-) (Repertoire commente des medicaments ausag

veterinaire., 31 mars 2014, www.cbipvet.be. )
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b) Céphalosporines (noyau céphéme) :

Elles sont produites par un mycéte du genre Cephalosporium. Ces -lactamines sont
toutes a large spectre et leur intérét réside surtout dans leur activité sur les bacilles a Gram
négatif (Lagha, 2015).

c) Les carbapénemes (noyau péneme) :

Qui sont les plus efficaces actuellement, exemples : imipenéme, méropéneme
(Cavallo et al., 2004). Ils sont trés actifs sur un grand nombre d’espéces bactériennes a Gram
(+) et a Gram (-). L’imipenéme est résistant a la plupart des B-lactamases, y compris les 3-
lactamases a spectre ¢largi. De trés rares souches d’entérobactéries sont apparues capables de
dégrader I’imipeneme ont été décrites (Lagha, 2015). Ils sont utilisés en premiére ligne au

cours du traitement initial des infections nosocomiales severes (Wolff et al., 2008).
d) Les monobactames (noyau azétidine) :

Représentés par I’aztréonam, sont inactifs sur les bactéries Gram (+) et les anaérobies.
Par contre, ils sont trés actifs sur les entérobactéries et sur Pseudomonas aeruginosa (Lagha,
2015). lls constituent une alternative de choix pour le traitement des infections graves aux
bactéries Gram (-) chez les patients allergiques aux autres types de B-lactamines ou ne

pouvant recevoir d'aminoglycosides (par exemple, les insuffisants rénaux) (Chemelle, 2010).
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Figure 06 : Structures de quelques B-lactamines (Lagha, 2015).

A : Pénicillines. B : Céphalosporines. C : Céphamycines. D : acide Clavulanique.

E : Imipénéme (Carbapéneme). F : Monobactames.

3. Résistance aux antibiotiques :

Les antibiotiques constituent un important groupe de médicaments pour la médecine,
par rapport a leurs propriétés de lutter contre les infections humaines dues aux bactéries
pathogenes (Emmanuel, 2011). Le succes fulgurant des premiers traitements anti-infectieux a

fait considérer un peu hativement le probléeme des maladies

définitivement réglé. Mais, rapidement, I’enthousiasme a décliné avec I’apparition des
premigres résistances des bactéries aux antibiotiques. A chaque nouvel antibiotique introduit
en thérapeutique, les bactéries ont su s’adapter et résister plus ou moins vite (Ploy et al.,

2005). Ces résistances peuvent avoir un spectre étroit, limité a un ou quelques antibiotiques de

structure voisine (Walsh, 2000).

infectieuses comme

De maniére générale, les entérobactéries utilisent différents mécanismes pour

développer une résistance aux antibiotiques : il peut s’agir de troubles de perméabilité pour

les antibiotiques, de systémes d’efflux qui permettent d’évacuer les antibiotiques ou de
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modification de la cible bactérienne de 1’antibiotique. Mais le plus fréquemment, il s’agit

d’enzymes détruisant les bétalactamines ; les béta-lactamases (Pitout et Laupland, 2008).
3.1 Définition :

Une souche est dite résistante a un antibiotique lorsqu’elle supporte une concentration
plus élevée que celle qui inhibe le développement des autres souches de la méme espéce
(Benmedakhen et al., 2016).

3.2 Type de résistances bactériennes :

» Résistance naturelle :

La résistance naturelle ou intrinseque a un antibiotique est commune a toutes les
bactéries d’'une méme espece. Elle est due a la présence de genes chromosomiques communs
a toutes les bactéries d’une méme espéce et transmise a la descendance. La résistance
naturelle détermine les phénotypes « Sauvages » des especes bactériennes vis-a-vis les

antibiotiques (Mayer et al., 2000).
» Reésistance acquise :

Ce type de résistance (représente 90%) n’apparait que chez quelques souches d’une
espece donnée naturellement sensible a un antibiotique. Elle résulte de la modification de son
patrimoine génétique soit par mutation chromosomique, soit par acquisition de génes portés
par des plasmides ou des transposons qui rendent la bactérie insensible a I’antibiotique.

(Benmedakhen et al., 2016).
4. Mécanismes de résistance aux p-lactamines :

Les entérobactéries peuvent résister aux [3-lactamines selon différents mécanismes :
4.1 Impermeabilite :

Les entérobactéries sont naturellement résistantes aux molécules hydrophobes et de
masse moléculaire élevée (pénicillines G, V et M). Des résistances acquises dues a une
diminution de permeabilité de la paroi ont été rapportées chez Ecoli, Klebsiella, Proteus et

Enterobacter suite a une altération quantitative ou qualitative des porines (Ramoul, 2013).
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4.2 Systeme d’efflux :

L'exportation active est un mécanisme de résistance de certaines bactéries aux
antibiotiques grace a des transporteurs membranaires appelés pompes d’efflux. Chez les
bactéries a Gram (-), les systémes d’efflux sont souvent des complexes protéiques ternaires
avec une pompe transmembranaire, une protéine périplasmique de jonction et une porine de la

membrane externe (Yang et al., 2009 ; Cattoir, 2004).
4.3 Modification des PLP :

Les PLP sont des cibles physiologiques des B-lactamines. Chez les entérobactéries, des
souches de Proteus mirabilis résistantes a 1’imipenéme ont été observées suite a une perte
d’affinité de la PLP2 et une diminution de la quantité de la PLP. Ce mécanisme de résistance
est tres rare chez les entérobactéries (Faure, 2009).

4.4 Production de p-lactamases :

Chez les entérobactéries, la production de -lactamases est le mécanisme prédominant

de résistance aux B-lactamines (Livermore, 2003).

5. B-lactamases :
5.1 Définition :

Les B-lactamases sont des enzymes bactériennes capables d’inactiver de nombreuses
B-lactamines par ouverture du cycle béta-lactame. Elles hydrolysent la liaison amide du cycle
B-lactame pour donner un acyl-enzyme qui sera ensuite dégradé en acide inactif (figure 07).
L’hydrolyse irréversible du noyau B-lactame entraine alors I’inactivation de 1’antibiotique et
la perte totale de son activité antibactérienne. Les B-lactamases sont la cause la plus fréquente
de résistance chez les bactéries a Gram (-). Les génes de résistance de ces enzymes se situent
soit au niveau du chromosome bactérien, soit sur des éléments extra-chromosomiques

(Moussa et Moussaoui, 2016).

La présence de ce type de mécanisme de résistance au sein de souches pathogenes fait
peser un risque majeur d’inadéquation thérapeutique et donc d’échec thérapeutique et

également un facteur de diffusion (Schwaber et Carmeli, 2007).
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Figure 07 : Schéma réactionnel de I’ouverture du cycle B-lactame (Moussa et Moussaouli,
2016).

5.2 Classification :

Les B-lactamases sont classées suivant plusieurs propositions, deux d’entre elles sont
actuellement utilisées : la classification structurale proposée par Ambler et la classification
fonctionnelle de Bush (Doi et al., 2004).

a) Classification d’Ambler :

Initialement proposeée par Ambler (Ambler, 1980), cette classification repose sur la
similarité des séquences entre les différents membres des B-lactamases. De plus, elle refléte
les relations fondamentales de chaque B-lactamase et ne change pas a cause des mutations.
Cette nomenclature se compose de quatre groupes, soit les p-lactamases de classe A, B, C et
D. Les enzymes de classe A, C et D sont dites a sérine active tandis que celles de classe B
sont appelées métallo-f-lactamases (carbapénémases) (Jacoby et Munoz-Price, 2005).

e Classe A:

Les pB-lactamases de classe A, d'origine chromosomique ou plasmidique, se
caractérisent par leur capacité a hydrolyser I'amide cyclique li¢ a la molécule de B-lactame.

(Lagha, 2015)

Les principaux représentants de ce groupe sont les B-lactamases du type TEM, SHV et
récemment le type CTX-M (Doi et al., 2004).

e ClasseB:

Les B-lactamases de classe B sont des métallo-f-lactamases et utilisent un ion de zinc
(Zn2+) comme cofacteur permettant ainsi la décomposition de I'anneau B-lactame (Ambler,
1980 ; Bandoh et al., 1991). Ces enzymes ont émergés depuis une dizaine d’années, d’abord
chez Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii, puis ensuite chez les

entérobactéries et d’autres bacilles Gram (-). L’importance clinique des métallo-béta-
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lactamases est liée au fait qu’elles hydrolysent les carbapénémes, composés qui échappent a
I’activité des béta-lactamases a sérine active. La plupart des métallo-béta-lactamases
hydrolysent une variété de pénicillines et de céphalosporines, et sont insensibles aux

inhibiteurs suicides classiques (Bebrone, 2007).
e ClasseC:

Les B-lactamases de classe C, ont longtemps été ubiquitaires aux chromosomes de
difféerentes espéces bactériennes entériques. Dans cette classe, on retrouve les
céphalosporinases Amp C qui sont codées par des génes qui étaient primitivement situés sur
le chromosome de nombreuses bactéries a Gram (-). Ces enzymes sont résistantes a 1’acide
clavulanique. Au départ a médiation chromosomique, les B-lactamases de la classe C sont

aussi, aujourd’hui, a médiation plasmidique (Philippon et al., 2002).
e ClasseD:

Elle regroupe les B-lactamases qui hydrolysent les isoxazolylpénicillines comme la
cloxacilline et I'oxacilline. Ces derniéres sont réfractaires a I'nydrolyse par les autres
classes de B-lactamases et possedent une certaine activité inhibitrice. On les appelle des
oxacillinases et sont représentées par les pB-lactamases du type OXA. Ces enzymes sont
plus ou moins résistantes a 1’action de 1’acide clavulanique, mais sont bien inhibées par le

tazobactame (Moussa et Moussaoui, 2016).
b) Classification de Bush-Jacobi-Medeiros :

Etablie selon les propriétés fonctionnelles de 1’enzyme définies par son substrat
préférentiel et son profil d’hydrolyse, dans laquelle les auteurs divisent ces enzymes en quatre
groupes (1 a 4) avec plusieurs sous-groupes. Cette classification phénotypique de B-
lactamases pose un certain probléeme puisque différentes mutations ponctuelles peuvent

influencer leur susceptibilité a ces substrats et inhibiteurs (Lagha, 2015).

6. p-lactamases a spectre étendu (BLSE) :
6.1 Définition :

Le terme BLSE a été proposé pour la premiére fois en 1988 pour distinguer les
B-lactamases plasmidiques donnant la résistance aux céphalosporines a large spectre d’ou le
nom « B-lactamases a large spectre » (Bouazza et Bouakka, 2016). Les BLSE engendrent

une résistance a I’ensemble des [-lactamines a 1’exception des céphamycines et des
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carbapénémes. Elles sont inhibées in vitro par 1’acide clavulanique. Le plus souvent, elles sont

d’origine plasmidique a rapidité de diffusion et d’évolution.

Les BLSE sont définies comme des enzymes appartenant a la classe A ou D de la
classification d’Ambler, capables d’hydrolyser les pénicillines, céphalosporines de premiére,
deuxieme, troisieme et quatrieme génération (C1G, C2G, C3G et C4G) et I’aztréonam. Les
genes de structure sont portés par des éléments génétiques mobiles tels que de grands
plasmides (100 kb ou plus), intégrons ou transposons. Ces éléments sont transférables entre

souches de la méme espéce ou entre especes (Rodriguez-Villalobos et Sturelens, 2006).

Les BLSE ont aujourd’hui une répartition mondiale. Leur apparition dans les bactéries
a Gram (-) et leur dissémination coincidente avec 1’utilisation d’antibiotiques a large spectre
tels que les céphalosporines et les quinolones. Les bactéries productrices de BLSE peuvent

occasionner des infections hospitalieres et communautaires.

1. Actuellement plus de 400 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 (Bouazza et Bouakka,
2016).

6.2 Différents types de BLSE :
a) BLSE de type TEM (Temoneira - nom du patient)

Les BLSE de types TEM dérivent de TEM-1 et TEM-2 par substitution d’un ou de
plusieurs acides aminés (Bush et al., 1995). De nombreux dérivés de TEM-1/2 (>150) ont été
décrits a ce jour. Bien que fréquemment retrouvées chez E.coli et K.pneumoniae, les BLSE de
type TEM ont aussi été rapportées parmi les autres membres de la famille des entérobactéries
ainsi que P.aeruginosa (Faure, 2009 ; Fisher et al., 2005). La majorité des BLSE de ce type
dérivent par mutations ponctuelles de I’enzyme originale (TEM-1 ou TEM-2). Les
substitutions les plus courantes sont entre un ou plusieurs acides aminés qui peuvent entrainer

une importante modification de 1’affinité de 1’enzyme (Lagha, 2015).

Jusqu’a 90% de la résistance a 1’ampicilline chez E.coli est due a la production de
TEM-1, qui est capable d’hydrolyser I’ampicilline, et a un degré moindre 1’oxacilline ou la

cefalotine (Doi et al., 2004).
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b) BLSE de type SHV : (Sulfhydryl variable)

Les enzymes BLSE de type SHV dérivent par mutations ponctuelles de I’enzyme
originale SHV-1, caractérisée par la substitution d’acides aminés (Lagha, 2015).

Les BLSE de ce type se retrouvent plus freqguemment mais pas exclusivement, dans le
genre Klebsiella. La majorité de ces enzymes ont été décrites chez les souches de
K.pneumoniae, mais peut aussi se trouver chez Citrobacter freundii, E.coli, Enterobacter

cloacae et P.aeruginosa (Bradford, 2001).
c) BLSE de type OXA :

Les BLSE de type OXA (oxacillinase) sont comparativement rares, et ont été trouvé la
plupart du temps chez P.aeruginosa. Les BLSE de type OXA portent typiquement des
mutations multiples, Ces BLSE peuvent étre plasmidiques ou chromosomiques (Poole, 2004).

d) BLSE de type CTX-M :

Les BLSE de type CTX-M (Céfotaximase-Muenchen) sont les plus fréquentes,
mondialement, au sein des entérobactéries aprés une diffusion rapide depuis le milieu des
années 90. Au niveau de leur spectre d’activité, elles hydrolysent préférentiellement le
céfotaxime, d’ou leur nom de céfotaximase. Certaines d’entre elles ont évolué plus
récemment par mutation (ponctuelle ou non). Générant un haut niveau de résistance a la
ceftazidime telles les enzymes CTX-M-15, CTXM-16, CTX-M-19, CTX-M-23 ou encore trés
récemment CTX-M-32 (Philippon et al., 2006).

e) Autres types de BLSE :

D’autres BLSE ont une distribution moins large qui sont individualisées en BES-1
(brazilian extended spectrum), GES-1 (Guyana extended spectrum), PER-1 (Pseudomonas
extended resistance), SFO-1 (Serratia fonticola), TLA-1 (Tlahuicas, tribu mexicaine), et VEB-
1 (Vietnam extended spectrum). Enfin, I’OXA-1 qui a une grande activité catalytique pour la

cloxacilline, I’oxacilline et la méticilline (Lagha, 2015).
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6.3 Epidémiologie :

Les BLSE sont retrouvées essentiellement dans la famille des entérobactéries, principalement
Escherichia coli et Klebsiella, plus rarement Serratia, Citrobacter, Enterobacter, Morganella,
Proteus, Salmonella, Shigella ou des bactéries a Gram négatif non fermentatives comme

Pseudomonas, Acinetobacter.

Depuis la premiére découverte des bactéries productrices de BLSE, on observe une
augmentation du nombre de patients colonisés et du nombre d’infections a ces germes, ainsi
qu’une trés grande hétérogénéité de ces enzymes avec une nomenclature complexe. Les BLSE
type TEM et SHV ont été décrites en premier dans le milieu hospitalier, en particulier chez

Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli et d’autres entérobactéries.

Indépendamment, en milieu communautaire, ce sont les BLSE type CTX qui sont apparues
dans E. coli, liées a des infections urinaires. Au cours des dernieres années, on a observé une
circulation des souches entre les milieux hospitalier et communautaire. 1l est clairement établi
que le développement et la propagation de BLSE sont liés a I’utilisation des béta-lactamines,
que la colonisation du tube digestif joue un réle important, mais le mode de transmission n’est

pas clairement établi (contact cutané, consommation d’aliments) .

Les souches productrices de BLSE étaient souvent associées a des épidémies nosocomiales.
A partir de 1995, de nouvelles BLSE notamment les CTX-M ont émergé de facon rapide chez
les entérobactéries. Contrairement aux BLSE de type TEM et SHV, les mécanismes de
diffusion de CTX-M semblent plus complexes, mettant en jeu la diffusion des plasmides et/ou

d’autres ¢léments génétiques (Coque et al., 2008).
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Matériel et Méthodes
l. Cadre d’étude et objectif :

Notre étude s’est déroulée durant une période de 01 mois (15 février au 15 mars) au
niveau du laboratoire de Microbiologie, Faculté des sciences exactes et des sciences de la
nature et de la vie, Université Cheikh Larbi Tébessi, cette étude a porté sur des patients
hospitalisés dans différents services de 1’établissement public hospitalier EI Aouinat la wilaya
de Tébessa, pour évaluer la résistance aux antibiotiques des Entérobactéries isolées des

prélévements urinaires.

Matériel :
Appareillages :
Autoclave 120°C.
Balance électrique de précision.
Etuve a 37°C.
Microscope optique.
Plaque chauffante.
Réfrigérateur (-20°C a 5°C).
Verrerie :
Béchers (1000 ml, 500 ml).
Flacons stériles 250 ml.
Lames.
Pipettes graduées 10ml.
Pipettes Pasteur.
Tubes a essai.
Outils :
Mortier.
Spatules.
Anse de platine.
Bec Bunsen.
Boites de Pétri.
Ecouvillons.
Pince.
Portoirs.

Micropipette 1000ul.
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Micropipette 200pl.
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services ou a partir des patients internes faisant leurs analyses au niveau du laboratoire de

Réactifs et autres substances :

Matériel et Méthodes

Colorants de Gram (Violet de Gentiane, Lugol, Fuschine).

Ethanol 95%.

Disques d’antibiotiques.
Eau distillée stérile.

Eau physiologique stérile.
Huile & immersion.

Huile de vaseline steérile.
Reactif de Kovacs.

Réactif TDA.

Réactifs VP1 et VP2.
Reéactifs nitrate réductase | et I1.
Poudre de zinc.

Milieux de culture :
Gélose Mac Conkey (MC).
Gélose nutritive (GN).

Galerie biochimigue miniaturisée API 20 E.

Gélose Mueller-Hinton (MH).

Méthodologie de travail :
Réalisation des prélévements :

Les prélévements sont réalisés a partir de patients hospitalisés au niveau des différents

I’hopital (consultation avec hospitalisation).

renseignement accompagnant 1’échantillon, pour les patients hospitalisés, ou sur le registre du
labo (ou sur I’ordonnance orientant le patient vers le laboratoire pour les patients externes).

Les informations qui doivent étre fournies sont : age, sexe, service, motif de consultation,

Dans tous les cas, les données de chaque patient doivent étre fournies par la fiche de

(patients hospitalisés) antécédents médicaux chirurgicaux, antibiothérapie en cours.
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2. Technique de prelevement des urines :

L’urine doit étre recueillie dans un récipient stérile. Aprés lavage hygiénique des
mains et toilette soigneuse au savon ou antiseptique doux de la région vulvaire chez la femme
et du méat chez I'nomme suivi d'un rincage, éliminer le premier jet (environ les 20 premiers
millilitres) d'urines pour ne recueillir dans le récipient stérile que les urines du deuxiéme jet
en prenant soin de ne pas toucher les bords supérieurs du récipient. Le transport au laboratoire
doit étre effectué dans des conditions adéquates, en respectant la durée et la température
(moins de 2 heures et & température ambiante) afin d’éviter une éventuelle contamination qui
par la suite génera I’interprétation. Pour éviter la multiplication bactérienne, la mise en culture
doit étre adressée rapidement au laboratoire, la durée maximum de conservation de
1’échantillon est de24h a 4°C.

Les prélevements recus au laboratoire sont accompagnés d’une fiche de
renseignements [Nom et prénom du malade, Age et sexe, Service d’hospitalisation, Nature de
prélevements, Date et heure du prélevement, Antibiothérapie éventuelle (nature et durée),
Renseignements cliniques], ensuite le prélevement subit un enrichissement avec du Bouillon
Nutritif.

3. Ensemencement :

Ensemencer (aprés homogénéisation des urines) a partir de 1’échantillon des urines sur

gélose Mac conkey, selon la méthode des stries (a I’aide de 1’anse de platine).
4. lsolement :

- Aprés incubation, I'isolement se fait a partir des cultures positives (présente un trouble)
I"ensemencement se fait a I'aide de I'anse de platine ou pipette pasteur selon la méthode de
stries sur gelose Mac Conkey (MC).

- Les boites ont été ensuite incubées a 37°C pendant 24 a 48 heures jusqu’a 1’apparition des

colonies.
5. Purification :

- On procéde a la I'examen macroscopique de la culture a partir des colonies isolées sur MC
en se basant sur les caractéres culturaux des bactéries (forme de colonie, taille, aspect et la

couleur) et examen microscopique par coloration de Gram.
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- Repérer les colonies suspectes et les coder sur le revers de la boite en attribuant deux

chiffres pour chaque code par exemple :
(1.1 Colonie type 1 échantillon 1) / (1.2 Colonie type 2 échantillon 1)
Premier chiffre : numéro de I’échantillon. Deuxiéme chiffre : numéro du type de colonie

Ensuite, proceéder directement a la coloration de Gram et sélectionner les bacilles Gram
négatifs. La purification se fait en poursuivant le repiquage en faisant des stries éloignées sur
le méme type de milieu jusqu'a I’obtention d’un isolat pure présentant les mémes
caractéristiques que celui obtenu en premier isolement, dans ce cas procéder a la conservation

sur GN inclinée.
6. Conservation :

- A partir de chaque isolat pur, repiquer en stries sur la pente d’une gélose nutritive (GN)

inclinée en tube.
- Aprés incubation a 37°C pendant 24 h, conserver les cultures au réfrigérateur a 4°C.

- Chaque isolat doit étre codé selon le code de la colonie a partir de laquelle il a été obtenu,

noter sur le tube de conservation : code étudiant, code de I’isolat et la date de conservation.
7. ldentification biochimique par galerie API 20E :
a) Principe et description de galerie :

API 20E est un systeme standardisé pour I'identification des Enterobacteriaceae et
autres bacilles a Gram négatif non fastidieux, comprenant 21 tests biochimiques miniaturisés,
ainsi qu'une base de données. La liste complete des bactéries qu'il est possible d'identifier
avec ce systéme est présente dans le Tableau d'identification en fin de notice.

La galerie API 20 E comporte 20 micro tubes contenant des substrats déshydratés
(Figure 08). Les micro tubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue
les tests. Les réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages
colorés spontanés ou révelés par l'addition de réactifs. La lecture de ces réactions se fait a
l'aide du Tableau de Lecture et l'identification est obtenue a l'aide du catalogue analytique ou

d'un logiciel didentification (Biomerieux).
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Figure 08 : Galerie API20E.
b) Mode opératoire :

» Préparation de la galerie :

- Reéunir fond et couvercle d'une boite d'incubation et répartir environ 5 ml d'eau

distillée dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide.
- Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite.
- Sortir la galerie de son emballage.

- Placer la galerie dans la boite d'incubation.

» Préparation de I'inoculum :

Préparer une suspension bactérienne dense dans 10 ml d’eau physiologique stérile a partir

d’une culture pure et jeune de 18 a 24 h, faite sur GN.

» Ensemencement de la galerie :

- Introduire la suspension bactérienne dans chaque tube a I’aide d’une pipette Pasteur
stérile, pointe appuyée a I'intérieur et sur le coté pour éviter la formation de bulles
d’air.

- Pour les caractéres soulignés : ADH, LDC, ODC, H.S, URE, ensemencer le tubule par

la suspension et la cupule par I’huile de vaseline stérile.

- Pour les caractéres encadrés VP, CIT, Gel, ensemencer le tubule et la cupule par la

suspension.

- Pour les caractéres non encadrés, non soulignés ensemencer uniquement le tubule par

la suspension.

- Refermer la boite d’incubation et la placer a 37°C pendant 18 a 24 heures.
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c) Lecture de la galerie :

- Apres incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de lecture
(tableau 04).

- Si 3 tests ou plus (test GLU + ou —) sont positifs, noter sur la fiche de résultats toutes les

réactions spontanées puis révéler les tests nécessitant I'addition de réactifs :

Test TDA : ajouter 1 goutte de réactif TDA. Une couleur marron-rougeétre indique
une réaction positive a noter sur la fiche de résultats.

Test IND : ajouter 1 goutte de réactif JAMES. Une couleur rose diffusant dans toute
la cupule indique une réaction positive a noter sur la fiche de résultats.

Test VP : ajouter 1 goutte des réactifs VP 1 et VP 2. Attendre au minimum 10
minutes. Une couleur rose ou rouge indique une réaction positive a noter sur la fiche
de résultats. Une faible coloration rose apparaissant apres 10 minutes doit étre
considérée négative.

Test Glu : Ajouter une goutte des réactifs NIT 1 et NIT 2 dans le tube GLU. Attendre
2-5 minutes, une coloration rouge indique une réaction positive (NO2). Une réaction
négative (coloration jaune) peut étre due a la production d’azote : ajouter 2-3 mg de
poudre de zinc dans la cupule GLU. Aprées 5 minutes, un tube resté jaune indique une
réaction positive a noter sur la fiche des resultats. Si la cupule devient orange-rouge, la
réaction est négative, les nitrates encore présents dans le tube ont été réduits en nitrites

par le Zn.

Remarque : le test de la recherche de production d’indole doit étre réalisé en dernier, car

cette réaction libere des gaz qui risquent d’altérer I’interprétation d’autres tests de la galerie.

Ne pas remettre le couvercle d’incubation aprés 1’ajout du réactif.

Si le nombre de tests positifs avant ajout des réactifs (y compris le test GLU) est inférieur a

trois :

- Réincuber la galerie 24 heures (plus ou moins 2 heures) de plus sans rajouter les reactifs.

- Révéler les tests nécessitant 1’addition de réactifs.




Matériel et Méthodes

Tableau 04 : Lecture de la galerie miniaturisée Api 20E (Biomerieux).

. | Résultats
Tests Substrat Caractére recherché Négatif Positif
Ortho-nitro-phenyl- )
ONPG ) Beta- galactosidase Incolore Jaune
Galactosidase
ADH L-arginine Arginine dihydrolase Jaune Rouge/orangé
LDC L-lysine Lysine décarboxylase Jaune Orangé
oDC L-ornithine Ornithine décarboxylase | Jaune Rouge/orangé
CIT Citrate de sodium Utilisation du citrate Vert pale/jaune | Bleu-vert/vert
) ] ; Dép6t  noir/fin
H2S Thiosulfate de sodium | Production d’H2S Incolore/grisatre | |iseré
URE Urée Uréase Jaune Rouge/orangé
TDA L trvotooh TDA / immédiat
-tryptophane dsami -
Tryptophane désaminase Jaune Marron fonce
James/ 2 mn
IND L-tryptophane Production d’indole
Jaune Anneau rouge
) VP 1+ VP 2/ 10mn
VP Pyruvate de sodium Production d’acétoine _
Incolore Rosé-rouge
o o o Diffusion  du
GEL Gélatine de kohn Gélatinase Non diffusion pigment noir
GLU D-glucose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
MAN D-mannitol Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
INO Inositol Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
SOR D-sorbitol Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
RHA L-rhamnose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
SAC D-saccharose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
MEL D-melibiose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
AMY Amygdaline Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
ARA L-arabinose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
Nitrate Production de NO; NIT1 + NIT2/2-3 mn
réductase . . Jaune Rouge
Potassium nitrate
Tube ) Zinc/5mn
Réduction au stade N .
GLU Rouge/orangé Jaune
ONPG: orthonitrophényl-béta-D-galactopyranoside. ADH: arginine dihydrolase. VP:

Réaction de Voges-Proskauer. LDC: lysine décarboxylase. ODC: ornithine décarboxylase.
CIT: Utilisation du citrate. H,S: recherche d’un thiosulfate réductase. URE: uréase. TDA:

Tryptophane désaminase. IND: production d’indole. GEL: Gélatinase. GLU: glucose. MAN:
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mannitol. INO: inositol. SOR: D-sorbitol. RHA: rhamnose. SAC: D-saccharose. MEL:
melibiose. AMY: amygdaline. ARA: arabinose.

d) Interprétation et identification :

Sur la fiche de résultats, les tests sont séparés par groupes de trois et une valeur 1, 2 ou 4
est indiquée pour chacun. La galerie APl 20 E comportant 20 tests, en additionnant a
I'intérieur de chaque groupe les valeurs correspondant & des réactions positives, on obtient 7
chiffres, la réaction de l'oxydase qui constitue le 21leme test est affectéee de la valeur 4
lorsqu'elle est positive (Biomerieux).

- L’identification a été réalisée a 1’aide d’un logiciel d’identification apiweb TM.

8. Test de I'antibiogramme :

Etude de la sensibilité aux antibiotiques:

Au cours de notre étude nous avons déterminé la sensibilité des souches d’entérobactéries vis-
a-vis de 15 antibiotiques (Tableau 03) appartenant a différentes familles d’antibiotiques par la
technique d’antibiogramme standard par diffusion sur gélose Mueller Hinton selon les
recommandations du comité Francgais de 1’Antibiogramme de la Société Frangaise de

Microbiologie, 2019 (CA-SFM, 2019).

8.1 Définition :

L'antibiogramme est I'examen biologique destiné a mesurer I'interaction entre chacune
des molécules antibactériennes utilisables et une souche bactérienne. Le résultat contribue a
évaluer la sensibilité de la souche bactérienne examinée ou sa résistance, ce qui signifie que la
molécule sera probablement active au sens thérapeutique ou le traitement sera un échec :
résistant, sensible, intermédiaire (Doi et al., 2004).

8.2 Principe :

La méthode des disques consiste a deposer a la surface de la gelose Mueller-Hinton
préalablement ensemencée avec une suspension bactérienne, des disques pré imprégnés d’une
dose connue des différents antibiotiques. Chaque antibiotique diffuse au sein de la gélose a
partir du disque et y détermine des concentrations inversement proportionnelles a la distance
du disque. Apres incubation a 37°C pendant 24 heures, chaque disque est entouré d’une zone
d’inhibition de la croissance bactérienne. La multiplication des bactéries s’arréte la ou existe

dans la gélose, une concentration d’antibiotique égale a la concentration minimale inhibitrice
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(CMI). Les caracteres de sensibilité ou de résistance de la souche en seront déduits (Delarras,
1998).

8.3 Choix des antibiotiques :

Le choix des antibiotiques utilisés dans cette etude a été fait selon les recommandations du

comité de 1’antibiogramme de la société frangaise de microbiologie, 2020 (CA-SFM, 2020).

La liste des antibiotiques testés est présentée dans le tableau 05 .

Tableau 05 : Liste des antibiotiques utilisés

Charge Diamétres critiques
Famille Antibiotique Sigle
Du disque R(d) I S(D)
Aminopénicillines Amoxicilline AMX 25 ug <19 >19
Carboxypénicillines | Ticarcilline TC 75 ug <20 >23
Uréidopénicillines Pipéracilline PRL 100 pg <17 >20
Carbapénémes Imipénéme IPM 10 ug <17 >22
b- Ticarcilline+Acide
Lac | Clavams _ TTC 75-10 ug | <20 >23
tam clavulanique
ine | Monobactames Aztréonam ATM 30 ug <21 >26
° |cic Céfalexine cL 30 ug <14 >14
C2G Céfoxitine CX 30 ug <15 >19
Céfotaxime CTX 30 ug <17 >20
C3G —
Ceftazidime CAz 30 ug <19 >22
Amikacine AK 30 ug <18 >18
Aminoglycosides —
Gentamicine GN 10 pg <17 >17
Ofloxacine OF 5 ug <22 >24
Fluoroquinolones _ -
Ciprofloxacine CIpP 5 ug <22 >24
Triméthoprime- ) 1,25-23,75 | <11 >14
) Co-Trimoxazole coT
sulfamides Mg
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8.4 Technique :
» Préparation de la gélose

L’épaisseur de la gélose doit étre de 4 mm + 0,5 mm (approximativement 25 ml pour une

boite de 90 mm de diametre.
> Préparation de I'inoculum :

Préparer une suspension bactérienne (a partir d'une culture jeune de 18 heures), prélever
au moins 03 colonies et émulsionner dans 05 ml d’eau physiologique stérile (L’ inoculum

bactérien doit idéalement étre employé dans les 15 min qui suivent sa préparation).
Bien homogénéiser la suspension bactérienne.

> Ensemencement de la gélose :

- Plonger un écouvillon en coton stérile dans la suspension bactérienne et éliminer

I’exces de liquide en tournant 1’écouvillon sur les parois du tube.
- Ecouvillonner sur la totalité de la surface de la gélose dans trois directions

- Laisser sécher.

» Application des disques et incubation :

Appliquer les disques a lI'aide d'une pince préalablement flambée, en appuyant légerement.
Les disques doivent étre parfaitement appliqués a plat sans glissement. Une distance
minimale de 15 mm doit séparer un disque périphérique du bord de la boite, et chaque
disque doit étre éloigné au minimum de 30 mm des autres. Les disques d’antibiotiques

sont répartis sur trois boites de Pétri selon la (figure 08).

8.5 Incubation des boites de Pétri :

- Les incuber idéalement dans les 15 min. qui suivent le dépdt des disques, sans
dépasser 30 min. Si elles sont abandonnées a température ambiante apres dép6t des
disques, la pré diffusion des antibiotiques engendrera des zones d’inhibition

faussement agrandies.

- Incuber les boites a 37°C pendant 24 h couvercle en bas.
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Figure 09 : Schéma explicatif de la disposition des disques d'antibiotiques.

8.6 Lecture et interprétation :
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La bordure de la zone d’inhibition doit étre lue a I’ceil nu et au niveau de la compléte
inhibition de la culture, la boite étant placée a 30 cm de 1’ceil. Mesurer les diametres des zones

d’inhibition au millimétre le plus proche avec une régle ou un pied a coulisse.

Interpréter les diamétres des zones d’inhibition par référence aux tableaux ou figurent
les diametres critiques : la comparaison des diametres mesurés autour des disques déposeés et

ceux recommandes permettra de détecter le phénotype sensible, intermédiaire, et résistant

e Sile diamétre de la zone d'inhibition est > D : la souche est dite sensible (S).

e Si le diametre de la zone d'inhibition est < d : la souche est dite résistante (R).

e Sid < diamétre de la zone d'inhibition < D : la souche est dite intermédiaire (I) (CA-
SFM, 2019).

9. Recherche d’une BLSE :

La détection de BLSE est réalisée selon deux tests : le test de synergie et le test de double

disque.
9.1 Le test de synergie :
a) Principe :

Les BLSE dérivées des enzymes de classe A (Ambler) sont inhibées par les inhibiteurs
de B-lactamases (acide clavulanique, sulbactam et tazobactam).Le test consiste donc a
rechercher une image de synergie entre un disque d’antibiotique contenant un inhibiteur de
béta-lactamase : amxiciline + acide clavulanique (AMC) et un disque de C3G ou un
monobactam (aztréonam) (Rahal , 2005).

b) Technique :

Un inoculum est préparé a partir d’une culture jeune de 18 a 24 h. La gélose Muller-
Hinton est ensemencée par la méthode d'écouvillonnage. Un disque d’amoxiciline/acide
clavulanique est placé au centre de la boite de Pétri distant de 3 cm de disques de céfotaxime
(CTX), ceftazidime (CAZ) et aztréonam (AO) (figure 09). Les boites sont incubées pendant
18 ha 37°C (Rahal, 2005).

c) Lecture :

La production des BLSE peut se traduire par 1’apparition d’une image de synergie en «
Bouchon de champagne » entre le disque AMC et CTX/ CAZ/ ATM (figure 10).
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En I’absence d’une image de synergie, la production de BLSE sera suspectée devant toute
diminution du diameétre autour des disques C3G ou de monobactam. On recherchera donc une
BLSE devant un diamétre inférieur aux valeurs suivantes : CTX = 27 mm, CAZ = 22 mm et

ATM = 27 mm. Dans ce cas, il faut pratiquer un test de confirmation de production de BLSE
(Rahal., 2005).
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Figure 10 : Description de I’image de synergie.
1 : synergie en entonnoir
2 : synergie en bouchon de champagne.
9.2 Test de double disque :

a) Principe :

Ce test consiste a rechercher une augmentation de la zone d'inhibition d'un disque de
C3G, précédé par l'application d'un disque contenant I'AMC, comparé a un autre disque

portant la méme céphalosporine et placé cote a cote sur la gélose de Mueller-Hinton
(Rahal, 2005).

b) Technique :

- Préparer une suspension a partir d’une culture de 18 ou 24 h.
- Ensemencer la gélose Mueller-Hinton selon la technique de 1’antibiogramme.

- Déposer un disque d’AMC et un disque de C3G (CTX) a une distance de 25mm
(centre a centre).
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- Laisser diffuser les antibiotiques a la température ambiante du laboratoire pendant une

heure de temps. - Aprés une heure d’incubation sur la paillasse, oter le disque d’AMC
et le remplacer par un disque de C3G (figure 11).
- Incuber pendant 18 heures a 37°C (Rahal., 2005).

@ O ()

Diffusion
Figure 11: Schéma explicatif du test du double disque.

c) Lecture :

Le test du double disque est positif quand le diametre d’inhibition du disque de C3G
appliqué apres diffusion du disque AMC est supérieur ou égal a 5mm par rapport au diameétre

d’inhibition du disque de C3G, ce qui indique une production d’une BLSE (Rahal, 2005).
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Résultats et Discussion

I. Resultats :

1. Isolats bactériens :

Durant la période d étude allant du 15 janvier au 15 février 2020, 55 préelevements
urinaires ont été collecté a partir de différents services de 1’établissement public hospitalier El
Eouinat la wilaya de Tébessa. Dans notre travail, on a pu établir que la majorité des infections

urinaires sont causé par des entérobactéries, nous avons obtenu 22 isolats.
1.1 Caractéristiques de la population étudiée :

Au cours de notre étude, 55 prélévements d’urines ont été analysées, 45 sont du sexe

féminin et 10 sont du sexe masculin. La catégorie d’age allant de 15 a 45 ans renferme le plus
de patients.

1.2 Répartition des résultats d’ECBU exécutés pendant la durée d’étude :

Tableau 06 : Répartition des résultats d’ECBU

ECBU positif ECBU negatif Contaminé Total
Effectif 22 30 03 55
Pourcentage 40% 54,55% 5,45 100%

= ECBU (+) = ECBU (-) = Contaminé

Figure 12 : Répartition des résultats d’ECBU

Durant la période d’étude 55 prélévements ECBU ont été réalisée dans les différents
services de ’EPH EL Eouinat, Tébessa. Parmi ces prélevements, 40% des cas se sont révélés
positifs, 54.5% cas se sont montres négatifs et 5.5% des cas sont jugés contaminés suite a un
mauvais prélevement ou ensemencement.
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1.3 Répartitions des résultats positifs en fonction du sexe :

Tableau 07 : Répartitions des résultats positifs en fonction du sexe

Femme Homme
Effectif 15 7
Pourcentage 68% 32%

Nos résultats montrent une prédominance des souches isolées chez les patients du sexe
féminin avec 68 % (15/22) contre 32% (7/22) des souches sont isolées chez les patients du
sexe masculin. Ceci correspond a un sexe ratio (Femme/ Homme) = 2,14

1.4 Répartition des résultats positive selon la tranche d’age et le sexe :

Tableau 08 : Répartition des résultats positive selon la tranche d’age et le sexe

Tranche

yA <15 15-45 45-65
d’age
Sexe F H T F H T F H T
Effectif 01 02 03 10 04 14 04 01 05

pourcentage 4,45% 9,09% 13,63% 4545% 18,18% 63,63% 18,18% 4 ,45% 22,72%

La tranche d’age la plus touchée est celle des sujets adultes « 15— 45 » ans, avec une légére
prédominance féminine (45,45%).

1.5 Répartition des souches isolées selon le service :

Tableau 09 : Répartition des souches isolées selon le service

Effectif Pourcentage
Chirurgie femme 04 18,18%
Pédiatrie 02 09,09%
Service Réanimation 02 09,09%
hospitalier -
Médecine femme 03 13,63%
Médecine homme 04 18,18%
GHR 07 31,81%
Total 22 100%

Les résultats ont montré que certains services hospitaliers sont apparus plus concernés

par la présence des malades infectés, notamment les services GHR, Chirurgie femme et
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médecine homme d’ou revenaient respectivement de 31% et 18%, suivi par le service de

médecine femme avec un taux de 13%.
2. Aspects macroscopiques des isolats :

Les isolats bactériens ont montré divers aspects culturaux, en fonction du milieu de
culture utilisé (Mac conkey et gélose nutritive) permettant de suspecter leur appartenance a un

groupe bactérien ou a un autre (entérobactéries, Pseudomonas ou autre).

Aspect macroscopique La figure

Colonies rose (lactose +), ronde, lisse,
bombeé, brillanté, forme régulier de 01 mm

de diametre.

Colonie rose ( lactose+), ronde, bombé,
mugqueuse , forme régulier de 0,1 a 0,5 mm

de diametre.

Colonie rouge, ronde, matte, aplatis, forme

irrégulier de 1 a 2 mm de diamétre.
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Colonies jaunes ( lactose -) rondes,

bombées de 0,1 a 0,5 mm de diametre.

Figure 13 : Aspect macroscopique de quelques isolats
3. Aspects microscopiques des isolats :

Dans notre étude seulement 22 échantillons ont donné des cultures de BGN. Aprés
coloration de Gram, I’observation microscopique a montré des bacille Gram négatif courts ou

moyens, isolés ou regroupés en paires ou en courtes chainettes, et des coccobacilles isolés ou

regroupeés en paires.

Figure 14/15 : Aspect microscopique de deux souches isolées
4. ldentification biochimique :

L’identification biochimique réalisée par la galerie API 20E (figure 05 et 06) a permis

d’identifier 22 souches qui appartiennent au groupe des entérobactéries (Tableau 10).
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Figure 16 : Quelques résultats de 1’identification par la galerie miniaturisée API 20E




Tableau 10 : Les résultats de I'identification des souches par la galerie AP1 20E
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TEST

Ol || O W | < J4 ol Z|lo|lx|<|lo|d > N
2121388 |2|5E|lga|B|3/S|2|823|2 222
coge | 0| < ol T zZ| > = < z Espéces
d’isolat
P1 + |+ |+ + o+ - +| A+ - -]+ + |+ S I R S I S S + Serratia marcescens
P2 | + | - | + | +| | -| -| -| +| | -|+ |+ o N I o e e B E.coli 1
E.colil
P3 + | - + + - - - -+ - -+ |+ -+ |+ + - -+ +
P4 + | - |+ e o T T S -+ |+ o+ -+ + E. coli 1
Enterobacter cloacae
P5 + |+ | + + +| - - -] - -] -]+ |+ S+ | | |+ -+
Enterobacter cloacae
P6 + |+ | - o i [ e e e T T o S 2 O AR -+
Citrobacter freundii
P7 - -]+ o B R R I I R B S -+ |+ +| +| -]+ +
Klebsiella oxytoca
P8 I B A B e T S T S T S e A S S A2 R ) B2 +
E.colil
P9 + | - | + -l - - - -+ - -]+ |+ -+ |+ -+ -]+ + co
E.colil
P10 | + | - | + e e T S S -+ |+ -+ - 4+ +
E.colil
P11 | + | - | + o N B R R B B I -+ |+ -+ -]+ +
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P12

+ Klebsiella oxytoca

P13

E.colil

P14

Serratia fonticola

P15

E.colil

P16

Proteus mirabilis

P17

Kluyvera spp

P18

Klebsiella ornitholytica

P19

Kluyvera spp

P20

Citrobacter koseri

P21

Enterobacter cloacae

P22

+ Klebsiella oxytoca
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Tableau 11 : Répartition des espéces d Entérobactéries isolées

Genre Espéce Effect if % de % du
I’espece genre
E. coli E.colil 08 36.36% 36.36%
Klebsiella 03 13.63% 18.17%
Klebsiella oxytoca
Klebsiella 01 4.54%
ornitholytica
Enterobacter Enterobacter 03 13.63% 13.63%
cloacae
Citrobacter 01 4.54% 9.08%
Citrobacter freundii
Citrobacter 01 4.54%
koseri
Serratia 01 4.54% 9.08%
Serratia marcescens
Serratia 01 4.54%
fonticola
Kluyvera Kluyvera spp 02 9.09% 9.08%
Proteus Proteus 01 4.54% 4.54%
mirabilis
Proteus
mirabilis

Kluyvera spp
Serratia

fonticola

Serratia E. coli 1

marcescens

Citrobacter
koseri

Citrobacter
freundii

Klebsiella Klebsiella
ornitholytica oxytoca

Figure 17 : Répartition des espéces d Entérobactéries isolées
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I1. Discussion :

Tout isolat pur donnant des BGN a été retenu pour une éventuelle identification biochimique
par la galerie APl 20E ,22 entérobactéries ont été identifiées parmi un totale de 22 isolats avec
une fréquence d'isolement 100% (22/22). Les bacilles a Gram négatif, dont les
entérobacteries restent les bactéries les plus isolées dans les infections, particuliérement dans

les pays en voie de développement, dont on fait partie.

L’habitat naturel de la plupart des entérobactéries est le tube digestif, qui reste le pourvoyeur
des différentes infections, directement ou indirectement par les mains, les matériels
hospitaliers contaminés et par les aliments (Denton, 2007 ; Sekhsokh et al., 2002). Toutes les
souches isolées dans notre travail sont d’origine des prélévements urinaire. Une étude réalisée
en France en (2000), a montré que (91,1%) des prélevements communautaires sont des
prélévements urinaires (Péan et al., 2001). L’analyse des résultats des tests d’identification

des isolats nous a permis de constater que:

- une prédominance d Escherichia coli avec 8 souches (30.36%), suivi de Enterobacter
cloacae avec 3 souches (13.36%), de Klebsiella oxytoca avec 3 souches (13.63), de Kluyvera
spp avec 2 souches (09.09%).

- Les autres espéces viennent en derniére position avec 1 seule souche chacune et des
Pourcentages moindres (4.54%) : Klebsiella ornitholytica, Citrobacter freundii, Proteus

mirabilis, Serratia marcescens, Serratia fonticola, Citrobacter koseri.

- Escherichia coli vient en premiére position, ¢’est un des germes les plus incriminés avec des
fréquences d’isolement allant de 65 a 85% (Ben Abdallah et al., 2005). On trouve
Escherichia coli en abondance dans la flore commensale, en particulier dans le tube digestif.
Par ailleurs, elle est trés répondue dans ’environnement : eau, sols, et dans les aliments
(Baraduc et al., 2000). De plus, I'TU est en général ascendante, et il existe une forte
colonisation du périnée par les entérobactéries d’origine digestive, et en particulier E. coli. A
cela s’ajoutent des facteurs spécifiques d’uropathogénicité, E. coli possede des adhésines,
capables de lier la bactérie a 1’épithélium urinaire et d’empécher son élimination par les
vidanges viscérales, Klebsiella et Proteus secrétent une uréase qui alcalinise ’urine, dont le

pH naturellement acide empéche la prolifération des germes (Sekhsokh, 2002).

- Enterobacter cloacae est fréquemment impliquée dans les infections nosocomiales. C’est

une bactérie pathogene opportuniste responsable en milieu hospitalier d’infections urinaires,
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de bactériémies, de méningites ou de suppurations diverses (labadene et al., 2009). Cette
espéce est devenue un agent pathogéne opportuniste important chez les patients hospitalisés,
en particulier chez les nouveau-nés (Gbaguidi-Haore et al., 2008). Selon le rapport d'enquéte
sur la surveillance et le controle des pathogenes d'importance épidémiologique (SCOPE) des
Etats-Unis, Enterobacter spp. (principalement E. cloacae) représentaient 3,9% de toutes les
bactériémies nosocomiales se classant au huitieme rang parmi tous les micro-organismes

causant une bactériémie (Wang et al ., 2009).

- Dans une étude rétrospective sur une période de trois années portant sur 253 patients
présentant une infection urinaire a 1’hépital de Rabat, Klebsiella spp a été impliquée dans
28% (72/253) de I’ensemble des cas d’infections urinaires recensés. Cependant, Klebsiella
pneumoniae Klebsiella oxytoca ont représenté 86 et 14% de 1’ensemble des Klebsielles

respectivement (Tlamcani et al., 2009).

- Kluyvera spp est un bacille Gram négative flagellé et mobile, qui appartient a la famille des
Enterobacteriacae. Elle est rarement décrite en association avec des infections cliniquement
significatives. Au début des années 1980, ce germe était principalement considéré comme un
saprophyte bénin colonisant principalement les voies respiratoires, gastro-intestinales ou les

voies urinaires (Juan et al., 2001).
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Conclusion et perspectives

La diffusion des entérobactéries multi-résistantes aux antibiotiques (MDR) a 1’échelle
mondiale constitue une menace de santé publique majeure. Résistantes a au moins trois
classes d’antibiotiques, les entérobactéries (MDR) entrainent des infections échappant aux
traitements de premiére intention qui peuvent entrainer de grandes difficultés de prise en

charge pour les patients, avec des situations d’impasse thérapeutique.

En Algérie, le probleme se pose essentiellement pour les entérobactéries productrices de

BLSE qui posent, pratiquement, trois types de problemes médicaux au monde :

v"Un probleme thérapeutique : pour le clinicien qui doit prescrire un antibiotique efficace,
éviter les échecs thérapeutiques et la sélection de mutants résistants.
v Un probléme microbiologique : une détection difficile, nécessitant la mise en ceuvre de

méthodes spécifiques.

v" Un probléme épidémiologique : pour les équipes de contrdle de I’infection qui doivent

limiter la dissémination des souches multi-résistantes.

Face a cette épidémie qui évolue a bas bruit et constitue une menace majeure pour la
santé publique, une mobilisation déterminée et durable de I’ensemble des acteurs impliqués

est indispensable.

L’objectif de notre travail consiste a rechercher les entérobactéries productrices de [-
lactamases a spectre élargi (EBLSE) des prélévements urinaires collecté a partir des différents

services de 1’établissement public hospitalier El Eouinat, wilaya de Tébessa.

Durant notre étude nous avons pu identifier 22 espéces d’entérobactéries. Les espéces

les plus dominantes appartiennent aux genre E. coli, Klebsiella et Enterobacter.

Malheureusement a causes des circonstances malencontreuses qui sont survenus dans
notre pays et dans le monde, c’est a dire la pandémie du COVID-19, nous n’avons pas pu
terminer notre étude et donc nous ne pouvons pas établir une conclusion définitive pour notre

document.
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Annexes

» Bouillon nutritif :
Composition :

e L extrait de viande 3g
e Peptone 5g

Préparation :

» Gélose nutritive
Composition :

e Extrait de viande 1g

e Extrait de levure 2g

e Peptone 5,0g

e Chlorure de sodium 5,0g
e Agar 159

e PH6.8+0.2a25°C

Préparation :

Suspendre 28 g dans 1 litre d eau distillée. Chauffer jusqua la dissolution totale. Autoclaver a

121°C pendant 15 min.
» Gélose Mac conkey
Composition :

e pancreatic Digest of gelatin 17 g
e Peptone (caseine, viande) 3g

e Lactose 10g

e Mélange de sels biliaires 1.5¢g

e Chlorure de sodium 5.0

e Rouge neutre 0.03g

e Cristal violet 0.001g

e Agar bacteriologique 13.5g

e PHfinal 7.1£0.2a25°C



Annexes

Préparation :

Suspendre 50 g dans un litre d’eau distillée. Chauffer jusqu a la dissolution totale par

agitation. Autoclaver a 121 °C pendant 15 min.
» Gélose Muller-Hinton :
Composition :

e Hydrolysat acide de caséine 17.5 g
e Infusion de viande 2 g

e Amidonsoluble 1.5¢g

e Agar agar bactériologique 17 ¢

e PH final 7.3+0.2 a 25 °C.

Préparation :

Mettre en suspension 38 grammes de milieu déshydraté dans 1 litre d eau distillée. Porter a
I"ébullition lentement en agitant jusqu'a dissolution compléte. Autoclaver a 115 °C pendant

15 min.

» Colorants et réactifs :

e Violet de gentiane

e Fuschine
e Lugol
e Alcool

e Réactif kovacs

e Réactif TDA

e Réactif VP 1et2
e Réactif NIT 1et2



