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Introduction

La découverte des antibiotiques au deébut du XXe siécle a constitué une véritable
révolution dans le domaine médical (Monnet, 2000). Suite a I’introduction des antibiotiques, le
bénéfice le plus significatif en termes de santé humaine était la diminution massive des déces
dus aux maladies infectieuses. En effet, le taux de mortalité globale est passeé de prés de 33% a
environ 4% ala fin du XXe siécle, subséquemment a I’utilisation de ces molécules miracles
(Kardos et Demain, 2011). De plus, sans ces agents antimicrobiens, les grandes avancées de la

médecine n'auraient pas été possibles (Choffnes et al., 2010).

Cependant, cette euphorie, longtemps entretenue par la synthése de nouveaux
antibiotiques, a connu un coup d’arrét (Monnet, 2000), car certaines bactéries ont présenté
rapidement leur capacité a s’adapter et a neutraliser I’effet des antibiotiques, notamment par
dégradation enzymatique (Abraham et Chain, 1940). De plus, Alexander Fleming le pére de
I’antibiothérapie, craignait les conséquences négatives potentielles qui pourraient découler d’une

utilisation incontrélée des antibiotiques (Lobanovska et Pilla, 2017).

Seulement sept décennies aprés leur découverte, 1’utilisation excessive et peu
contr6lée des antibiotiques a mené a un déclin premédité de ce remede miracle. Tel que prédit
par la théorie de I’évolution, les bactéries développent des mécanismes de résistance suite aux
phénomeénes de lapression de sélection. Cette résistance est en perpétuelle évolution et peut
provoquer des impasses thérapeutiques énormes. Selon un rapport établi par le
gouvernement britannique, au moins 700 000 personnes meurent chaque année a cause de
ces résistances aux antibiotiques. Ce chiffre pourrait passer a dix millions de personnes en
2050 (O’neill, 2016).

Les entérobactéries sont des germes fréquemment retrouvés dans les pathologies
infectieuses humaines telles que les abces, les pneumonies, les méningites et les cystites. De
par lavirulence des infections qu’elles causent et de par leur faculté a devenir résistantes (ou
parfois multi-résistantes) aux antibiotiques, ces bactérie posent aujourd’hui un véritable
probleme de santépublique aussi bien en milieu hospitalier que communautaire (Diagne et al.,
2018). L’émergence des entérobactéries multi-résistantes aux céphalosporines de troisieme
géneration (C3G) est souvent attribuée a 1’acquisition de geénes codant des B-lactamases a
spectre étendu (BLSE). Ces enzymes (TEM, SHV, CTX-M et leurs dérivés) conférent a ces

bactéries une résistance a



I’ensemble des B-lactamines a I’exception des céphamycines et des carbapénemes. Elles sont
inhibées partiellement par les inhibiteurs de p-lactamase. Les genes codant pour ces enzymes
sont portés par des €léments génétiques mobiles, notamment des plasmides d’ou la propagation
rapide et I’émergence des entérobactéries productrices de BLSE partout dans le monde
(Bradford, 2001).

En Algérie, Touati et al. (2006) ont signalé la premiére détection de souches productrices
de BLSE dans deux hdpitaux de Béjaia. Quelques mois plus tard, Ramdani-Bouguessa et al.,
(2006) ont rapporté leur détection a I'ndpital Mustapha Pacha d'Alger. D’autres études ont
ensuite communiqué I’isolement de ces souches résistantes, notamment a Tlemcen (Baba-
Ahmed et al., 2012 ; Zenati et al., 2019), a Constantine (Agabou et al., 2014), a Sétif (Nabti et
al., 2017).

A T’instar de ces travaux, ce mémoire a pour objectif d’étudier le profil de résistance des
souches cliniques d’entérobactéries collectées a 1’établissement public hospitalier EPH
Mouhad Abdelkader et des deux laboratoires d’analyses médicales Homaida et Meddah
Abdelaziz situés dans la ville de Dijelfa, et I’estimation de la prévalence des entérobactéries

sécrétrices de BLSE.

Ce mémoire est présenté en trois parties. La premiére partie consiste en une synthese
bibliographique rappelant les modes d’action des antibiotiques et les principaux mécanismes
de résistance bactérienne aux antibiotiques. Dans la deuxiéme partie, seront présentés le
matériel et les méthodes/protocoles utilisés dans 1’étude expérimentale. La troisiéme partie
sera consacrée a la présentation des résultats obtenus et leur discussion. A la fin de ce
manuscrit, nous terminerons par une conclusion qui résume I'étude et nous suggérons des

perspectives.
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Syntheése bibliographique

Chapitre |

Phénomeéne de résistance bactérienne aux antibiotiques
1. Antibiotiques :

En 1928, le scientifique Ecossais Alexander Fleming a remarqué un phénomeéne
inhabituel sur une vieille plaque de culture de Staphylococcus aureus qui a été contaminée par un
champignon du sol Penicillium notatum (figurel). Il a constaté, alors, qu'autour des
moisissures, la bactérie ne s'est pas développée et a émis I'hypothése que le champignon sécrete
une substanceantibactérienne dans la zone adjacente a sa croissance, qu'il a nommé pénicilline
(Fleming, 1929).

Colonies de
Staphylococcus
aureus

Zone d’inhibition de
croissance de
Staphylococcus
aureus

Colonies de
Penicillium
notatum

Figure 1 : Inhibition de la croissance d'une culture de Staphylococcus aureus par la moisissure

Penicillium notatum (Prescott, 2010).

Le terme antibiotique a été inventé a partir du mot « antibiose » qui signifie du grec
« anti : contre » et « bios : la vie ». La définition du mot antibiotique référe strictement aux
substances antimicrobiennes (Muylaert et Mainil, 2012). Ce sont des agents dont la toxicité
sélective résulte d'un mode d'action spécifique d’origine biologique produite essentiellement
par un micro-organisme champignons (ex. Penicillium et Cephalosporium) ou bactéries (ex.
Streptomyces, Micromonospora et Bacillus) (figure 2). lls peuvent aussi étre synthétiques
(produits par synthése chimique) tels que les sulfamides et les quinolones ou semi- synthétique
telles que I’amoxicilline et I’amikacine qui sont, en fait, des antibiotiques naturels modifiés par
I’addition de groupements chimiques (Prescott, 2010 ; Muylaert et Mainil, 2012 ; Marilyse,
2015 ; Mangin, 2016).
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. ) Synthétiques
Autre bactéries Fongiques

Mupirocin Penicillins
Cephalosporins

Nitrofurans

Monobactams Oxazolidinones

Pleuromutilins

Quinolones
Sulfonamides

Polypeptides
Fusidic acid

Polymyxins

Current Opinion in Microbiology

Figure 2 : Principales classes d'antibiotiques dérivées de produits naturels
(Hutchings et al., 2019)

Les antibiotiques peuvent avoir un effet bactéricide s’ils induisent la mort des bactéries

Exemple : les pénicillines, ou bactériostatique quand ils inhibent sélectivement la croissance
bactérienne comme les tétracyclines (Kohanski et al ., 2010) . Pour étre actifs, les antibiotiques
doivent pénétrer la bactérie sans étre détruits ou altérés , afin de cibler des processus vitaux de la
cellule bactérienne (synthéses protéiques, synthése des acides nucléiques, réplication,
transcription, transport transmembranaire,...etc.) (Ogawara, 1981),

2. Classification des antibiotiques :

La classification des antibiotiques peut se faire selon leur origine (naturelle ou de
syntheése), leur mode d’action sur la bactérie, leur spectre d’activité ou encore leur structure
chimique (Ebimieowei et al., 2016). Comme illustré dans le tableau ci-apres, la classification

basée sur la structure chimique reste la plus fréguemment utilisée.
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Tableau 1 : Classification des antibiotiques selon la structure chimique.

Origine et année de

Antibiotiques . Spectre d’activité Structure
découverte
Les p-lactamines
1. Pénicillines
-Pénicillines G et V sensibles aux 1929, synthétisée | -Spectre étroit Elles possedent un noyau pB-lactame associé a un noyau

pénicillinases (La benzylpénicilline,)
- Pénicillines antistaphy- lococciques
résistantes aux pénicillinases

(pénicillines M)

-Carboxypénicillines et

uréidopénicillines

- Amidinopénicillines

- Pénicillines sulfones (sulbactam et

tazobactam)

par Penicillium

notatum.

- semi-synthétiques

- Spectre étroit

- Spectre élargi

- Spectre élargi

- Spectre élargi

thiazolidine qui forme l'acide 6-amino-pénicillanique et une

chaine latérale qui porte les modifications structurales
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2. Cephalosporines
-Cephalosporines de premiére
génération (céfalotine, céfalexine)

-Céphalosporines de deuxiéme

génération (céfuroxime, céfamandol)

-Céphalosporines de troisieme
génération (céfixime, céfotaxime,

ceftazidime)

-Céphalosporines de quatrieme

génération (céfépime et cefpirome)

1945, a partir de
Cephalosporium

acremonium.

-C1G : actives sur
les bactéries a
Gram positif.

- C2G : spectre
étendu vers les
bactéries a Gram
négatif.

- C3G : spectre
étendu a la plupart
des entérobactéries
et sur P.
aeruginosa pour la
ceftazidime.

-Les C4G : stables
a I’hydrolyse des
céphalosporinases

de type AmpC.

Elles se difféerent des pénicillines par le remplacement du
cycle thiazolidine par un cycle dihydrothiazine (I'acide 7-
amino céphalosporanique)

N

R

lllI

H
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3. Monobactames

L’aztréonam : seul monobactame

commercialisé

1976, a partir de
Chromobacterium

violaceum

Bactéries aérobies

a Gram négatif

Ils se caractérisent par la présence d’u noyau monocyclique

1/—"' - _-NHE
B n—(

\"“., 0 :}:0
0= he. +CHy
OH t‘

AN
o”  “soH

4. Carbapénemes

L’imipénéme, I’ertapéneéme, le

méropéneme et le doripénéme

1976, a partir de
Streptomyces

clavuligerus

Spectre tres large.
Elles résistent a
I’hydrolyse de la
plupart des B-

lactamases.
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5. Inhibiteurs des p-lactamases

Trois inhibiteurs de p-lactamases sont
commercialisés et sont disponibles
dans de différentes combinaisons :
amoxicilline/clavulanate
ampicilline/sulbactame

piperacillin/tazobactame

1970 a partir de
Streptomyces

clavuligerus

Spectre large

Acide clavulanique/amoxicilline (Augmentin)
Acide clavulanique/ticarcilline (Claventin)

Tazobactam/pipéracilline (Tazocilline)

-IIII

@) OH

N/ 2
O

OH
o

Macrolides

1952 a partir de
Streptomyces

erythreus

Spectre étroit
(bactéries a Gram

positif)

Elles sont caractérisées par la présence de 14, 15 ou 16

atomes dans leur macrocycle

HOw \[‘-.-. - | ok MG _cH,
i J:-:. I (- l .1-;'_‘:. ‘r‘J
e HyT A HOT T
HeC '? | D e ~CH;
l:-_l.:::--.__-"_,." 3 O |]

CHy K:-_-—""-'._"':Z:th
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Tétracyclines

Premiere génération :
naturelles : chlortétracycline,
oxytétracycline

Deuxieme genération :
semi-synthétiques : doxycycline ,
lymécycline , métacycline,
minocycline,
roliitetracycline,meclocycline.
Troisiéme génération :

synthétiques : Tigécycline

1945 a partir de
souches de
Streptomyces
aureofaciens et S.

rimosus

Spectre trés large
(bactéries a Gram
positif et Gram-
négatif, bactéries
aerobies et
naerobies, bactéries
atypiques certains
parasites

protozoaires)

La structure de base de la tétracycline consiste en un noyau

hydronaphtacéne contenant quatre anneaux fusionnés.

Quinolones

Premiére génération : acide
nalidixique

Deuxieme génération : norfloxacine,
ciprofloxacine

Troisieme génération : Iévofloxacine
Quatrieme génération :

moxifloxacine, gémifloxacine

1962 a partir de la
chloroquine

(synthétique)

Spectre trés large
(bactéries a Gram
positif et Gram
négatif, bacteries
atypiques et
bactéries

anaérobies)

- Les quinolones de 1ére génération : acide organique isolé
d’une préparation de chloroquine. Ceux de 2éme, 3eme et
4eme générations sontdes fluoroquinolones (contiennent le

fluor)

Il? R
N R
HO
F
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OH
1943 a partir de Spectre large Composes de 3 HN
Aminosides Streptomyces amino-sucres liés L & ” ok Y
griseus par des liaisons y CUNO P OH
| Py % OHC 0 N\ NH
glycosidiques 2
OH CHy
Sulfamides
\ Leur composition comprend un groupe NH,
1935 par synthese P P group B
himi sulfonamide attaché a un groupe amine.
chimique Spectre large
SO> NHR

Glycopeptides

1950, Streptomyces
orientalis
(Amycolatopsis

orientalis)

Spectre étroit
(bactéries a Gram

positif).

Ils comportent un noyau central peptidique de sept acides

aminés liés a deux sucres

Adapté de (Kelly, 2017 ; Ebimieowei et al., 2016 ; Ruppé, 2010 ; Linda et al.,2001 ; Drawz et Bonom, 2010 ; Weist et al., 2002 ; Léone et al.,
2000 ; Pootoolal et al., 2022 ; Cambau et Williams, 2019 ; Heidary et al., 2022 ; Bialvaei et Samadi, 2015 ; Zango et al., 2019).
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3. Modes d’actions des antibiotiques :

Le pouvoir antimicrobien de la plupart des classes d'antibiotiques est dirigé vers une
caractéristique unique de la structure bactérienne ou de leurs processus métaboliques (Etebu et

Arikekpar, 2016). Les cibles les plus courantes d'antibiotiques sont illustrées dans la figure 3.

Synthese de la
paroi cellulaire ADN gyrase

ARN polymérase
ADN-dépendante

Cycloserine Quinolones-[ Nalidixic acid Actinomycin Rifampin

Vancomycin Ciprofloxacin Streptovaricins

Bacitracin Novobiocin

Penicillins Synthese de protéine
Cephalosporins y (inhihiteurs de 50S)
Monobactams . .
Carbapenems Erythromycin (macrolides)

Chloramphenicol
Clindamycin

. Lincomycin
Trimethroprim

Sulfonamides ; ; Synthése de protéine
(inhibiteurs de 30S)

Tetracyclines
Spectinomycin
Streptomycin
Gentamicin
Kanamycin
Amikacin
Nitrofurans

Structure de la
membrane
cytoplasmique

Polymyxines
Daptomycine

PABA Synthése de protéine (ARNt)
Membrane Paroi
cytoplasmique cellulaire Mupirocin
Puromycin

Figure 3 : Principales cibles des antibiotiques (Etebu et Arikekpar, 2016).

3.1. Antibiotiques ciblant la paroi cellulaire :

Comme indiqué dans la figure 4, les parois cellulaires des micro-organismes sont
constituées de peptidoglycanes (Kirmusaoglu et al., 2019), un polymére de deux unités
alternées : la N-acétylglucosamine (NAG) et d’acide N-acétyl-muramique (NAM) reliés par une

transglycosidase (Walsh ,2003 ; Zango et al., 2019). Cette réticulation renforce la paroi cellulaire
(Kapoor et al., 2017).

La résistance mécanique fournie par cette couche de paroi cellulaire est essentielle a la
capacité des bactéries a survivre a des conditions environnementales susceptibles de modifier la

pression osmotique. Il convient de noter que le degré de réticulation du peptidoglycane est en

11
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corrélation avec l'intégrité structurelle de la cellule. Le maintien de la couche de peptidoglycane
est assuré grace aux activités (transglycosylases et transpeptidases) des protéines de liaison a la
pénicilline PLP (Kohanski et al., 2010).

Les principales cibles des B-lactamines (y compris les pénicillines, les carbapénémes et
les céphalosporines) sont les PLP. Ces médicaments sont des analogues structuraux de D-alanyl-
D-alanine de 1’acide NAM, qui se lie au site actif de PLP pendant la réaction de transpeptidation
(Kirmusaoglu et al., 2019). A cet effet, les PLP interagissent avec le cycle B-lactame et ne

synthétisent plus de nouveaux peptidoglycanes, ce qui conduit a la lyse cellulaire (Kapoor et al.,
2017).

La plupart des glycopeptides tels que la vancomycine sont capables d'inhiber la croissance
bactérienne par un mécanisme similaire a celui des p-lactamines (Etebu et Arikekpar, 2016).

Mécanisme d’action des B-lactamines

Terminal D-Ala

Biosynthese du
peptidoglycane transpeptidase

subunit

—
Analogues structuraux E transglycosylase
de D-ala D-ala: Pen Ceph Mo,,s:b?:,ba Blocage de la transpeptidase et arrét de la
- Pénicilline (Pen) -~ =1 =I ﬁ synthese du peptidoglycane
- Céphalosporine (Ceph)
- Monobactame (Mono) B-lactame lié au

site actif de

- Carbapéneme (Carba) transoentidase

inhibée

Figure 4 : Mécanisme d’action des B-lactamines (Zango et al., 2019).
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3.2. Blocage des principales voies métaboliques :

Certains antibiotiques, tels que les sulfonamides et le triméthoprime, imitent les substrats
nécessaires au meétabolisme de l'acide folique des cellules bactériennes. En particulier,les
sulfamides agissent comme le tétrahydrofolate qui est nécessaire pour la synthese de l'acide

folique dans les cellules bactériennes (Etebu et Arikekpar , 2016).

Les sulfamides sont sélectivement bactériostatiques car les bactéries ne peuvent pas
utiliser I'acide folique préformé et doivent le synthétiser elles-mémes. L'action des sulfamides
dépend de la similarité chimique avec l'acide para-aminobenzoique PABA. lls agissent comme
un faux substrat et entrent en compétition avec le PABA pour I'enzyme dihydrofolate et bloque
la synthese de I'acide dihydrofolique (DHFA). A son tour, le triméthoprime inhibe la synthése de
I'acide tétrahydrofolique (THFA).

L'acide folique agit comme un donneur de carbone pour la synthése d'acide nucléique
(ADN-ARN) et d’acides aminés. La croissance et la division cessent en raison de l'inhibition de
la biosynthese de I'acide folique (Dowling et al., 2017). Ce mode d’action est présenté dans la

figure suivante :

L'acide para-aminobenzoique (PABA) Sulfamides

Dihydroptéroate
synthase

Dihydroptéroate
Triméthoprime

Acide dihydrofolique

Dihydrofolate
réductase

L'acide tétrahydrofolique
(Forme active de I’acide folique)

Figure 5 : Voie simplifiée des combinaisons sulfamides et triméthoprimes (Dowling et al.,
2017).
13
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3.3. Inhibition de la synthese protéique :

L’expression génétique comporte deux phases : la transcription et la traduction. Durant
cette derniére étape, 1’acide ribonucléique de transfert (ARNt ) déchiffre les codons contenus
dans I’ARNm en une séquence d'acides aminés qui sont les éléments constitutifs des protéines.
L’acide ribonucléique ribosomique (ARNr) comprend deux sous-unités 30S et 50S qui sont
assemblées pendant la phase d'initiation. La traduction se fait sur trois phases séquentielles
(initiation, élongation et terminaison) (Etebu et Arikekpar, 2016). Certains antibiotiques bloquent
les processus au niveau du ribosome 50S et d'autres agissent au niveau du ribosome 30S (Walsh,
2003).

3.3.1. Inhibition du ribosome 50S :

Certains antibiotiques agissent par inhibition du ribosome 50S (figure 6). Ce groupe
d’antibiotiques comprend les macrolides (par exemple, I'érythromycine et I’azithromycine), les
lincosamides (par exemple, clindamycine), streptogramines (par exemple, dalfopristine—
quinupristine), les phénicolés (par exemple, le chloramphénicol) et les oxazolidinones (par
exemple, le linézolide) (Kohanski et al., 2010). lls bloguent soit la phase d'initiation de la
traduction (Oxazolidinones) ou la phase d'¢longation (macrolides, lincosamides et la
streptogramine) (Etebu et Arikekpar, 2016).

Azithromycin

30S

Figure 6 : Mécanisme d’action de 1’azithromycine (macrolide) (Heidary et al., 2022)
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3.3.2. Inhibition du ribosome 30S :

Les aminosides (par exemple, streptomycine, kanamycine et gentamicine) interagissent
avec I'ARNr 16S de la sous-unité 30S (figure 7). lls entrainent des erreurs de lecture et I'arrét

prématuré de la traduction d'ARNm (Kapoor et al., 2017).

Les tétracyclines agissent en bloquant I'acces des aminoacyl-ARNt au ribosome; cela

perturbe la synthése des protéines bactériennes (Kohanski et al., 2010).

. . \ V4
Aminoside \
9000000000000000000000 | 990000  \\ - brane
305 PrOtelpe (0000000000000 000080000 1000500 EXterne
erronée 08000000 00000880080000 D000 Mort
- w|lV —™ cellulaire
; Misfolded S Y Membrane
Ribosome .
50 protein 1 U il interne
vw.  V
w YV’ Augmentation de
YV I"absorption des

aminoglycosides

Figure 7 : Mécanisme d’action des aminosides (Kohanski et al., 2010)

3.4. Inhibition de la synthese des acides nucléiques :

Les voies métaboliques menant a la synthése des acides nucléiques sont si importantes
qu'une perturbation de ces voies serait hostile a la survie et a la postérité des cellules
bactériennes (Etebu et Arikekpar, 2016).

3.4.1. Inhibition de la réplication de I'ADN par les quinolones :

Les quinolones interférent avec la fonctionnalité de lI'enzyme hélicase, perturbant ainsi
l'enzyme de jouer sa fonction de déroulement de 'ADN. L’antibiotique finit par tronquer le

processus de réplication et de réparation de I'ADN (Etebu et Arikekpar, 2016).

Ces antibiotiques ciblent aussi la topoisomérase Il (ADN gyrase) et la topoisomérase 1V
composées de quatre sous-unités (deux A et deux B). L'ADN gyrase est la cible principale des
bactéries a Gram-négatif, alors que la topoisomeérase IV est plus affective chez les Gram-
positif. Le mécanisme d'action des quinolones est basé sur I'ADN présenté sous forme de simple

brin. Deux molécules de quinolone s'auto-assemblent pour former une structure dimerique a
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I'intérieur de I'ADN, ils se lient au complexe gyrase par des forces électrostatiques, en piégeant
ces enzymes au stade du clivage de I'ADN et empéchant le brin de rejoindre (Figure), entrainant
des dommages irréversibles et la mort cellulaire (Kohanski et al., 2010 ; Dowling et al., 2017).

Les fluoroguinolones sont utilisées en médecine humaine et vétérinaire et sont répertoriés

comme « antimicrobiens d'importance critique » par 'OMS (Dowling et al., 2017).

Quinolones ADN
polymérase
~ /L complexe Protein independent

30008 $000¢
/ \ \ Mort

/\/‘ 505 — DNA repair cellulaire

\ /
Topoisomerase \ W W /

Protein dependent

Fourche de
réplication

Quinolones

2X00CC

Figure 8 : Mécanisme d’action des quinolones (Kohanski et al., 2010)
3.4.2. Inhibition de la transcription d’ARN :

La rifampicine, dérivée de la famille des rifamycines et streptolydigine, bloque l'initiation
de la transcription en se liant a la sous-unité § de I'ARN Polymérase (figure 9). La rifampicine
est utilisée dans le traitement des infections causées par Mycobacterium tuberculosis. La

bicyclomycine empéche la terminaison de la transcription. (Kirmusaoglu et al., 2019).

A . - B , . -
En absence de rifampicine En présence de rifampicine
R L i e UNA-Gepenaent KNA polymerase
l:::n:f: /’/ " Coding strand ™ 2:::.:’:: Y Coding strand ™
4

DNA entry \ DNA 3 DNA entry

5| channel / Y channel )
e ——— | - y
WDHONDT, DO
7 UYLy AN N
rNTP entry:- Rifampin INTP entry.\
channel/ bindsto channel/
// B-subunit | /
. \ 4
RNA 5 RNA 5' <
rm— —
Elongatlon réussie de Elongation de ’ARNm

- I’ARNm

bloquée

Figure 9 : Mécanisme d’action de la rifampicine (Cambau et Williams, 2019)
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3.5. Inhibition de la fonction de la membrane cellulaire :

Les membranes cellulaires des micro-organismes a permeabilité sélective transportent
activement des micro-macromolécules et des ions par l'intermédiaire des protéines de transport
intégrales, ce qui contribue a I'acquisition d'énergie sous forme d’ATP. Lorsque la perméabilité
sélective de la membrane est inhibée par des agents antimicrobiens, des ions sont perdus et le
gradient ionique de la cellule est déformé, ce qui entraine des dommages cellulaires et la mort de
I'organisme (Kirmusaoglu et al., 2019).

Les cibles des antimicrobiens (par exemple: La daptomycine, I'amphotéricine B, la
colistine, les imidazoles et les triazoles) sont les étapes métaboliques de la synthése des acides
gras et des phospholipides membranaires. Dans le cas de la colistine (figure 10), elle se lie aux
molécules anioniques des Lipopolysaccharides (LPS) en déplacant le calcium et magnésium de
la membrane cellulaire externe des bactéries Gram-négatives, entrainant des changements de
perméabilité dans I'enveloppe cellulaire. En se liant & la partie lipidique A du LPS, la colistine a

également une activité anti-endotoxine (Bialvaei et al., 2015).

LPS

+ COLISTIN
+
; + A
j + 4 M92+ _
Lipid A Ca2+ Perte des ions
Membrane externe
Périne -
Peptidoglycan

s Membrane interne
PLP

CYTOSOL

Figure 10 : Mécanisme d’action de la colistine (Bialvaei et al., 2015).
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Chapitre 11

Mécanismes de résistance bactérienne aux antibiotiques

1. Notion de résistance bactérienne aux antibiotiques :

La résistance bactérienne aux antibiotiques est définie comme étant la capacité des
bactéries de survivre en présence de concentrations plus ou moins élevées d’antibiotiques, qui
sont censees les tuer (effet bactéricide) ou a défaut d’inhiber leur croissance (effect
bactériostatique). Cette résistance peut étre naturelle (intrinséque) ou acquise (extrinséque)
(Mesaros et al., 2005 ; Muylaert et Mainil, 2012).

1.1. Résistance intrinseque :

C’est un phénomene naturel présent chez toutes les souches appartenant a la méme espece
(Harbottle et al., 2006). Elle est d’origine chromosomique, stable et transmise a la descendance

par transmission verticale (Carle, 2009). Plusieurs mécanismes y interviennent :

- Le manque d’affinité de I’antibiotique pour la cible bactérienne ;
- L’inaccessibilité de 1’antibiotique a la cellule bactérienne ;
- L’expulsion de I’antibiotique par des pompes a efflux chromosomiques ;

- L’inactivation enzymatique de I’antibiotique (Muylaert et Mainil, 2012).

1.2. Résistance acquise :

C’est une résistance développée par certaines souches bactériennes préalablement

sensibles, par I’acquisition de nouveaux génes de résistance. Elle peut survenir de deux fagons
(Carle, 2009):

- Par transfert vertical : qui a lieu par mutation d’un gene qui peut entrainer une
modification de structure ou une modulation d’expression de la molécule cible, ce gene
sera ensuite réplique lors de la division cellulaire et conservé par les deux cellules filles ;

- Par transfert horizontal : les génes de résistances peuvent étre transmis d’une bactérie a

une autre par les mécanismes de transformation, conjugaison ou transduction (figure 11).

Il est & signaler que certaines résistances peuvent étre résultat de 1’association d’une

mutation et d’un transfert horizontal de genes (Muylaert et Mainil, 2012).
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Free DNA Bacteriophage Plasmid
(Transformation) (Transduction) (Conjugation)
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Figure 11 : Transfert horizontal de génes de résistance entre les bactéries (Alekshun et Levy,
2007).

2. Mécanismes biochimiques de résistances aux antibiotiques :

Les principaux de résistance connus actuellement sont les suivants (figure 12) :
- L’inactivation enzymatique ;
- Les pompes a efflux ;
- La modification ou remplacement de la cible de I’antibiotique ;
- La protection de la cible de I’antibiotique ;
- L’imperméabilité de la membrane ;

- Le piégeage de ’antibiotique.

Stratégies de résistance

P e _
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souche | p— ———
sauvage : Inactivation Modification Cible alternative * Imperméabilisation  Efflus
| de I'antibiotique de la cible ou multiplication actif
I (biotransformation) & de la cible
! (2 @ ¢
I & {>¢
I |/ L \ C
1
1
i Y 1 . ———, ;/Li%}\
[eae) Ty [ee e [ o, [0
I m
i .ﬁ‘ O - -_— o%m 0__4 0O o) ¢ O
' + ¥ + + +.
i 3 o = = TF—
| ® o0 m
i L‘ 0] - —_— 04 o-m O Q @ 0
. Antibioti Antibioti Antibioti Antibioti bsent
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¢ Antibiotique ¥ Enzyme de dégradation W Cible alternative
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O cible e== Cible modifiée IT Pompe a efflux

Figure 12 : Principales stratégie de la résistance bactérienne (Mesaros et al., 2005)
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2.1. Inactivation enzymatique de I’antibiotique :

Des enzymes produites par les bactéries ont la capacité d’inactiver l'antibiotique en
modifiant le noyau actif, par clivage ou par addition d’un groupement chimique (figure 13).
L’empéchement donc de la fixation de 1’antimicrobien sur sa cible provoque une perte d’activité.
De nombreuses classes d’antibiotiques sont visées par ce mécanisme tels que les B-lactamines,
les aminosides, les phénicolés, les tétracyclines, la fosfomycine, le groupe MLS (macrolides,
lincosamides, streptogramines) et récemment les fluoroquinolones (Muylaert et Mainil, 2012).

Les entérobactéries ont la capacité de produire ce type d’enzyme qui détruit les pB-
lactamines appelées « B-lactamases ». Ces enzymes inactivent les B-lactamines en détruisant le

lien amide sur le cycle lactame (Vora et Auchenthaler, 2009).

Inactivation par hydrolyse

Antibiotic

Hote sensible

Inactivation par encombrement
stérique

Figure 13 : Intéraction directe enzyme-antibiotique (Blair et al., 2014).
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2.2. Pompes a efflux :

C’est un systeme actif qui se repose sur des mécanismes transmembranaire présents dans
toutes les cellules eucaryotes ou procaryotes ; par des protéines particuliéres connues sous le
terme de pompes a efflux qui servent a expulser a 1’extérieur des métabolites et des composés
toxiques étrangers tels que des antibiotiques et d’autres médicaments (Muylaert et Mainil, 2012).
Selon leur structure, le nombre de domaines transmembranaires, la source d’énergie utilisée, les
substrats efflués ainsi que leurs capacité a s’associer a d’autres protéines, les pompes a efflux

sont classées en six familles illustrées dans la figure 14 (Erika et al., 2020):

-La superfamille des ABC (Adenosine triphosphate-Binding Cassette) ;
-La superfamille des MFS (Major Facilitator Superfamily) ;
-La famille des MATE (Multidrug And Toxic compound Extrusion) ;
-Les SMR (Small Multidrug Resistance) ;
-Les RND (Resistance Nodulation cell Division) ;
-Les PACE (Proteobacterial Antimicrobial Compounds Efflux).
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Figure 14 : Principales familles des pompes d’efflux (Erika et al., 2020)
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2.3. Modification ou remplacement de la cible de I’antibiotique :

Ce mécanisme est en relation avec la modification structurale ou le remplacement de la
cible ce qui entraine une diminution de reconnaissance par 1’antibiotique et une diminution de
I’efficacité. 1l est décrit pour presque tous les antibiotiques (Muylaert et Mainil, 2012).

Selon la famille d’antibiotique, on peut distinguer les mécanismes suivants (Carle, 2009 ;
Munita et Arias , 2016):

- Altération des protéines de liaison aux pénicillines (PLP) pour les B-lactamines

- Altération des sites de liaison ribosomaux pour les aminosides

- Altération de I’ADN-gyrase et de la topoisomérase pour les quinolones

- Altération des précurseurs cibles de la paroi cellulaire bactérienne pour la vancomycine
chez les entérocoques

- Altération des enzymes cibles pour les macrolides.
2.4. Protection de la cible de I’antibiotique :

Les genes plasmidiques gnr (pour quinolone resistance) sont responsables de ce
mécanisme de résistance et codent pour des protéines (gnr) qui se fixent sur les topoisomérases,
cibles des fluoroquinolones, réduisant ainsi 1’affinité de la famille d’antibiotiques pour leurs
cibles (figure 15). Ce mode a été rapporté chez différentes bactéries a Gram négatif (Muylaert et
Mainil, 2012).

Mutation de la cible

Site de mutation
b cible
w

Antibiotique

a  Hote sensible

Alléle mutant

e Protéine Site de protection
cible = c cible

Geéne
cible

Figure 15 : Modification/protection de la cible (Blair et al, 2014).
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2.5. Réduction de la perméabilité cellulaire :

Chez les bactéries a Gram positif, la structure enveloppante est simple composée d’une
paroi externe épaisse de peptidoglycane que les antibiotiques traversent par simple diffusion.
Cependant, les bactéries a Gram négatif sont munies d’une enveloppe additionnelle externe qui

sert de barriére et protége les PLP du milieu externe (Carle, 2009)

Les antibiotiques hydrophiles pénetrent dans la bactérie via des protéines
transmembranaires nommees « porines », alors que les molécules hydrophobes diffusent
simplement a travers la couche phospholipidique. De ce fait, ce type de résistance est a I’origine

d’altération des porines par mutation. Il est cliniquement trés important chez les bactéries Gram

négatif (Muylaert et Mainil, 2012).
2.6. Piegeage de I’antibiotique :

Les bactéries ont la capacité de produire une autre molécule qui posséde une affinité pour
les antibiotiques ou d’augmenter la production de leur cible afin de les piéger (Muylaert et
Mainil, 2012).

3. p-lactamases (BL) :

Il s’agit des enzymes prédominantes de la résistance aux p-lactamines chez les
entérobactéries. Les p-lactamases hydrolysent de maniére irréversible les antibiotiques
appartenant aux différentes classes de B-lactamines, en ouvrant le cycle B-lactame via un
intermédiaire acyl-enzyme instable et en perdant finalement le groupe carboxyle (figure 16), afin
de protéger les bactéries qui produisent cette enzyme aux actions des antibiotiques (Ruppé ,2010;
Ambler et al , 1991; Bush et Jacoby , 2009 ).La premiére enzyme a activité p-lactamase a été

découverte chez Bacillus coli par Abraham et Chain en 1940 (Vrancianu, 2020).

p-lactamase

v

Figure 16 : Hydrolyse d’un B-lactamine par B-lactamase (Bou klallaba, 2018).

23



Synthése bibliographique

Deux systemes de classification sont utilisés pour catégoriser les BL

- Classification structurale : les B-lactamases sont classées en quatre classes (A, B, C et D),
selon les séquences d'acides amineés (figure 17). Pour les classes A, C, et D le site enzymatique
actif contient la sérine (B-lactamases a sérine), alors que la classe B comprend les métallo-
enzymes qui utilisent au moins un ion zinc du site actif pour faciliter I'nydrolyse du B-lactame
(Ambler, 1980) ;

- Classification fonctionnelle : les B-lactamases sont divisées en trois groupes, en fonction du
substrat B-lactame dégradé et des effets des inhibiteurs (Bush et Jacoby , 2009).

| Lephems

Serine B-lactamase Meétallo B-lactamase

Class A Class C Class D Class B

Figure 17 : Schéma de classification des p-lactamines selon Ambler
(adaptée de Bush et al., 1995).

- p-lactamases de groupe 1 (classe C d'Ambler) (également appelées enzymes AmpC) : Ce
groupe renferme les B-lactamases qui dégradent les pénicillines et les céphalosporines de 3eme

génération mais ne sont pas inhibées par I’acide clavulanique. (Ghafourian et al., 2015 ) ;

- p-lactamases de groupe 2 (classe A et D d’Ambler) : Les inhibiteurs de p-lactamase tels
que l'acide clavulanique, le sulbactam et le tazobactam inhibent ce groupe d’enzymes. Elles
pourraient hydrolyser les pénicillines, les céphalosporines de 1ére, 2éme et 3éme générations

ainsi que les monobactames (Livermore, 1995) ;
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- B-lactamases de groupe 3 (classe B d’Ambler) : Ce sont des métallo-enzymes capables de
détruire les carbapénemes et ne sont pas inhibées par I'acide clavulanique ou le tazobactam. En
revanche, ils sont inhibés par le métal chélateur tels que I’EDTA 1’éthyléne-diamine tétra-
acetique. Ces enzymes sont frequemment trouves chez P. aeruginosa, Bacteroides fragilis et

Stenotrophomonas maltophilia (Bush et Jacoby, 2009).
4. B-lactamases a spectre etendu (BLSE) :
4.1. Définition :

Ce sont des B-lactamases de classe A d’Ambler et de groupe 2 de Bush- Jacoby Medeiros.
Elles sont définies en tant qu'enzymes produites par certaines bactéries en particulier les
entérobactéries et Pseudomonas aeruginosa et capables d’hydrolyser les pénicillines, les
cephalosporines des 3 premiéres générations , les monobactames et inhibées par 1’acide
clavulanique. Cependant, les carbapénémes et les céphamycines demeurent efficaces contre les
souches productrices de BLSE (Bradford, 2001; Cattoir , 2008 ; Ghafourian et al., 2015).

4.2. Classification des BLSE :
4.2.1. BLSE de type TEM :

Les BLSE de type TEM sont des variantes de la B-lactamase a médiation plasmidique originale
« TEM-1 » publiée au début des années 1960. L’enzyme a été nommée ainsi parce qu'elle a été
découverte a l'origine dans un isolat d'E. coli provenant d'une hémoculture d'un patient grec appelé
Temoneira. (Castanheira et al., 2022). 11 existe actuellement plus de 100 B-lactamases de type TEM.
Les BLSE de type TEM les plus courantes sont présentes chez E. coli et Klebsiella pneumoniae.

Cependant, ils peuvent apparaitre ailleurs chez d'autres bactéries a Gram-négatif (Livermore, 1995).

Des dérivés représentatifs de TEM-1/2: TEM-3, TEM-4, TEM-24 et TEM-52 sont le résultat
de mutations dans quatre hot spots de I'enzyme (résidus 104, 164, 238 et 240 selon la
numération d'’Ambler) et sont responsables de 1’élargissement ou 1’extension du Spectre
(Philippon, 2013). La figure ci-dessous (figure 18) montre la majorité des BLSE de ce type,

dérivé a partir de mutations ponctuelles des enzymes ancestrales (TEM-1 ou TEM-2).
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Ser
TEM-30
TEM-44
TEM-74
TEM-77

Q!S
TEM-31
TEM-65
TEM-73 Asp
TEM-35
His TEM-36
Phe o i TEM.36
TEM-73 Lys =Y, Thr I SO~
% Yenes TEM-59 = Gl Sly  TEM-50
TEf\i 74 TEM jo TEMl-,B Tsri 32 reay TEM-49 TEM.78
TEM-1 Leu Gin Met Giu fle Ser Trp Met Glu Arg Thr Ser Arg AsSn
21 39 69 104 127 130 166 182 240 244 265 268 275 276
Lys lle val Arg Ser Met Leu
TEM-59 TEM-32 TEM-81 TEM-39 TEM-50** TEM-68** TEM-38
TEM-65 TEM-37 TEM-78 TEM-73
TEM-40 TEM-74 Gin
TEM-83 Cys TEM-45
TEM-83 TEM-82
Leu TEM-83
TEM-33

TEM-35
TEM-39
TEM-45
TEM-50**
TEM-77
TEM-81

Val
TEM-34
TEM-36
TEM-38
TEM-78
TEM-82

Figure 18 : Substitutions d'acides aminés dans les dérivés BLSE de type TEM (Bradford,
2001).

4.2.2. BLSE de type SHV :

Les B-lactamases de type SHV (pour variable de réactif sulfhydryle) sont & l'origine des
enzymes codées chromosomiquement dans K. pneumoniae. La premiére BLSE signalée en
1985 était SHV-2 trouvée dans une souche de Klebsiella ozaenae isolée en Allemagne. Elle
différait du SHV-1 par une seule substitution d'acide aminé de Gly par Ser en position 238
(figure 19). Semblable a ce qui est observé dans les BLSE de type TEM, la majorité des BLSE
de type SHV présentent des mutations aux positions d’/Ambler 238 (Gly a Ser) et 240 (Lys a
Glu). Les BLSE de type SHV sont le plus souvent retrouvées dans des isolats cliniques
(Castanheira et al., 2022). Le résidu sérine en position 238 est important pour I'hydrolyse
efficace de la ceftazidime et le résidu lysine est critique pour I’hydrolyse efficace du
cefotaxime (Bradford, 2001).
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Ser
SHV-2
SHV-2a

SHV-3
SHV-4
SHV-5
SHV-7
SHV-10
SHV-12
SHV-20
SHV-21
SHV-22
Phe
SHV-7 Ser Phe Ala
SHV-14 SHV-7 Val SHV-19 The SHV-13
SHV-18 SHI—M SH\1-25 SHv-20  SHV-26 SH\IW
SHV-1 lle Leu ArgLeu Leu Met Ser 158 Leu Asp Ala Arg Gly Glu
8 35 43 51 122 129 130 Asn 173 179 187 205 238 240
Pro L Gly Lys Ala Ley
SH\</3_-I2Qa TEM-60 SHV-21 SHV-10  SHV-22 SHV-6 SHV-3 SHLVV§
SHV-11* L SHV-5
SHV-12 Asn SHV-7
SHV-13 SHV-8 SHV-10
SHV-25 ay SHV-12
SHV-18
SHV-24 SHV-22

Figure 19 : Substitutions d'acides aminés dans les dérivés BLSE de type SHV (Bradford, 2001)

4.2.3. BLSE de type CTX-M:

Nommeées CTX-M pour « céfotaximase-Munich », la premiere détection de ces enzymes remonte a
1980 en Allemagne. Cependant, les enzymes de type CTX-M identifiées dans d'autres régions ont
recu des noms différents tels que ; FEC-1(au Japon), Toho-1 (au Japon) et MEN-1 (en France chez un
patient italien). Les BLSE de type CTX-M peuvent étre regroupées en cing groupes en fonction on
homologies de séquence (figure 20) : CTX-M-1, CTX-M-2 (les génes appartenaient a Kluyvera spp.),
CTX-M-8, CTX-M-9 (les génes appartenaient a Kluyvera georgiana) et CTX-M-25 (D’Andrea et al.,
2013 ; Castanheira et al., 2022).
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Group 2

CTX-M-2/4-7/20/31/43/44/56/59/
74/75/92/97/124/131

Group - CTX-M-5/76/77/95/124
CTX-M-1/3/10-12/152212328-30/ gy UA-1-6-7/8-12

DMULSLSETSUY (1 ) Group 25
66/68/69/71/72/79/80/82/88/96 CTX-M-25/26/39/

101/107-109/114/116/117/133 41/89/91/94/100 CTX-M-45
CTX-M-T78 (K. georgiana)

CTX-M-3 (K. ascorbata)
CTX-M-37 (K. eryocrescens)
CTX-M-132

CTX-M-123 KLUG-1 (K. georgiana)

Group 9

KLUC Group _ CTX-M-9/13/14/16-19121/24/
KLUC-2-4 CTANEN 27/38/46-51/65/67/81/83-87/90/

93/98-99/102/104-106/110-113/
KLUC-1 121/122/126/134

(K. cryocrescens)
KLUY-1-4 (K. georgiana)
Figure 20 : Diagramme en arbre montrant les différents clusters des enzymes CTX-M
(Andrea et al., 2013).
4.2.4. BLSE de type OXA :

Les B-lactamases de type OXA hydrolysent les pénicillines , les céphalosporines, les
céphemes et les monobactames chez quelque variantes. Selon une revue récente, il existe 27
enzymes oxacillinases (Castanheira et al., 2022). En outre, elles sont a peine inhibées par I'acide

clavulanique (Bradford, 2001).

Les pB-lactamases de type OXA constituent une famille phylogénétiquement trés
hétérogene, tres répandue chez Pseudomonas aeruginosa. Elle a été détectée pour la premiere

fois en Turquie en 1991, puis signalée en France, au Taiwan, en Corée et aux Etats-Unis
(Cattoir, 2001).

5. Prévalence et diversitée des entérobacteries productrices de BLSE dans les hopitaux

algériens

En Algeérie, la premiere BLSE de type CTX-M a été identifie en 2005 chez des
entérobactéries  isolées a  I’hopital de  Bejaia  (Zaket et al.,  2013).
Le tableau ci-dessous récapitule 21 études réalisées en Algérie ENTRE 2006 et 2022, portant

sur la détection des entérobactéries productrices de BLSE en milieu hospitalier.
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Tableau 2 : La détection des entérobactéries productrices de BLSE en milieu hospitalier .

Type de BLSE Espece concernée Nature du Annee Lieu Prevalences

prélévement d’étude Références
CTX-M-3 - Escherichia coli Sang ,plaie, liquide | 2005 Alger 16/279 (Ramdani et
CTX-M-15 d’ascite , urine (5.7%) al.,2006)
CTX-M -Enterobacter cloacae Urines 2007 Bejaia 212 (Touati et al., 2006)

-Acinetobacter baumannii (100%)

CTX-M-3 -Enterobacter cloacae Urines, sang, pus 2003-2007 Alger 25/141 (labadene et al.,
CTX-M-15 Tizi Ouzou (17.7%) 2008)
SHV-12 Tlemcen
VEB-1
CTX-M-3 -Klebsiella pneumoniae Urines, sang, pus, 2008 Alger 39/196 (Messai et al.,
CTX-M-15 liquide bronchiale, (19.9%) 2008)

liquide d’ascite
CTX-M-14 -Salmonella enterica Selles 2007 Draa el mizan 1/1 (labadene et al .,

(100%) 2009)

CTX-M1 CTX-M2 | -Escherichia coli Urines, sang, pus, 2009 Annaba 6/25 (Meradi et al.,
CTX-M8 CTX-M9 | Entrobacter cloacae liquide bronchiale, (24%) 2011)

TEM
SHV

Klebsiella pneumoniae
Morganella morganii
Proteus morabilis

Proteus vulgaris.

liquide d’ascite
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PER-1 -Providencia stuartii Urines, sang 2007 Alger 5/5 (labadene et al.,

-Proteus vulgaris (100%) 2009)
TEM-1 Hémoculture 2010-2011 Annaba
CTX-M-15 -Klebsiella pneumoniae 39/42 (Labid et al., 2014)
SHV-12 -Entrobacter cloacae (92,9%)
SHV-28 -Escherichia coli
SHV-133 -Serratia marcescens
SHV-11
SHV-32
CTX-M-1 -Klebsiella spp. Urine, pus, 2009 Annaba
TEM -Enterobacter spp. liquide pleural, 65/207 (Nedjai et al., 2012)
SHV -Serratia marcescens. Prélevement distal (31.4%)

protégé, liquide
tumoral

CTX-M-15, TEM-1, | -Serratia marcescens Urine, pus 2011-2013 Constantine 35/54 (Batah et al., 2015)
PER-2, SHVa2 (61.8%)

-Enterobacteriaceae Urine, surfaces 2008 Tlemcen 11/28 (Baba Ahmed et al.,
CTX-M-15 (39.3%) | 2012)
CTX-M-15 -Escherichia coli Echantillons 2008-2010 Tlemcen 71/71 (Baba Ahmed et al.,
CTX-M-3 -Klebsiella pneumoniae cliniques (100%) 2013)

-Enterobacter Cloacae.
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-Enterobacteriaceae 31/31 Touati et al.,2012
CTX-M-15 Hémoculture | 2008-2010 | Alger ( )
(100%)
-Klebsiella Oxytoca
-Escherichia coli =
CTX-M-15 ) ) Préléevement (Medboua-
-Klebsiella pneumoniae 93/171
CTX-M-14 rectal. 2012-2013 | Alger Benbalagh et al.,
-Enterobacter (54%)
CTX-M-3 2017)
Cloacae.
-Citrobacter braakii
-Escherichia coli
CTX-M -Klebsiella pneumoniae Surface 7/300 (Bouguenounet et
. 2014 Guelma
SHV -Enterobacter hopital (2.3%) al., 2016)
Cloacae.
-Klebsiella oxytoca Blattes
CTX-M-15 -Citrobacter freundii germaniques .
2015 Batna 11/12 (Loucif et al., 2016)
TEM -Enterobacter Cloacae. collectés a
- Citrobacter amalonaticus I’hopital
-Enterobacteriaceae
CTX-M-14 _ N 37/215 _
Urines 2015-2017 | Sétif (Nabti et al., 2019)
CTX-M-15 (17.2%)
) o Enterobacteriaceae ) 7/195 (Benhadj et al.,
Non détremine Urines 2017 Tebessa
(3.6%) 2019)
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-Proteus mirabilis _ Khemis
Urine, pertes ) ] .
CTX-M ] Melaina, Ain 4/166 (Boudjemaa et al.,
vaginales et 2016
TEM SHV Defla, Oran , (2,1%) 2019)
us
P Chlef
Pantoea, Hémoculture,
Klebsiella, Escherichia coli, urines, pus,
) _ 62/226 )
BLSE Enterobacter, Serratia, plaie, 2018-2019 | Tebessa (27.1%) (Mechai et al., 2020)
.170
Proteus, Citrobacter, aspiration
Raoultella. trachéale
-Escherichia coli Prélevement
CTX-M-14 _ _ o 6/42 _
-Klebsiella pneumoniae rectal 2019 Bejaia (Touati et al.,2020)
CTX-M-15 (14.3%)

32



CHAPITRE I

Matériel & méthodes




Partie pratique

Chapitre 111 Matériel et méthodes

1. Origine et collecte des souches bactériennes :

La présente étude porte sur un total de 46 souches d’entérobactéries isolées de
prélevements cliniques (une souche par préléevement): urines, pus, selles, cathéter,
hémoculture, préléevements génitaux, préléevements respiratoires et liquide céphalo-
rachidien (LCR), durant la période allant du 16 février au 14 juillet 2022. Les
prélévements proviennent majoritairement de patients externes ou hospitalisés dans les
différents services de I’établissement public hospitalier EPH Mouhad Abdelkader (Djelfa)
(40 préléevements, soit 86.9%) ainsi que des deux laboratoires d’analyses médicales
Homaida (4 prelevements, soit 8.7%) etMeddah Abdelaziz (2 prélevements ; soit 4.3%).
Ils sont recus aux laboratoires accompagnés d’une ordonnance qui comporte les
renseignements nécessaires du patient : nom, prénom, age, sexe, date et nature du

prélévement et le service d’hospitalisation (figure 21 et tableau 3 ).

Les différentes souches collectées sont ensuite codées et conservées dans des tubes
contenant de la gélose profonde pour étre transportées au laboratoire de Microbiologie de

la faculté SNV de I’université Ziane Achour de Djelfa pour des fins analytiques.

Figure 21 : Différents types de prélevements recus au laboratoire (Photo originale,
2022)
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Tableau 3 : Origine et répartition des différentes souches bactériennes collectées.

Code de Nature du Date de Sexedu | Agedu )
. . . . Labo/Service
la souche Prélévement prélevement patient | patient
1 130 ECBU 16/02/2022 F Adulte EPH
2 142 ECBU 21/02/2022 F Adulte EPH
3 143 ECBU 21/02/2022 H Adulte uMcC
4 144 ECBU 21/02/2022 F Adulte EPH
5 152 ECBU 22/02/2022 H Adulte Réanimation
6 154 ECBU 22/02/2022 H Adulte EPH
7 172 Pus 27/02/2022 H Adulte EPH
8 192 ECBU 06/03/2022 F Adulte uMcC
9 196 Pus 06/03/2022 H Adulte EPH
10 223 ECBU 14/03/2022 F Adulte EPH
11 241 ECBU 20/03/2022 F Enfant PED
12 248 Liquide pleural 21/03/2022 F Adulte PH
13 Collection intra
264 . 27/03/2022 H Adulte uMcC
péritonite
14 267a
Pus 27/03/2022 H Enfant CHH
15 267b
16 271 Hémoculture 28/03/2022 F Adulte EPH
17 Abces de la marge
287 06/04/2022 H Adulte CHH
anale
18 292 Hémoculture 10/04/2022 H Adulte Réanimation
19 302 Sonde vésicale 11/04/2022 H Adulte | Réanimation
20 440 ECBU 12/04/2022 F Adulte EPH
21 Nouveau-
866 ECBU 17/04/2022 F ) EPH
né
22 324 LCR 19/04/2022 F Enfant PED
23 327 ECBU 20/04/2022 F Adulte EPH
24 356 Pus 09/05/2022 F Adulte PH
25 360 ECBU 09/05/2022 F Adulte EPH
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Tableau 3 (suite)

Code de la Nature du Date de Sexedu | Agedu ]
. . . . Labo/Service

souche préléevement prélevement | patient | patient
26 367 ECBU 10/05/2022 H Adulte EPH
27 400 ECBU 22/05/2022 H Adulte EPH
28 410 Pus 24/05/2022 H Enfant EPH
29 430 Pus 31/05/2022 F Adulte MF
30 449 PDP 07/06/2022 H Adulte EPH
31 445 ECBU 07/06/2022 H Adulte EPH

32 Sepsis sur 09/06/2022 F Adulte
456 ) UMC

matériel

33 461 ECBU 12/06/2022 F Adulte EPH.

34 Abces 19/06/2022 F Adulte
494 o CHF

appendiculaire

35 496 ECBU 20/06/2022 F Enfant PED

36 501a Pus 20/06/2022 H Adulte
uMC

37 501b
38 506 ECBU 21/06/2022 F Enfant PED
39 527 Plaie 27/06/2022 H Adulte CHH
40 537 Abces 28/06/2022 H Adulte EPH
41 1700 ECBU 03/07/2022 F Enfant PED
42 1728 ECBU 03/07/2022 H Adulte HO
43 1822 ECBU 03/07/2022 F Adulte HO
44 1753 ECBU 10/07/2022 F Adulte HO
45 3 ECBU 10/07/2022 F Adulte MED
46 9 ECBU 10/07/2022 F Adulte MED
EPH : établissement public hospitalier ; PED : service de pédiatrie ; CHH : chirurgie

homme ; CHF : chirurgie femme ; UMC : Urgences Médico-Chirurgicales ; PH : Pneumo-
Phtisiologie ; MF : Mére et Enfant ; HO : Laboratoire Homaida ; MED : Laboratoire
Meddah ; F : Femme ; H : Homme

35




Partie pratique

2. Méthodes :

2.1. Repiquage des souches collectées :

Dans le but de s’assurer de la pureté des souches collectées, des repiquages successifs a
I’aide de I’anse de platine sont réalisés par la méthode des quadrants qui consiste a disperser le
micro-organisme a la surface d’un milieu solide afin d’obtenir des colonies séparées. Deux

milieux de culture sélectifs sont utilisés : 1’Hektoen et le MacConkey (figure 22 ).

L’incubation des boites est faite a 37°C pendant 24h. La culture bactérienne est considérée
comme étant « pure » si un seul type de colonies est observé sur la totalité de la gélose

ensemenceée.

Figure 22 : Repiquage des souches sur milieu Hektoen et milieu MacConkey par
la méthode desquadrants (Photos originales, 2022)

2.2. Identification des souches collectées :
2.2.1. Etude macroscopique des colonies :

Elle permet de décrire, a ’ceil nu, I’aspect des différentes colonies poussées sur la boite
Pétri ensemencée, selon les caractéres suivants : couleur, taille, forme, contour, bombage,
relief, brillance et opacité. La figure ci-apres illustre 1’aspect de 4 différentes espéces

d’entérobactéries.
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Figure 23 : Aspect des colonies des souches a : Klebsiella oxytoca sur MacConkey, b :
E.coli sur Hektoen , ¢ : Proteus mirabilis , d : E.coli sur MacConkey (Photos originales, 2022)

2.2.2. Etude microscopique par coloration de Gram :

Apres observation a I’état frais, une coloration de Gram est realisée. Il s’agit d’une
coloration différentielle publiée par Hans Christian Gram en 1884. Elle permet de différencier les
bactéries selon 2 critéres principaux : leur mode de regroupement (paires, tétrades, groupes,
chaines, lancettes... etc.) et leur aptitude a fixer le violet de gentiane (Gram positif) ou la
fuschine (Gram négatif). Comme illustré dans la figure suivante, les entérobactéries sont a Gram

négatif et apparaissent sous microscope colorées en rose.
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Figure 24 : Coloration de Gram d'une entérobactérie sous microscope optique (G x100)
(Photo originale, 2022).

2.2.3. ldentification biochimique des souches d’entérobactéries :

2.2.3.1. Galerie biochimique classique :

La recherche des principaux caracteres biochimiques et métaboliques est illustrée dans le

tableau suivants :

Tableau 4 : Tests biochimiques réalisés.

Propriétes Test/Milieux Principe Ensemencement  Incubation Lecture
de culture
Attaque des  TSI: -Fermentation ;glucose,  Piglre  centrale a37°C pendant 1. Virage au
glucides Triple Sugar  lactose, saccharose profonde ; 24 heures jaune
Iron (sucres+);
-Production de gaz ; -Stries  sur la
-Formation d’H;S pente 2.Fissure
(gazt) ;

3.Noircisseme
nt (HzS+).
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Tableau 4 (suite)

Recherche
de la B-
galactosi-
dase

Détermina-
tion du
type
ferment-
aire

Recherche
des
décarbox-
ylases
(LDC,
ODC,
ADH)

ONPG

RM (Rouge
de méthyle)

« bouillon
Clark et
Lubs »

VP (Vosges
-Proskauer)
«bouillon
Clark et
Lubs »

-La Lysine
décarboxyla
se (LDC)

-L’Ornithine
deécarboxyla
se ODC)

-L’Arginine
dihydrolase
(ADH)

L’ONPG est un substrat
artificiel analogue au
lactose. Lors de
I'nydrolyse par I'action
de I'enzyme (-
galactosidase, 'ONPG
se scinde en deux
résidus, le galactose et
I'o-nitrophénol.
L'ONPG est un
composé incolore : I'0-
nitrophénol est jaune,
fournissant une preuve
visuelle de I'hydrolyse
(présence de I’enzyme).

La fermentation acide
mixte par acidification
d'un milieu glucosé
apreés fermentation du
glucose

La production
d'acétoine (ou 3-
hydroxybutanone) au
cours de la fermentation
butyléne glycolique

Les décarboxylases
scindent les acides
aminés en entrainant la
formation de I’amine
correspondante avec la
libération de CO2
-Lysine +LDC=
Cadavérine + CO2

-Ornithine +ODC=
Putrécine + CO2
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Un disque
ONPG est
ajouté ala
suspension
bactérienne

On ajoute
quelques
gouttes
d’une
suspension
bactérienne
dans le
milieu
Clark et
Lubs

On
ensemence-
les trois
milieux
Moeller par
la
suspension
bactérienne
a tester

a37°C
pendant
24
heures

a37°C
pendant
24
heures

Ajout
des
réactifs

-RM

-VP1,
VP2

a37°C
pendant
24
heures

Virage au jaune

(B-D-

galactosidase +)

Virage au rose
(RM+)
«fermenta-tions
acides mixtes »

Virage au rouge
(VP+)

«fermenta-tions
butanedioi-que»

Comparais-on

avec le témoin :
virage au violet
(décarboxy-lase

+).
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Recherche
de la
produc-tion
d’indole

Recherche
de la
mobilité,
utilisation
du
mannitol

Utilisation
des
substrats
énergeéti-
ques

« Bouillon
Moeller »

Bouillon eau

peptonée

Un milieu
gélosé semi
solide
Mannitol-
mobilité

Milieu
gélosé
Citrate de

Simmons en

tube

-Arginine +ADH=

Agmatine + CO2
Déterminer la capacit¢ ~ On a44°C Apparition d’un
d’une souche a produire ensemence  pendant anneau rouge
de I’indole par I’eau 24 apres ajout du
I’enzyme tryptophanase peptonée heures  reactif Kovacs
par la (indole +)
suspension
bactérienne
a tester
Pour étudier de la Par piqare a37°C Virage au jaune
fermentation du centrale pendant (mannitol +) ;
mannitol ainsi que la profonde 24 -Création de
mobilité de la souche heures  trouble
(mobilité +).
Tester la capacité de la  Surlapente  337°C  Virage au bleu
souche a utiliser le pendant (citrate +).

citrate comme seule 24
source de carbone heures

Adapté de Fritz et al , 2014.
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N 2 N -

I

Figure 25 : Tests biochimiques réalisés ; a: TSI, b :ONPG, c: Clark et Lubs ,
d: LDC,0DC et ADH, e:Indole, f: Citrate de Simmons , i : Mannitol — mobilité
(Photos originales, 2022).
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2.2.3.2. Galerie API 20 E (analytical profile index) :

a. Principe :

I s’agit d’un systéme standardisé pour ’identification des Enterobacteriaceae et autres
bacilles a Gram négatif. 1l comporte 20 tests biochimiques miniaturisés qui permettent de
détecter genéralement une activité enzymatique liée principalement a la fermentation des
glucides ou au catabolisme des protéines ou des acides amines par les suspensions bactériennes
inoculées. Dans I’API 20E, la bande de plastique contient 20 microtubes (puits) de test
contenant des milieux déshydratés ayant des compositions chimiquement définies pour chaque
test. Une suspension bactérienne est utilisée pour réhydrater chacun des puits et les bandelettes
sont incubées. Pendant I'incubation, le métabolisme bactérien produit des changements de

couleur qui sont soit spontanés, soit révélés par I'ajout de réactifs.

La lecture de ces réactions se fait a I’aide du Tableau de lecture et 1’identification est

obtenue a 1’aide du catalogue analytique ou d’un logiciel d’identification.

N

+~ | HC0000000CU LuuuuuuuW

O N Y T (Y. G

l

Figure 26 : Présentation de la galerie API 20E (Photo originale, 2022).
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b. Mode opératoire :

- Préparation de la galerie :

e Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ 5 ml d’eau distillée ou

déminéralisée dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide ;
e Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite ;
e Sortir la galerie de son emballage ;

e Déposer stérilement la galerie dans la boite d’incubation.

- Préparation de I’inoculum :

e Quvrir une ampoule contenant 5 ml d’eau physiologique stérile ;

e Prélever des colonies sur le milieu TSI, en utilisant des cultures jeunes de 18-24 h a ’aide

d’une pipette Pasteur ;

e Réaliser une suspension bactérienne en homogénéisant soigneusement les bactéries dans le

milieu. Cette suspension doit étre utilisée extemporanément.

- Inoculation de la galerie :

e Introduire la suspension bactérienne dans les tubes de la galerie a I’aide de la méme pipette.
Pour éviter la formation de bulles au fond des tubes, poser la pointe de la pipette sur le c6té de la

cupule, en inclinant légérement la boite d’incubation vers I’avant ;
- Pour les tests CIT, VP et GEL, remplir tube et cupule;

- Pour les autres tests, remplir uniguement les tubes (et non pas les cupules);

- Pour les tests ADH, LDC, ODC, H>S et URE, créer une anaérobiose en remplissant les cupules
d’huile de vaseline.
e Refermer la boite d’incubation ;

e Incuber a 37°C pendant 18 a 24 heures (figure 27).

43



Partie pratique

Figure 27 : Inoculation de la galerie AP120E (Photo originale, 2022)
- Lecture de la galerie :

Apres incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de lecture
apreés addition des réactifs suivants (figure 28 ) :

< Une goutte de réactif TDA au test TDA ;
< Une goutte de réactif Kovacs au test IND ;

X Une goutte de réactif VP1 et VP2, et attendre au minimum 10 mn, au test VP.

Figure 28 : Lecture de la galerie API 20E (Photos originales, 2022).
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- Interprétation de la galerie :

L’identification est obtenue a partir du profil numérique qui est déterminé sur la fiche de
résultats (figure 29). Les tests sont séparés par groupes de trois et une valeur 1, 2 ou 4 est
indiquée pour chacun. La galerie API 20 E comportant 20 tests, en additionnant a I’intérieur de
chaque groupe les valeurs correspondant a des réactions positives, on obtient 7 chiffres.

La réaction d’oxydase, qui constitue le 21°™ test, est affectée de la valeur 4 lorsqu’elle

est positive. Alors I’identification est faite a I’aide de :

v Catalogue analytique, en recherchant le profil numérique dans la liste des profils ;

v Logiciel d’identification en ligne « https://lab.upbm.org/ » en entrant manuellement le

résultats de chaque test ou le profil a 7 chiffres (figure 30).
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Les calculs proposent (cliquez sur @ pour voir les détails du profil) :

1. Escherichia coli 1 @ avec une probabilité de 99.8 % (excellente identification)
99.8%
Les taxons ayant une probabilité trop faible (< 5%) sont éliminés.

Figure 30 : Identification sur « https://lab.upbm.org/ »
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2.3. Etude de la sensibilisation aux antibiotiques :

La sensibilité aux antibiotiques est déterminée par la méthode de diffusion des disques
d’antibiotiques (figure 31) sur milieu solide (MH), selon les recommandations de CLSI, 2018.

- Principe :

La méthode de diffusion, ou antibiogramme standard, est la plus utilisee par les
laboratoires de diagnostic. Des disques de papier buvard, imprégnés d’antibiotiques a tester, sont
déposés a la surface d'un milieu gélosé, préalablement ensemencé avec une culture pure de la
souche a étudier.

Dés l'application des disques, les antibiotiques diffusent de maniere uniforme, si bien que
leurs concentrations sont inversement proportionnelles a la distance du disque. Aprés incubation,
les disques s'entourent de zones d'inhibition circulaires correspondant a une absence de culture.

Lorsque la technique est parfaitement standardisée, les diameétres des zones d'inhibition
dépendent uniquement de la sensibilité du germe. Les antibiotiques utilisés sont résumes sur le
tableau 5 .

Figure 31 : Disques d’antibiotiques utilisés pour 1’antibiogramme (Photo originale, 2022)
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Tableau 5 : Antibiotiques testés dans I’antibiogramme.

Familles Antibiotiques Sigle Charge du Marque
d’antibiotiques | testées disque (ng)
Amoxicilline/ acide | AMC* 20/10 Himedia, Inde
clavulanique
Céfotaxime CTX* 30 Bio-rad, France
Ceftazidime CAzZ* 30 Bioanalyse,
France
R- lactamines Cefazoline Ccz 30 Himedia, Inde
Imipéneme IMI 10 Bioanalyse,
France
Céfépime FEP 30 Bioanalyse,
France
Phénicolés Chloramphénicol C 30 Bioanalyse,
France
Quinolones Ciprofloxacine CIP 5 Himedia, Inde
Acides Fosfomycine FO 200 Himedia, Inde
phosphoniques
Gentamicine GEN 10 Himedia, Inde
Aminosides
Tobramycine TOB 10 Bioanalyse,
France
Sulfamides Cotrimoxazole CoT 5 Bioanalyse,
France

* . Antibiotiques utilisés pour la détection des BLSE.

a- Inoculum :

- A partir d’une culture pure de 18 heures sur GN, on racle a I’aide d’une anse de platine
quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques et on décharge 1’anse dans 5 ml
d’eau physiologique stérile a 0,9%;

- On homogénéise la suspension bactérienne, a I’aide d’un agitateur ;

- L’inoculum peut étre ajusté, en ajoutant soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de
I’eau physiologique stérile s’il est trop fort ;

- L’ensemencement doit se faire dans les 15 mn qui suivent la préparation de 1’inoculum.
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b- Ensemencement :

On trempe un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne ;

On I'essore en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin de
le décharger au maximum;

On frotte 1’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries
serrées et on répéte 1’opération trois fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans
oublier de faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme ;

On finit I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose (2 fois) ;
Dans le cas ou 1’on ensemence plusieurs boites de Pétri, il faut changer 1’écouvillon a

chaque fois.

c- Application des disques d’antibiotiques :

Un maximum de 6 disques d’antibiotiques sont déposés sur une boite de 90 mm de
diametre ;

Les disques d’antibiotiques sont espacés de 25 mm, centre a centre ;

On presse chaque disque d’antibiotique a 1’aide de pinces pour s’assurer de son
application (figure 32);

Une fois appliqué, le disque ne doit pas étre déplace.

Figure 32 : Application des disques d’antibiotiques sur milieu MH ensemencé (Photos
originales, 2022)
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d-Incubation :
Apreés diffusion de 30 minutes, I’incubation des boites se fait pendant 18 heures a 37°C.
e-Lecture :

- On mesure avec précision les diamétres des zones d’inhibition a ’aide d’un pied a
coulisse, al’extérieur de la boite fermée (figure 33);

- On compare ces résultats aux valeurs critiques des diametres des zones d'inhibition et des
entérobactéries, figurant dans les tables de lecture de CLSI, 2018;

- On classe la bactérie dans 1’une des catégories : Sensible, Intermédiaire ou Résistante.

Figure 33 : Mesure des zones d’inhibitions (Photo originale, 2022)

2.4. Recherche des BLSE «test de synergie » :

Le test de synergie permet la détection de BLSE chez une souche donnée par la mise en
évidence d’une synergie entre un disque de céphalosporine de troisieme génération (céftazidime,
céfotaxime) et un disque contenant 1’amoxicilline-acide clavulanique. Les disques
d’antibiotiques sont disposés espacés sur la gélose MH (25 mm) : le disque d’amoxicilline +
acide clavulanique est placé au centre entouré par les disques de céfotaxime (30ug) et de
céftazidime (30pg). La boite de Pétri est ensuite incubée pendant 24 heures a 37°C. Un test de
synergie positif donne donc une image caractéristique, en « bouchon de Champagne » entre

I’amoxicilline + acide clavulanique et céftazidime et/ou céfotaxime
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Chapitre 1V

Résultats & discussion

1. Répartition des échantillons selon le type de prélevement :

Sur les 46 prélévements cliniques retenus dans 1’étude, les prélévements d’ECBU occupent la

premiere position avec un taux évalué a 57% suivis de ceux de pus (16%) et de I’hémoculture (5%).

Le reste des prélévements (liquide pleural, collection intra-péritonite, abces de la marge anale, sonde

vésicale, liquide céphalo-rachidien, sepsis sur matériel, abcés appendiculaire, prélevement distale

protége, abces et plaie) n’ont pas dépassé les 2% (figure 34).

2%
2% _ 2%

\
2/0
2/6
2/0

16%

2% 2%

= ECBU
Pus
= Hémoculture
Ligiude pleural
= Collection intra-péritonite
Abcés de la marge anale
= Sonde vésicale
= Liquide céphalo-rachidien
= Sepsis sur matériel
= Abces appendiculaire
= Plaie
= Abces

= Prélévement distale protégé

Figure 34 : Répartition des échantillons selon le type de prélevement.

2. Répartition des échantillons selon le sexe du malade :

Sur les 46 échantillons cliniques collectés, 25 proviennent de malades de sexe féminin, soit un

taux estimé a 57 %. En revanche, 19 prélévements proviennent de sexe masculin, soit 43% (figure

35).
50



Résultats & discussion

» Féminin = Masculin

Figure 35 : Répartition des échantillons collectés selon le sexe du malade.

3. Fréquence d’isolement par espece :

Les différents tests d’identification réalisés ont révélé une grande diversité des especes

d’entérobactéries isolées, comme illustré dans la figure ci-apres.

= Escherichia coli

= Pseudomonas aeruginosa

2%
2% 2% 2% ’ = Klebsiella pneumoniae

Serratia liquefaciens
= Enterobacter cloacae
= Acinetobacter sp
= Proteus mirabilis
= Klebsiella oxytoca
= Enterobacter.sp
= Citrobacter sp
= Yersinia sp
= Shigella sonnei
= Pseudomonas fluorescens
= Pseudomonas .sp
= Morganella morganii

Klebsiella sp

Figure 36 : Répartition des entérobactéries collectées selon I’espéce.

Escherichia coli est ’espéece la plus fréguemment isolée avec un pourcentage de 30% (figure
37) suivie de prés par Pseudomonas aeruginosa avec 11%. Klebsiella pneumoniae a enregistré un
taux d’isolement estimé & 9% (figure 36).
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Figure 37 : Identification d’E. coli par galerie API20E (Photos originales, 2022).

Figure 38 : Identification de Klebsiella pneumoniae par galerie API20E (Photo originale,
2022).

Pour les trois especes Serratia liquefaciens, Enterobacter cloacae et Acinetobacter sp., un
pourcentage de 7% a été observé, alors que pour les quatre espéces Proteus mirabilis , Klebsiella
oxytoca, Enterobacter.sp et Citrobacter sp., une valeur de 4% a été notée. Les cing especes
restantes, a savoir Yersinia sp., Shigella sonnei, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas sp.,
Morganella morganii et Klebsiella sp. ont enregistré un taux d’isolement de 2%. La fréquence
d’isolement par type de prélevement et par sexe du malade est illustrée dans
le tableau 6.
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Tableau 6: Fréquence d’isolement selon le type de prélevement et le sexe du malade.

Type de Sexe du E.coli | Pa K.p Ent.c S A.sp P.m K.0 C.sp Esp |Y.sp S.s M.m |P.f K.sp P.sp
prélévement malade
Femme 7 1 3 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 0
ECBU (n=18) 39% | 5.5% 16.7% 5.5% 55% |5.5% 55% |5.5% 55% [5.5%
(n=25) 55% 67%
Homme 2 2 0 1 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0
(n=9) 22.2 22.2% 11.1% 11.1% 11.1% 11.1% 11.1%
33.% %
Pus Femme 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(n=9) 20% (n=2) 50% 50%
28.5%
Homme 2 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
(n=5) 40% | 20% 20% 20%
71.4%
Hémoculture Femme 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(n=2) 5% (n=1)50% 50%
Homme 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(n=1)50% 50%
Liquide pleural | Femme 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(n=1) 2% (n=1)100% 100%
Homme 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(n=0)
Collection intra- | Femme 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
péritonite (n=1) | (n=0)
2%
Homme 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
(n=1)100% 100%
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Abces de la Femme 0 0 0 0 0 0 0 0 0
marge anale (n=0)
(n=1) 2%
Homme 1 0 0 0 0 0 0 0 0
(n=1)100% | 100%
Sonde vésicale Femme 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(n=1) 2% (n=0)
Homme 0 1 0 0 0 0 0 0 0
(n=1)100% 100%
Liquide céphalo- | Femme 0 0 0 0 1 0 0 0 0
rachidien (n=1)100% 100%
(n=1) 2%
Homme 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(n=0)
Sepsis sur Femme 0 0 1 0 0 0 0 0 0
matériel (n=1)100% 100%
(n=1) 2%
Homme 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(n=0)
Abces Femme 1 0 0 0 0 0 0 0 0
appendiculaire (n=1)100% | 100%
(n=1) 2%
Homme 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(n=0)
Plaie Femme 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(n=1) 2% (n=0)
Homme 0 0 0 1 0 0 0 0 0
(n=1)100% 100%
Abces Femme 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(n=1) 2% (n=0)
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Homme 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(n=1)100% | 100%

distale -protégé | (n=0)

(n=1) 2%

Prélévement Femme 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Homme 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(n=1)100% 100%

E.coli : Escherichia coli ; P.a :Pseudomonas aeruginosa ; K.p :Klebsiella pneumoniae ; Ent.c :Enterobacter cloacae ; S.I :Serratia
liquefaciens ; A.sp :Acinetobacter sp. ; P.m :Proteus mirabilis; K.o :Klebsiella oxytoca ; C.sp :Citrobacter sp. ; E.sp :Enterobacter.sp ;
Y.sp : Yersinia sp. ;S.s : Shigella sonnei ; M.m : Morganella morganii ; P.f :Pseudomonas fluorescens ; K.sp :Klebsiella sp. ;

P.sp :Pseudomonas sp. ; ECBU : examen cytobactériologique des urines.
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La dominance des prélévements d’ECBU observée dans la présente étude par rapport aux
autres types de prélévements est expliquée, selon les médecins que nous avons interrogés, par le fait
que ’ECBU est I’examen bactériologique le plus réalisé et le plus demandé dans les hopitaux et les
laboratoires d’analyses. En revanche, les autres tests sont prescrits avec une fréquence moindre. A
titre d’exemples, les prélevements de pus sont recommandés en cas de suppuration, qu'elle soit
superficielle (abces cutané, escarre, infection folliculaire, ... etc.) ou profonde, et sont recueillis par
ponction avec une seringue stérile ou un écouvillon. Les hémocultures sont prescrites en cas de
suspicion de septicémie et sont réalisées en milieu stérile (site de ponction et couvercle du flacon) a
I'aide d'une aiguille épicranienne protégée. Pour ce qui est du liquide céphalo-rachidien, il n’est

examiné que dans le cas de suspicion d’affection du systeme nerveux central (méningites).

Selon Gonsu et al. (2014), I’urine est un liquide biologique stérile qui, a 1’état normal, est
exempte de micro-organismes. De ce fait, la présence des entérobactéries dans les préléevements
d’urines témoigne de la forte incidence d’infections urinaires (IU) chez les malades. Nos résultats
concordent avec ceux retrouvés a Guelma par Bentroki et al. (2012) et Es-saoudy (2019) a Marrakech
qui affirment que les infections urinaires sont I'une des infections bactériennes les plus courantes, avec
un poids économique et de santé publique important et un impact significatif sur la qualité de vie des
personnes infectées, touchant 150 millions de personnes dans le monde chaque année (Flores-Mireles et
al.,2015). Cependant, ce chiffre reste probablement une sous-estimation de 1’ampleur réelle du
probleme car il dépend entierement des critéres diagnostiques (symptomatologie et culture) et des
sources de données, alors que de nombreuses personnes atteintes ne consultent pas et pratiquent
I’automédication. En Algérie, les 1U constituent un probléme de santé publique et un motif de

consultation trés fréquent (Bentorki et al., 2012).

Nos résultats ont mis en évidence que les femmes sont plus a risque de développer une 1U que
les hommes (67% contre 33%). D’autres travaux ont témoigné une prédominance chez le sexe
féminin : 71% au Pakistan (Fatima et al., 2018), 77% dans des hopitaux espagnols (Rodriguez-Barfio
et al, 2008), 58.28% dans la ville de Yaoundé au Cameron (Gonsu et al ,2014). De plus, Albert et al.
(2004) ont également indiqué que 70% des femmes développeront une infection des voies urinaires

au cours de leur vie, dont 30% auront des infections récidivantes (répétées).
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Ces résultats concordent parfaitement avec ceux d'AbouHeidar et al.(2019) qui ont constaté
que les 1U sont deux fois plus susceptibles de survenir chez les femmes que chez les hommes dans
toutes les tranches et qu'un tiers des femmes recoivent un diagnostic d'lU avant I'age de 24 ans,

tandis que moitié en sont infectés au moins une seule fois avant I'age de 35 ans.

Cette prédominance féminine a été expliquée par plusieurs auteurs. Bentroki et al (2012) et

Gonsu et al. (2014) déduisent que ce constat serait liée a plusieurs facteurs, dont;

- La configuration anatomique : briéveté de ’urétre, proximité des orifices anal et vaginal ;

- L’insuffisance des pratiques d'hygiene ;

- Les rapports sexuels

- La grossesse : les 1U sont fréquentes pendant la grossesse. Elles sont favorisées par les
modifications anatomiques et les variations endocriniennes qui se produisent durant cette période ;

- Le diabete ;

- L'obésite ;

- La prédisposition génétique.

D’aprés nos résultats, il s’avére qu’E. coli est le germe le plus fréqguemment isolé (30%). Ceci
peut étre expliqué par le fait le principal réservoir bactérien dans les IU (61.2%) est digestif et
I’infection urinaire est en générale ascendante. E. coli représente le germe intestinal aérobie le plus
dominant et posséde de nombreux facteurs de virulence d'uro-pathogeénicité entre autres le flagelle qui
lui donne la capacité de migrer a contre-courant par voie ascendante, et les adhésives qui lui
permettent d’adhérer a 1’épithélium urinaire et d’empécher son €élimination par les vidanges vésicales

(Guenadez et Lachter, 2020).

Ceci a été déja évoqué par plusieurs études locales, nationales et internationales. Des études
ayant analyser la typologie des agents pathogénes a l'origine d'lU ont confirmé que ce bacille est le
plus fréeguemment responsable des IU chez des patients non diabétiques (Bauer et al., 2005), chez les
patients diabétiques (Malmartel et al., 2016), chez les femmes enceintes (Ali et al., 2020) et méme

chez les nouveau-nés (Emamghorashi et al., 2012).

Concernant le taux d’isolement des autres espéces, il reste relativement faible ce qui témoigne
de leur role secondaire dans la survenue d’IU. Ces résultats rejoignent une étude récente réalisée au

service de microbiologie de 1’hopital militaire Avicenne de Marrakech durant la période s’étalant de
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2014 a 2018 qui affirment qu’E. coli demeure 1’espéce dominante (71,1%) suivie de Klebsiella spp.
(15%), Enterobacter cloacae (5%), Proteus mirabilis (3%) (ES-Saoudy, 2019). De méme, Nos
données concordent avec celles retrouvées dans une étude menée par Lacheheub et Bendagha (2016)
au laboratoire d’hygiéne de Constantine avec une prédominance d’E. coli (64%), suivi de Klebsiella

pneumoniae (15%) et Proteus mirabilis (5,1%).

4. Profil de résistance des souches isolées :

Un antibiogramme a été effectué sur chaque souche afin d’étudier leur comportement vis-a-vis
de différents antibiotiques. L’interprétation des résultats (sensible, intermédiaire, résistante) a éteé
faite selon les diametres critiques recommandés par CLSI, 2018. Les résultats sont présentés par des

histogrammes donnés dans la figure suivante :

120%
100%
80% _
W souches sensibles [S]
60%
M souches résistantes et
souches intermédiaires
40% 7 [R+1]
20% -
0% -
AMC CTX CAZ CZ GENTOB CIP C FO IMI COT FEP

Figure 39 : Profil de résistance et de sensibilité chez les entérobactéries.
AMC : Amoxicilline+acide clavulanique ; CTX : Céfotaxime ; CAZ : Ceftazidime ; CZ :

Céfazoline ; GEN : Gentamicine, TOB : Tobramicine ; CIP : Ciprofloxacine ; C :
Chloramphénicol ; FO : Fosfomycine ; IMI : Imipénéme ; COT : Cotrimoxazole ; FEP : Céfipime.
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Des taux de résistance plus ou moins élevés ont été notés chez nos souches. Le taux de
résistance le plus élevé a été enregistré a I’encontre de la Céfazoline (72%), de la Cotrimoxazole
(54%) et de la Céfotaxime (52%). Des résistances plus faibles ont été observées pour
I’ Amoxicilline + acide clavulanique (43%), la Ciprofloxacine (41%) et le Chloramphénicol (35%).
De plus, 11 souches (24%) se sont montrées multi-résistantes (résistantes a au moins trois familles
d’antibiotiques). En revanche, des pourcentages de sensibilité importants ont été observés vis-a-vis
de la Fosfomycine (87%), de la Gentamycine (80%), de la Ceftazidime, le Céfépime et la
Tobramycine (74%). En ce qui concerne 1’imipen¢me, la totalit¢ de nos souches conservent une
excellente sensibilité.

La résistance aux différents antibiotiques appartenant aux p-lactamines révélée dans la
présente étude a également été rapportée par plusieurs auteurs, dont Souna et al., 2014. De méme,
Touati et al. (2019) ont communiqué des résistances a I’encontre de la Ceftazidime et de la
Céfépime. Des inquiétudes naissent du moment que des résistances vis-a-vis de 1’Amoxicilline +
I’acide clavulanique, des céphalosporines de troisiéme génération (la céftazidime et la céfotaxime)
sont enregistrées méme avec des faibles taux, car ces molécules sont largement utilisées et occupent
une place préponderante en médecine humaine. Pour ce qui est de 1I’Amoxicilline+l’acide
clavulanique, le taux enregistré dans notre étude (43%) sont comparables aux valeurs rapportées par
Bentroki et al. (2012) et a celles de Rakotovao-Ravahatra et al. (2017), estimées respectivement a
45% et 49%. Cette résistance est acquise et serait la conséquence de la pression de sélection liée a la
consommation abusive et ’utilisation irraisonnée et incontr6lée des antibiotiques dans le traitement
des infections sans passer par I’antibiogramme ni par la culture bactériologique pour déterminer le
germe en cause. De méme, l’automédication Se pose avec gravité dans notre pays ou ces

antibiotiques sont facilement disponibles et sont vendus souvent sans ordonnance médicale.

En ce qui concerne la Ciprofloxacine, le représentant des quinolones dans la présente étude, la
résistance enregistrée est alarmante étant donné que cette molécule est utilisée dans le traitement de
plusieurs types d’infections grace a son large spectre. Comme il a été déja évoqué dans la partie
bibliographique, cette résistance est due majoritairement a des mutations chromosomiques ou a
I’acquisition de génes modifiant la cible de 1’antibiotique qui est la topo-isomérase (Mesaros et al.,
2005). Concernant la gentamicine, le taux de résistance relativement faible est expliqué par son
utilisation est généralement limitée a des cas exceptionnels en raison de sa néphro et ototoxicité
(Boudia et al., 2017).
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Pour I’imipéneéme, cette forte sensibilité par rapport aux autres molécules est expliquée par son
utilisation rare par les médecins a cause de son indisponibilité au niveau des pharmacies. De ce fait,
les bactéries n’ont pas encore acquis de résistance contre ces molécules (Zenati et al., 2019). Sa
bonne activité microbienne est liée en particulier a la rapidité de leur pénétration transmembranaire
a travers la paroi externes des entérobactéries et a leur stabilité vis-a-vis de la plupart des -
lactamases naturelles ou acquises (Nordmann et Carrer, 2010). Ces antibiotiques ayant montré une
bonne activité contre nos isolats constituent les molécules de choix pour ’antibiothérapie ce qui

permet d’éviter 1’impasse thérapeutique.

5. Prévalence des bactéries BLSE :

Sur les 46 isolats d’entérobactéries, nous avons relevé la présence de 2 souches productrices
de B-lactamases a spectre étendu (soit un taux de 4%) : la souche 223 attribuée a I’espéce d’E.coli et
la souche 302 attribuée a I’espéce de Klebsiella pneumoniae. Les deux images de synergie

observées sont illustrées dans la figure ci-apres.

Figure 40 : Images de synergie observées chez E. coli 223 et K. pneumoniae 302

(Photos originales, 2022)
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La prévalence globale des entérobactéries productrices de B-lactamases a spectre étendu
(EBLSE) varie entre les pays, les especes et méme d’un service a 1’autre au sein de la méme
institution hospitaliere (Dubouix et Marty, 2004). Ce type de bactérie a largement diffusé en Algérie
au cours de ces dernieres années. Sa prévalence a passé de de 5.7% en 2005 dans les hopitaux
d’Alger (Ramdani et al., 2006) a 54% en 2013 (Medboua-Benbalagh et al., 2017). Généralement,
nos résultats sont similaires aux resultats de 1’étude de Benhadj et al. (2017) realisée a Tebessa.
Néanmoins, des prévalences modérées et d’autres plus élevées ont été enregistrées. Nabti et al.
(2019) ont affiché une prévalence de 17.2% dans leur étude sur les E. coli isolées d’IU chez les
patients hospitalisees et non hospitalisés a 1’hopital de Sétif. De méme, un taux de 17.7% a été noté
par labadene et al. (2008) et 24% par Meradi et al. (2009). Zenati et al. (2019) ont communiqué un
taux évalué a 32.5% chez les patients hospitalisés a 1’hopital de Tlemcen. Un pourcentage beacoup
plus haut (61.8%) a été observé par Batah et al. (2015), par Labid et al. (2014) (92.9%) et par
Zaket et al. (2013) (100%). D’autres études ont également signalé la présence de ce mécanisme de
résistancedans les hdpitaux de Béjaia (Touati et al., 2006), de Tlemcen (Baba-Ahmed et al.,
2012) et deConstantine (Agabou et al., 2014).

Tous ces auteurs montrent que ce sont des bactéries multi-résistantes (BMR) majoritaires qui
causent des infections sévéres notamment les 1U nosocomiales et communautaires, et représentent
un réel probléeme de santé publique. Ceci est principalement d0 aux prescriptions démesurées et
I’utilisation irraisonnée des antibiotiques, notamment les -lactamines, qui, malgré leur ancienneté,

restent les molécules les plus employées en antibiothérapie (Sbiti et al., 2017).

Il est a signaler que durant les six mois de 1’étude, les deux souches BLSE ont été retrouvées
au sein de I’EPH de Mehad Abdelkader. L’isolat de Klebsiella pneumoniae a été détecté au service
de réanimation chez un patient qui a été vulnérable aux infections suite a son hospitalisation
prolongée et son exposition a des dispositifs invasifs (sonde vésicale et tube endotrachéal). Le
deuxiéme isolat d’E. coli a été révélé chez un prélévement d’urines d’une patiente fonctionnaire a
I’hopital, ce qui suggere 1’origine nosocomiale de cette infection. En général et comme déclaré par
Shiti et al. (2017), les patients hospitalisés au sein des services de réanimation et d’urologie sont
plus concernés et présentent plus de risques a contracter une infection a des souches productrices de
BLSE ceci peut étre lié a plusieurs facteurs : antibiothérapie abusive, gestes et dispositifs invasifs,

long séjour hospitalier et autres.
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Pour ce qui est du déterminant génétique de cette production de BLSE, nous suggérons
I’implication d’un geéne variant de la famille blacix-m, étant donné que I’'image de synergie a apparu
plus nettement avec le disque de Céfotaxime. En plus, I’expansion et I’émergence a 1’échelle
mondiale des enzymes de type CTX-M sont signalées (Sbiti et al., 2017 , Zenati et al., 2019).
Cependant, une étude moléculaire qui porte sur la caractérisation des genes de résistance serait

primordiale.

Comme montré dans la figure ci-dessous, d’autres souches résistantes aux céphalosporines de
3G de haut niveau mais non sécrétrices de BLSE (absence de toute image de synergie) ont
également été detectées. Ce phénomene peut étre expliqué par un autre mécanisme de résistance : la
production de céphalosporinases chromosomiques de type AmpC. Ce sont des céphalosporinases
chromosomiques qui peuvent étre présentes chez les entérobactéries. Elles causant une résistance
aux céphalosporines de lere et de 2éme génération et aux combinaisons : inhibiteurs de p-
lactamase/B-lactame. Cependant, des mutations peuvent conduire a une surexpression de ces
enzymes, ce qui confére une résistance aux céphalosporines a large spectre, y compris la céfotaxime,

la ceftazidime et la ceftriaxone (George et Jacoby, 2009).

Figure 41 : Photographies de souches résistances aux C3G avec absence de synergie.

(a) : Image de résistance aux céphalosporines de 3G chez la souche 1822 (Klebsiella pneumoniae) ;
(b):1lmage de résistance aux céphalosporines de 3G chez la souche 537 (Escherichia coli) ;
(c) : Image de résistance aux céphalosporines de 3G chez la souche 527 (Klebsiella oxytoca
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Afin de comprendre le comportement des souches BLSE vis-a-vis des antibiotiques et
d’illustrer les mécanismes de résistance en cause, une étude moléculaire basée sur la caractérisation
des geénes de résistance, de virulence, de I’environnement génétiques (détermination des éléments
génétiques mobiles qui portent ces genes de résistance) et des lignées génétiques contribuant a la
diffusion de ces résistances serait nécessaire. De plus, on s’est mis d’accord avec le laboratoire
d’EPH de Djelfa de nous collecter les souches BLSE détectées, afin de nous permettre de

poursuivre nos recherches dans ce domaine.
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Conclusion

La présente étude réalisée sur une période de cing mois avait pour objectif la
caractérisation du profil de résistance des souches d’entérobactéries productrices de BLSE
collectées a ’EPH Mouhad Abdelkader et aux laboratoires d’analyses médicales Homaida et

Meddah Abdelaziz, instaurés dans la ville de Djelfa.

Sur les 46 souches d’entérobactéries isolées principalement de prélévements d’ECBU
(57%), de pus (16%) et d’hémoculture (5%), E. coli est I’espéce la plus fréquemment isolée
avec un taux estimé a hauteur de 30%, suivie de pres par Pseudomonas aeruginosa (11%) et
Klebsiella pneumoniae (9%). De plus, les femmes se sont montrées les plus a risque (57%).

En ce qui concerne les résultats de 1’antibiogramme, les taux de résistance les plus
élevés ont été enregistrés a I’encontre de de la Céfazoline (72%), de la Cotrimoxazole (54%)
et de la Céfotaxime (52%). Des résistances plus faibles ont été observées pour I’ Amoxicilline
+ acide clavulanique (43%), la Ciprofloxacine (41%) et le Chloramphénicol (35%). De plus,
11 souches (24%) se sont montrées multi-résistantes. En revanche, des pourcentages de
sensibilité importants ont été observés vis-a-vis de la Fosfomycine (87%), de la Gentamycine
(80%), de la Ceftazidime, le Céfépime et la Tobramycine (74%). Pour ce qui est de
I’imipeneme, la totalité de nos souches conservent une excellente sensibilité. Aussi, 2 souches
(un isolat d’E.coli et un de K. pneumoniae) se sont révélées productrices de BLSE, soit une

prévalence de 4%.

A notre connaissance, la présente étude décrit, pour la premicre fois, la détection de B-
lactamases de type BLSE et d’autres céphalosporinases dans les souches cliniques isolées des
¢tablissements de santé de la ville de Djelfa. Ce constat est alarmant et doit susciter I’intérét
des responsables de la santé de notre wilaya, car ces souches résistantes peuvent conduire a

des échecs thérapeutiques, ce qui constitue une menace de santé publique.

%+ Pour remédier a cette situation, un ensemble d’actions doit étre envisagé :

- Prévention des infections par des mesures d’hygiéne individuelles (corporelle, vestimentaire

et alimentaire), collectives et environnementales (sécurité alimentaire et vaccination) ;
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- Optimisation de 1’usage des antibiotiques surtout avec la pandémie du Covid-19 qui a été
marquée par une augmentation terrifiante de la consommation des antibiotiques dans le

monde entier (en raison des infections secondaires) ;
- Développement de nouvelles molécules d’antibiotiques ;

- Développement, & moyen ou a long terme, de nouvelles stratégies alternatives comme la

phagothérapie.
+ En ce qui concerne les perspectives de 1’étude, nous proposons de :

- Réaliser des études approfondies touchant un nombre plus élevé de souches et couvrant
plusieurs hopitaux/ laboratoires étatiques et privés de la wilaya de Djelfa ;

- Entreprendre une étude moléculaire portant sur la détermination des genes de résistance et

de leurs supports génétiques dans les souches résistantes révélées dans cette étude ;

- Communiquer les résultats de cette étude.
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Annexe 1 : Profil de résistance des souches collectées.
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RESUME




Résumé

Un total de 46 souches d’entérobactéries isolées principalement de prélévements d’ECBU a été collecté au
niveau de trois établissements de santé de la ville de Djelfa (un hopital et deux laboratoires d’analyses). La sensibilité a
12 molécules d’antibiotiques a été testée par la technique standard de diffusion sur gélose, selon les recommandations
de CLSI, 2018. E. coli était I’espéce la plus fréquemment isolée avec un taux estimé a hauteur de 30%, suivie par
Pseudomonas aeruginosa (11%) et Klebsiella pneumoniae (9%). Les taux de résistance les plus élevés ont été
enregistrés a I’encontre de la Céfazoline (72%), de la Cotrimoxazole (54%), de la Céfotaxime (52%), de I’ Amoxicilline
+ acide clavulanique (43%), de la Ciprofloxacine (41%) et du Chloramphénicol (35%). Un isolat d’E.coli et un autre de
K. pneumoniae se sont révélés producteurs de BLSE (4%).

Mots-clés : Entérobactéries, infections urinaires, résistance aux antibiotiques, B-lactamases,

BLSE.

Abstract

A total of 46 enterobacterial isolates recovered mainly from urine samples were collected at 3 healthcare
institutions in Djelfa city (one hospital and two laboratories). Antimicrobial susceptibility against 12 antibiotics was
tested by the disk diffusion method, according to the recommendations of CLSI, 2018. E. coli was the most frequently
isolated (30%), followed by Pseudomonas aeruginosa (11%) and Klebsiella pneumoniae (9%). The highest resistance
rates were recorded to Cefazolin (72%), Cotrimoxazole (54%), Cefotaxime (52%), Amoxicillin + clavulanic acid
(43%), Ciprofloxacin (41%) and Chloramphenicol (35%). One E.coli and one K. pneumoniae isolates were ESBL

producers (4%).

Key words: Enterobacteria, urinary tract infections, antimicrobial resistance, -lactamases, ESBL.
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