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Résumé

Klebsiella est une flore commensale du tube digestif, néanmoins récément il était
résponsable de plus de 8% des infections nosocomiales. Son abilit¢ de produit des
enzymes béta-lactamase qui hydrolyse les antibiotiques béta-lactam, a provoque des
difficulte a éliminé ses infections. L’introduction de nouveau moyen thérapetiques doit
étre adoptee. Dans notre ¢étude apreés I’étude macroscopique, coloration de Gram et
biochimique, 18 (11.84%) souches de Klebsiella ont été identifiées et isolées des
prélevements des selles, des urines et des eaux usées de I’hopital de Fabor de Blida.
L’espéce la plus isolée était Klebsiella pneumonae avec un taux de 77,77% en revanche
on a enregistré une faible fréquence (11,11%) pour les deux souches Klebsiella oxytoca
et Klebsiella ornithinolytica avec une prédominance féminine évidente 78.87% VS
21.43% chez le sexe masculin. La frequence de la prevalence en Algerie de Klebsiella
spp. varient entre 13 — 21.5%. Apres le test de détection de BLSE de 18 souches,
seulement 6 souches étaient BLSE+ qui est legerement inferieur de celui observe en
Algerie quie était de 52.47%. Ces dernicres ont montré une résistance totale (100%) aux
pénicillines, ampicilline, oxacilline et 1’amoxicilline. Concernant les aminosides, on a
constaté une résistance assez marquée pour la gentamicine, la tobramicine et la
kanamicine avec des fréquences de 72.22%, 66.67% et 61.11% respectivement. La
résistance croisée était observée entre les pénicillines et les céphalosporines a large
spectre, 81.82% des isolats résistants a I’AMC était aussi résistante a la ceftazidime et/ou
cefotaxime. La résistance a ces deux antibiotiques était une marquer important de la
détection de la production de BLSE (présence de la synergie entre les antibiotiques). Ces
souches BLSE montrent un taux de résistance de 38.89% aux C3G. L’imipenem et la
céphamycine (Céfoxitine) restent les antibiotiques les plus actives sur les KBLSE avec un
taux de sensibilité¢ de 94.44% et 83.33% respectivement. Une bonne activité était aussi
enregistrée pour les fluoroquinolones dont les taux de resistance etaient 5.56% pour
1I’Ofloxacine et 16.67% pour la Norfloxacine. Le test de la sensibilit¢ des 18 souches de
Klebsiella obtenu vis-a-vis de I’extrait aqueux de Punica granatum, a révélé une
résistance totale a cet extrait naturel. Donc ces souches ont montré un développement de
la multi résistance a la plupart des antibiotiques et a I’extrait de P. granatum, peuvent

étre le processus de la conservation de I’extrait a reduit son activite vis-a-vis Klebsiella.

Mots clé : Klebsiella, BLSE, C3G, Punica granatum, multi-résistante



Summary

Klebsiella is a normal flora of the digestive system, however recently it has caused over
8% of hospital acquired infections. Its ability to produce enzymes Beta-lactamase that
hydrolysis beta lactam antibiotics, has made it difficult to eradicate its infections.
Therefore, the need for new therapetic alternatives has to be adopted. In our study after
macroscopic study, coloration of Gram and biochemical characterization, 18 (11.84%)
Klebsiella strains were identified and isolated from samples of stool, urine and flushed
water from Fabor hospital in Blida. The most isolated species was Klebsiella pneumonae
with a rate of 77.77% on the other hand a low frequency was recorded (11.11%) for both
strains Klebsiella oxytoca and Klebsiella ornithinolytica with an evident predominance
by female 78.87% vs 21.43 % in males. The frequency of Algeria on the distribution of
Klebsiella spp. varied between 13 - 21.5%. After the ESBL detection test for 18 strains,
only 6 (33.33%) strains were ESBL+ which was slightly lower than that of Algeria
which observed 52.47% of KBLSE+. The later showed total resistance (100%) to
penicillins, ampicillin, oxacillin and amoxicillin. Concerning the aminoglycosides, there
was a fairly strong resistance to gentamicin, tobramycin and kanamycin with frequencies
of 72.22%, 66.67% and 61.11% respectively. Cross-resistance was observed between
penicillins and cephalosporins broad spectrum, 81.82% of isolates resistant to AMC were
also resistant to ceftazidime and / or cefotaxime. The resistance to these antibiotics was a
major sign of the detection of ESBL production (presence of synergy between
antibiotics). These ESBL strains show a resistance rate of 38.89% to C3G. The
imipenem and cephamycins (Cefoxitin) remain the most active antibiotics on KBLSE
with a sensitivity rate of 94.44% and 83.33% respectively. A good activity was also
recorded for fluoroquinolones of which the resistance rates were 5.56% for Ofloxacin
and 16.67% for norfloxacin. The sensitivity test of 18 Klebsiella strains obtained vis-a-
vis the aqueous extract of Punica granatum, revealed a total resistance to this natural
extract. Therefore, we can conclude that these strains showed a development of
multidrug resistance to most antibiotics and extract of P. granatum, and also that to a

lesser extent the conserving process of the extrait reduced its activity against Klebsiella.

Keywords: Klebsiella, ESBL, C3G, multi-resistance, Punica granatum
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Introduction générale

Klebsiella spp. est une entérobactérie qui fait partie des espéces commensales,
c'est-a-dire des flores normales du sujet sain, (Kariuki et al., 2007). Actuellement, elle
est responsable de plus de 8.87% des infections nosocomiales, d'aprés le rapport de
'European Antibiotics Resistance Surveillance System (EARSS) de 2014 (ECDC, 2015).
En Algerie, les infections nosocomiales causés par Klebsiella varient entre 13% a 23%
(Nedjai et al, 2010 ; Medboua, 2011; Sekhri-Arafa, 2011, Alima et al., 2012 et Lagha,
2015).

Ce germe pathogene opportuniste est isolé d ° infections suppuratives, urinaires,
respiratoires, biliaires qui peuvent étre a 1I’origine de bactériémie et surtout de septicémie
de pronostic sévére, principalement chez les malades immunodéprimés, cancéreux,
briles, cirrhotiques, diabétiques, chez les vieillards, nourrissons, nouveau-nés et

prématurés (Melano et al., 2003; Sahly et al., 2004)

La famille des B-lactamines comprend un grand nombre de molécules, toutes
caractérisées par la présence d’un cycle B-lactame indispensable a I’activité antibiotique,
associées a un mode d’action fort complexe sur des protéines de la membrane
cytoplasmique, dénommées protéines liant la pénicilline (PLP) ou penicillin binding

proteins (Cavallo et al., 2004 ; Cattoir, 2008).

L’introduction des céphalosporines de troisieme génération (C3G) en pratique
clinique au début des années 1980, permettant de lutter contre les infections a germes
producteurs de pénicillinases, a été suivie, dés 1983, de la description de la premiére -
lactamase a spectre ¢largi (BLSE) chez Klebsiella pneumoniae en Allemagne. Plus de
200 BLSE ont maintenant été décrites et leur diffusion a travers le monde pose un
véritable probléme de santé publique (Grall et al., 2011). Les carbapénémes, derniers
antibiotiques de la classe des B-lactamines, ont un trés large spectre antibactérien et
possédent une grande stabilité vis-a-vis de la quasi-totalit¢ des P-lactamases, ces
molécules possedent un large spectre d’activité in vitro contre les bactéries. Comme pour
toutes les P-lactamines mises sur le marché, des souches résistantes sont rapidement

apparues (Grall et al., 2011).

Jusque dans les années 2000, la diffusion des entérobactéries productrices de
BLSE concernait essentiellement le milieu hospitalier, de nombreuses ¢pidémies

hospitaliéres en réanimation ou en hospitalisation de longs séjours ayant été décrites
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(Arlet et al. 1990 ; Lucet et al. 1999). Mais aujourd’hui, la diffusion a grande échelle
dans le domaine communautaire de ce type de résistance laisse augurer un probléme

majeur de santé publique (Pitout et al. 2005).

Par conséquent, la nécessité dun moyen rapide pour la découverte et le
développement de nouveaux composés antimicrobiens est évidente. En effet la
connaissance des herbes a été transmis de génération en génération depuis des milliers
d'années (Dixit et Mittal, 2013). Ces plantes sont douées d’un trés large éventail
d’activités biologiques grace a leur métabolites secondaires actifs telle que les composés
phénoliques, les alcaloides, les huiles essentiels, qui ont l'avantage d'étre d'une grande
diversité de structure chimique (Zeghad, 2009)

Punica granatum, communément connu sous le nom de grenade, a été mis en
¢vidence dans certaines études comme ayant cette propriété (Sadeghian et al., 2011). Des
extraits de toutes les parties du fruit semblent avoir des propriétés thérapeutiques et
certaines ¢tudes rapportent que les écorces, les racines et les feuilles de l'arbre ont

avantage médicament aussi bien (Moneim, 2012).

Dans cette optique notre étude s'est fixé les objectifs suivants :

v' Evaluer la fréquence d'isolement et la résistance aux antibiotiques des souches de
Klebsiella responsables d'infections chez les patients hospitalisés et consultants
externes, en plus des eaux de certaines infections.

v" Caractérisé les souches Klebsiella productrices de BLSE par des tests de synergie
et des doubles disques (test espagnol).

v" Evaluer la sensibilité des souches de Klebsiella isolées vis-a-vis I’extrait aqueux

de Punica granatum.
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1. Klebsiella

1.1. La Classification et la morphologie

Klebsiella est une bactérie a Gram négative, batonnet, encapsulée, non-sporulée et

immobile. Ils sont des anaérobies facultatifs et pousse a 37°C sur les milieux

ordinaires par exemple gélose nutritive et Hektoen. Il mesure entre 0.3 -1.0mm de

largeur et 0.6 - 6.0mm de longueur. Les colonies sont d’aspect muqueux.

Figure 1: La micrographie électronique a balayage (MEB) montre certaines des

caractéristiques morphologiques de Klebsiella.

Selon le manuel de Bergey de bactériologie systématique, Klebsiella spp. est classé

comme suit (Garrity, 2005);

Regne : Bactéries
Embranchement : Proteobacteria

Classe : Gamma Proteobacteria
Ordre : Enterobacteriales
Famille : Entérobactéries

Genre : Klebsiella

Trois especes du genre Klebsiella sont associés a des maladies chez les humaines :

Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca et Klebsiella granulomatis. Organismes

précédemment connu sous le nom Klebsiella ozaenae et Klebsiella rhinoscleromatis sont

considérés comme des sous-espéces non ferments de Klebsiella pneumoniae qui ont des

manifestations cliniques caractéristiques.

Avec ces exceptions, les souches dans ce genre fermentent le lactose, la plupart

produisent des colonies trés mucoides sur des plaques en raison de la production d'une
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capsule polysaccharidique luxuriante, et tous ne sont pas mobiles (Mandell, 2009). Ces
derni¢res années, Klebsiella sont devenus importants agents pathogénes dans les

infections nosocomiales (Nordmann et al., 2009).

Les especes de Klebsiella sont généralement identifiées et différenciées en
fonction de leurs réactions biochimiques. Le genre est définis comme contenant, les
bactéries gram-négatives non-motiles, habituellement encapsulés en forme de tige de la
famille des entérobactéries qui produisent lysine décarboxylase mais pas décarboxylase
ornithine et sont généralement positifs dans le test de Voges-Proskauer (Podschun et
Ullmann. 1998). Au sein du genre Klebsiella, des espéces individuelles peuvent étre
différenciées sur la base des caractéristiques énumérées dans le tableau 2. Alors que la
plupart des espéces Klebsiella peuvent &tre identifiés par des tests de laboratoire
microbiologiques standard, les espéces K. terrigena et K. planticola exigent, des
réactions non conventionnelles spéciales (telles que I'utilisation de m-hydroxybenzoate
ou hydroxy-L-proline, la dégradation des pectate, I'acide de mélézitose, ou croissance a

10°C)

Tableau 1. Les réactions biochimiques des espéces Klebsiella (Podschun et

Ullmann, 1998)

Characteristic Klebsiella K. K. K. K.
pneumoniae  oxytoca terrigena planticola ornithinolytica
subsp. _

Indole - |- - + - v +

Ornithine - - - = - - +

decarboxylase

Lysine + v - + + + +

decarboxylase

Pectate degradation - - - + = - -

Gas from lactose at + | - - - - - -

45°C

Acid du:

D-melezitose - - - v + - _

L-sorbose v s + +

Utilization de:

m-hydroxybenzoate _ - - + + _ _

Hydroxy-I-proline v v v +

Malonate + - + + + I+ +

Methyl rouge teste - + + - + v +
+ |- - + + + 4

Voges-Proskauer
P = pneumoniae, O = ozaenae, R = rhinoscleromatis, v = variable, (+) = oui, (-) = non
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1.2.Manifestation clinique

Klebsiella sont omniprésents dans la nature chez les humains, ils peuvent coloniser la
peau, la gorge ou le tractus gastro-intestinal (Gupta et al., 2011). IIs peuvent également
coloniser les plaies stériles et de l'urine (Podschun et Ullmann. 1998). Les taux de
portage varient selon les études. Klebsiella peut étre regardée comme flore normale dans
de nombreuses parties du colon et du tractus intestinal et dans les voies biliaires (Munoz-

Price et al. 2013).

K. pneumoniae et K. oxytoca sont les 2 membres de ce genre responsable de la
plupart des infections humaines. Ils sont des agents pathogénes opportunistes présents
dans l'environnement et dans les surfaces de mammiféres muqueuses. Les principaux
réservoirs pathogénes de l'infection sont le tractus gastro-intestinal des patients et les
mains du personnel hospitalier. Les organismes peuvent se propager rapidement, ce qui

conduit souvent a des épidémies nosocomiales.

L'infection par les organismes Klebsiella se produit dans les poumons, ou elles
provoquent des changements destructeurs. Nécrose, l'inflammation et 1'hémorragie se
produit dans les tissus pulmonaires, produisant parfois, sanglante, crachats muqueux
épais décrit comme I'expectoration de gelée de groseille. La maladie affecte
généralement les hommes d'dge moyen et plus agés souffrant de maladies débilitantes
telles que l'alcoolisme, le diabéte ou la maladie broncho-pulmonaire chronique. On ne
pense que cette population de patients ayant une déficience défenses de I'hote des voies

respiratoires.

Klebsiella ont également été incriminés dans les infections nosocomiales. Des
sites communs comprennent les voies urinaires, des voies respiratoires inférieures, des
voies biliaires, et des plaies chirurgicales. Le spectre des syndromes cliniques comprend
la pneumonie, la bactériémie, la thrombophlébite, infection des voies urinaires (IVU),
cholécystite, diarrhée, infection des voies respiratoires supérieures, infection de la plaie,
I'ostéomyélite, et la méningite. La présence de dispositifs invasifs, la contamination de
I'équipement respiratoire de soutien, l'utilisation de cathéters urinaires, et 1'utilisation
d'antibiotiques sont des facteurs qui augmentent le risque d'infection nosocomiale avec
des espeéces Klebsiella. Septicémie et choc septique peuvent suivre l'entrée des

organismes dans le sang provenant d'une source focale.
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Klebsiella granulomatis (anciennement Calymmatobacterium granulomatis) est
un membre fastidieux du genre qui cause la maladie ulcéreuse génitale chronique. K.
oxytoca a été impliquée dans la bactériémie néonatale, en particulier chez les nourrissons

prématurés et dans les unités de soins intensifs néonatals.

Figure 2 : les images coloscopie chez deux patients avec des antibiotiques associés
colite hémorragique due a K. oxytoca. Le panneau A montré un cedeme et une
hémorragie de la muqueuse dans le c6lon transverse ; panneau B montre un gros plan
de la muqueuse hémorragie. Le panneau C montre une ulcération longitudinale dans le

cblon sigmoide ; panneau D montre épargne rectale. (Christoph et al.,2006)

1.3. Physiopathologie

La défense de I’Hote contre 1'invasion bactérienne dépend de la phagocytose par les
granulocytes polynucléaires et l'effet bactéricide de sérum, la médiation en grande partie
par les protéines du complément. A la fois classique de voie et l'activation du
complément alterné voie ont été décrits, mais celui-ci, qui ne nécessite pas la présence
d'immunoglobulines dirigées contre des antigénes bactériens, semble étre la voie plus

actif dans les infections a K. pneumoniae.

Des données récentes provenant d'études précliniques suggerent un réle pour
neutrophiles myé¢loperoxydase et la protéine de lipopolysaccharide de liaison dans la
défense de I'hote contre l'infection K. pneumoniae. Myéloperoxydase des neutrophiles
est considéré comme médiateur l'inactivation oxydative de I'¢lastase, une enzyme
impliquée dans la pathogenése de diverses maladies des tissus qui détruit la protéine de
liaison a lipopolysaccharide, facilite le transfert des composants bactériens de la paroi

cellulaire des cellules inflammatoires.
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1.4. Pathogénicité et facteurs de virulence

Les termes « facteur de pathogénicité » et « facteur de virulence » sont utilisés
indifféremment par certains auteurs, tandis que d'autres mettent l'accent sur une
distinction claire entre eux. Dans cette revue, le terme "pathogénicité" dé finit la capacité
d'une bactérie pour causer la maladie alors que la "virulence" est la mesure ou le degré
de pathogénicité de toute espéce bactérienne. La recherche des mécanismes pathogenes
des infections Klebsiella a identifié un certain nombre de facteurs bactériens qui

contribuent a la pathogenése de ces bactéries.

Serum resistance Adhesins
\ Type 1 pili (MSHA)
A Type 3 pili (MR/K-HA)
- - KPF-28 fimbriae
- : ¢ CF29K (nonfimbrial)

7/ -'jmggragativa adhesin

Enterochelin
Aerobactin

Capsule
(77 serotypes) Siderophores

Figue 3. Représentation schématique des facteurs de pathogénicit¢é de Klebsiella

(Podschun et Ullmann. 1998)

1.4.1. La Capsule.

Klebsiella développent habituellement des capsules importants composés de
polysaccharides acides complexes. Les acides uroniques capsulaires sous-unités répétées,
composé de quatre a six sucres et, trés souvent, (comme composants chargés
négativement), peuvent étre classifiés en 77 types sérologiques (Podschun et Ullmann,
1998). Ceci protége la bactérie de la phagocytose par les polynucléaires nucléaires d'une
part (Podschun et Ullmann.1992) et empéche la destruction des bactéries par des facteurs

sériques bactéricides, de 'autre part (Williams et al.1983).

1.4.2. Les Pili (Fimbriae)

En tant que la premicre étape critique dans le processus infectieux, les
microorganismes doivent se rapprocher autant que possible d'accueillir des surfaces
muqueuses et maintenir cette proximité en attachant a la cellule héte (adhérence). Les
propriétés adhésives de 1’entérobactérie sont généralement médiées par différents types

de pili (autrement connu comme fimbriae) (Williams and Tomas. 1990).
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La pertinence de ces pili a la virulence bactérienne est considéré comme
provenant principalement de la liaison des bactéries au mucus ou cellules épithéliales de

I’urogénital, respiratoire, et des voies intestinales (Podschun et Ullmann. 1998).

1.4.3. La résistance sérique et lipopolysaccharide

Etant donné que le LPS est généralement capable d'activer le complément C3b est
ensuite dépos¢ sur les molécules de LPS. Cependant, comme il est fixe
préférentiellement aux plus longues chaines latérales O-polysaccharide, C3b est loin de
la membrane cellulaire bactérienne. Ainsi, la formation de la lytique complexe d'attaque
membranaire (C5b-C9) est empéchée, et les dommages de la membrane subséquente et
la mort cellulaire ne se fait pas. En plus de cet encombrement stérique de l'action lytique
du complément par le LPS, la quantité de dépdt de C3b détermine également le degré de

résistance au sérum (Willey et al.2008)
1.4.4. Les Sidérophores

La croissance des bactéries dans le tissu hote est limitée non seulement par des
mécanismes de défense de I'hdte, mais aussi par son approvisionnement en fer
disponible. Le fer est un élément essentiel pour la croissance bactérienne, qui fonctionne
principalement comme un catalyseur d'oxydo-réduction dans les protéines qui participent

a des processus de transport d'oxygéne et d'électrons (Podschun et Ullmann. 1998).

La quantité de fer libre disponible pour les bactéries dans le milieu d'accueil est
extrémement faible, étant donné que cet élément est li¢ de maniére intracellulaire a des
protéines telles que 1'hémoglobine, ferritine, hémosidérine, et la myoglobine et
extracellulaire aux protéines se liant au fer affinité haute tels que la lactoferrine et la

transferrine (Bradford, 2001).

De nombreuses bactéries tentent de sécuriser leur approvisionnement en fer dans
I'hdte en sécrétant chélateurs du fer a affinité haute et a faible poids moléculaire, appelés
sidérophores, qui sont capables de la concurrence en prenant le fer lié a accueillir des
protéines (Podschun et Ullmann. 1998). Sidérophores appartiennent & deux groupes
chimiques différents, lI'un comprenant des sidérophores de type phénolate comme

acrobactine et un composé¢ de sidérophores de type hydroxamate comme aérobactine



Chapitre | : Synthése bibliographique

2. Les Béta-lactamines

2.1. Structure

La famille des Péta-lactamines comprend les pénicillines, les céphalosporines, les
carbapénémes et monobactames. Leur nom provient de la présence d'une -lactame dans
leur structure ; cet anneau est vital pour l'activité antimicrobienne (Sherris, 2004) (figure

4).

En 1940, Florey et Heatley voyagé aux Etats-Unis cherchant de I'aide a la production
de masse de la pénicilline par fermentation (Richards, 1943). Ils ont réussi a isoler la
pénicilline de Penicillium chrysogenum. Ce travail a attiré des entreprises
pharmaceutiques d'investir dans une production de la pénicilline en énorme quantité
(Chain, 1979). Par la suite, différents composés ont été introduits en pénicilline par
Squibb (Chain, 1979) et le groupe de Florey (Queener Florey et al, 1986) produisant des
benzyl-pénicilline (pénicilline G) et 2-pentenylpenicillin respectivement (pénicilline F)

(Abraham et al., 1949).

Les scientifiques se sont rendu compte que les premiers travaux appliquant
différentes conditions de fermentation n'étaient pas que de succés (Behrens et al, 1948).
Le noyau B-lactame, qui est de 6-amino-acide penicillanique (6-APA), s'est avérée étre la
partie essentielle de la pénicilline Synthése et modification. Par conséquent, Shaheen et
Henery (1959) ont utilisé I'acylation du 6-AAP synthétisés chimiquement pour produire
de la pénicilline V. Ce travail I'occasion de nouveaux agents B-lactame a étre produite

par I'ajout de chaines latérales a 6-APP.

Par la suite, semi-synthétique de B-lactames auront évolué en permanence et de fagon
systémique ; par exemple, a la méthicilline est le premier publi¢ la pénicilline semi-
synthétique en 1960 a résister a 1'hydrolyse par pénicillinases (Fairbrother et Taylor,
1960). L'utilisation des sources naturelles ont continué a étre fouillé par la production

d'agents semi-synthétique.

La céphalosporine C a été isolée a partir de Cephalosporium acremonium par
Abraham et Newton (Abraham et Newton, 1961). Cet agent a produit une nouvelle
famille d'antibiotiques [-lactame ou il posséde un noyau de 7- aminoacide

cephalosporinique au lieu de 6-APA (figure 5).
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Carbapéneémes, comme de I'impénem et méropénem sont devenus l'antibiotique de
choix pour le traitement de la plupart des infections bactériennes graves, en raison de son
large éventail de l'activité aérobie et anaérobie (Livermore et Woodford, 2006). Les
structures des carbapénémes et des pénicillines chimiquement similaires sauf le teneur en
soufre sont atome dans la position 1 de la pénicilline en structure a été substitué par un
atome de carbone (Kumagai et al, 2002)
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o
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Figure 4: la structure de Pénicilline noyau. Anneau béta-lactamines est carrée au centre.
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Figure 5 : Céphalosporines antibiotiques montre 1’acide 7-aminocéphalosporinique.

Figure 6 : Structure générale des carbapénemes

2.2. Le Mécanisme d'action des p-lactamines

Les parois cellulaires bactériennes forment une unité répétitive de base d'une
alternance de disaccharides ; N-acétyl glucosamine et N-acétyl muramic acide. Le
premier sucre est modifié par un pentapeptide unique. Les unités du peptidoglycane
individuelles sont créées a l'intérieur de la cellule bactérienne, mais leur derniére
réticulation est catalysée a I'extérieur de la membrane cytoplasmique bactérienne par un
groupe d'enzymes bactériennes ancré a membrane appelée la paroi cellulaire

transpeptidase (Fisher et al., 2005 ; Wilk et al., 2005).

10
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En mimant la structure tridimensionnelle de la séquence D-Ala-D-Ala, les béta-
lactames se comportent comme des inhibiteurs de la transpeptidase. En présence
d'antibiotique, cette enzyme, qui agit comme une acyl-transférase a sérine active, exerce
son action hydrolytique sur la molécule antibiotique, conduisant a la formation d'un
complexe enzyme-produit qui ne se dissocie pas car l'enzyme est liée de facon covalente

au produit. (Takafumi et al.,2015 ; Livermore et Williams, 1996 ; Wilk et al, 2005).

Les schémas suivants exposent 1’action de la transpeptidase et le principe antibactérien

o
T
JTTE &
5

des pB-lactamines

Figure 7: Présentation schématique du mode d'action des antibiotiques -lactames

2.3.Les Mécanismes de la résistance aux p-lactamines

Les bactéries ont développé différents mécanismes pour contrecarrer 1’action des [3-

lactamines (Walsh, 2003) ;

- Modification de la cible (PLP) qui les rend moins sensibles aux [3-
lactamines mais permet de maintenir son activité physiologique normale
- Syntheése des enzymes (B-lactamases) qui inactivent les -lactamines par
modification chimique
- Acquisition ou surproduction des pompes efflux qui peuvent expulser

I’antibiotique hors de la cellule méme contre le gradient de concentration.

11
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- Modification des porines chez les bactéries a Gram-négatif, ayant pour
résultat la diffusion plus lente des [B-lactamines a travers la membrane

externe.

Le mécanisme le plus important de la résistance aux (-lactames, particuliérement
chez les bactéries Gram négatif, est la production de -lactamases. Ces enzymes peuvent
hydrolyser le cycle B-lactame, résultant un effet antimicrobien inefficace (Helfand et
Bonomo, 2003). Les p-lactamases sont des enzymes bactériennes qui catalysent
I’hydrolyse de la liaison amide du cycle lactame des antibiotiques de la famille des -

lactamines.

Figure 8 : Les mécanismes de résistance aux antibiotiques. Les bactéries peuvent résister
a l'action des antibiotiques (1) en empéchant I'acces (ou la modification) de la cible de
I'antibiotique, (2) dégradant les antibiotiques, (3) la modification de I'antibiotique et / ou

(4) I'expulsion rapide de I'antibiotique
2.4. Classification des béta-lactamases

Aujourd’hui, les classifications d’Ambler et de Bush-Jacobi-Medeiros sont considérées

comme étant les plus pertinentes (Bush et al. 1995).

12
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Table 2: les systemes de classification des béta-lactamases modifiés de Bush et Jacoby,

(2010)
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CA/TZB EDTA

<

13

enzymes representé

AmpC, P99, ACT-1
CMY-2, FOX-1, MIR-1

GC-1, CMY-37

PC1
TEM-1, TEM-2

TEM-3, SHV-2, CTX-
Ms, PER,VEB

TEM-30, SHV-10,
TEM-50

PSE-1, CARB-3
RTG-4

OXA-1, OXA-10
OXA-11,0XA-15

OXA-23,0XA-48
CEPA

KPC-2, IMI-1, SME-1

IMP-1, VIM-1, IND-1,
CcrA

L1, CAU-1, GOB-1
FEZ-1
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2.5. Les p-lactamases cliniquement importants
2.5.1. Les B-lactamases de classe A

Généralement, la classe A des B-lactamases, sont sensibles aux inhibiteurs de 3-
lactamase comme clavulanate, tazobactam et, dans une moindre mesure, sulbactam.
Toutefois, Klebsiella pneumoniae CPK carbapenemase est peut-étre une exception a

cette généralisation (Papp-Wallace et al, 2009).

La premiére nature plasmidique de cette catégorie a été décrite chez Escherichia coli en
1963, et a été nommé TEM (Datta et Kontomichalou, 1965). SHV qui est un autre type
de PB-lactamase détecté principalement dans Klebsiella pneumoniae (Matthew et al,
1979). Les TEM et SHV sont les B-lactamases commune décrite dans les isolats
cliniques de Klebsiella pneumoniae, principalement responsable de voies urinaires,

circulation sanguine, et les infections respiratoires nosocomiale (Buynak, 2006).
2.5.2. Les p-lactamases a spectre étendu (BLSE)

BLSE se trouvent principalement dans la famille des Enterobacteriaceae de
bactéries Gram-négatives, en particulier Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae
(Paterson et Bonomo, 2005). Selon le bush et Jacoby schéme (tableau 2) (Bush et
Jacoby, 2010) Les BLSE peuvent étre divisées en trois grands groupes : groupe 1
céphalosporinases qui ne sont pas inhibés par le clavulanate, groupe 2 enzymes a large
spectre qui forment le plus important groupe et sont généralement inhibée par

clavulanate sauf le 2D et 2f des groupes, et le groupe 3 métallo-f-lactamases.
2.5.3. Les Carbapenemases de Classe A

Les carbapenemases de classe A ont été détecté pour la premiére fois en 1986 (Medeiros
et Hare, 1986). Ces B-lactamases ont ét¢ décrits dans les especes de la famille des
Enterobacteriaceae, surtout Klebsiella pneumoniae et Serratia marcescens dans de
petites éclosions et dans les isolats unique (Medeiros et Hare, 1986 ; Nordmann, 1993 ;

Yang et Livermore,1990).
2.5.4. Les Amp C (les béta-lactamase de classe C)

Les B-lactamases de classe C (AmpC) sont un facteur important qui contribue a la

résistance multiple aux B-lactamines chez les bactéries Gram négatif, en particulier les

14



Chapitre | : Synthése bibliographigue

entérobactéries (Goossens, 2001 ; Garcia-Rodriguez et Jones, 2002). Ils montrent
l'activité contre les pénicillines mais sont plus actifs contre oxyiminocephalosporins

(céfotaxime, de la ceftazidime et de ceftriaxone).

Ils peuvent également s’hydrolysent céphamycines (céfoxitine et cefotetan) et
monobactames (aztréonam), mais sont sensibles aux carbapénémes (et aux
céphalosporines de quatriéme génération (cefepime et cefprome) (Coudron et al, 2003).
Les geénes codant des enzymes de type AmpC sont situés sur les chromosomes de

certaines entérobactéries (Stock et al, 2003 ; Stock et Wiedemann, 2003)
2.5.5. Les OXA béta-lactamases de classe D

Les OXA- p-lactamases appartiennent a la classe D selon Ambler, elles sont
fréquemment trouvées chez Pseudomonas aeruginosa, mais aussi moins fréquente dans
certains organismes Gram négatif comme Acinetobacter baumannii (Nass et Nordmann,
1999 ; Paterson et Bonomo, 2005 ; Pournaras et al, 2006). Initialement, OXA -
lactamases étaient connus pour leur haut degré I'hydrolyse de 1'oxacilline et cloxacillin.
Toutefois, la plupart d'entre eux n'ont pas d'incidence sur les carbapénémes et les

céphalosporines a spectre étendu (Nass et Nordmann, 1999).

2.6. Le Mécanisme d’action de Beta-lactamases

Quelques beta-lactamases utilisent les ions zinc pour perturber le cycle B-lactame,
mais un nombre beaucoup plus grand agit via le mécanisme d'ester sérine illustré dans la
Figure 1 (Podschun et Ullmann, 1998). Les protéines liant les pénicillines (PLP)
réagissent aussi avec beta-lactamines pour donner la sérine esters, mais, contrairement
aux esters analogue formé par les B-lactamases ne s’hydrolysent pas facilement (Nass et

Nordmann, 1999).

R f-lactam ring R
H

>:O >:O
H
s p-lactamase =3

“tap p-lactamase breaks a bond o =

N ” in the p-lactam ring of HN v
o penicillin to disable the =
COO—- molecule. Bacteria with this COO-—
e enzyme can resist the effects . s -
Penicillin of penicillin and other Penicilloic acid

p-lactam antibiolics.

Figure 9 : Une représentation schématique de l'inactivation d'un béta-lactamine par une

béta-lactamase. (Podschun et Ullmann. 1998).
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2.7. Les facteurs de risque d'infection due au Klebsiella productrice de béta-

lactamase

Les facteurs de risque de colonisation ou d'infection par des organismes producteurs
BLSE sont peu différents des facteurs de risque pour d'autres infections nosocomiales
(Safdar et Maki, 2002). Risques signalés, sont liés a une augmentation de la longueur du
séjour a I'hdpital (Mangeney et al.,2000; Bisson et al.,2002), une augmentation de la
longueur du séjour dans l'unité de soins intensifs (Lucet et al.,1996 ; De champs et
al.,1991), gravité¢ accrue de la maladie (Ho et al., 2002), l'utilisation d'un cathéter
veineux ou artériel central (Menashe et al.,2001), l'utilisation d'un cathéter urinaire
(Mangeney et al.,2000), 1'assistance ventilatoire, (Menashe et al.,2001) I'hémodialyse
(D'Agata et al.,1998), une chirurgie abdominale d'urgence (De champs et al., 1991),
l'utilisation d'une gastrostomie ou jéjunostomie (Schiappa et al.,1996), une colonisation
intestinale avant l'administration d'un oxyimino-b-lactame antibiotiques (Kim et al.,
2002), et de I'administration antérieure de n'importe quel antibiotique. (Schiappa et

al.,1996; Menashe et al.,2001; Lautenbach et al., 2001).

3. Punica granatum
3.1. Généralités

Punica granatum (grenade) est 1'un des plus anciens fruits comestibles connus. Il
a ¢été largement utilisé dans la médecine traditionnelle en Amérique, en Asie, en Afrique
et en Europe pour le traitement de différents types de maladies. En plus de ses usages
historiques anciens, la grenade est utilisée dans plusieurs systémes de médecine pour une

variété de maux (Turk et al.2008).

Le jus de grenade a des effets antiathérogénes potentiels chez I'homme en bonne
sant¢ et les effets athérosclérotiques chez les souris ainsi que d'autres avantages
nutritionnels et sanitaires (Aviram et al., 2004 ; Negi et al, 2005 ; Turk et al., 2008). En
conséquence, le jus de grenade est devenu populaire dans le monde entier. De
nombreuses études sur 'activité antioxydante ont montré que le jus de grenade contient
des niveaux ¢élevés d'antioxydants que la plupart des jus de fruits (Gil et al., 2000 ; Hong
et al., 2008).
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Des études épidémiologiques ont suggéré que la consommation de jus de fruits
rouges, comme la grenade, de baies et de raisin, en corrélation avec un risque réduit de
maladie coronarienne, accident vasculaire cérébral, certains types de cancers et le

vieillissement (Hertog et al., 1997 ; Sumner et al, 2005).

3.2. La classification de Punica granatum

Régne : Plantae

Sous régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous classe : Rosidae

Ordre : Mpyrtales
Famille : Punicaceae
Genre : Punica

Espece : Punica granatum

3.3. La description de Punica granatum

Un arbuste a feuilles caduques ou petit arbre, ériger, jusqu'a 7 m de haut, trés
ramifiée a partir de la base ; branches gréles ; ramilles se terminant souvent dans les
épines, les jeunes quadrangulaires ou presque tetraptera. Feuilles : simples, opposées,
verticillées, oblongues-lancéolées, glabres, 1-9 cm de long et 0,5-2,5 cm de large ; apex
aigu, obtus ou échancré ; cunéiforme base. Fleurs : 1-5 a l'aisselle des feuilles le plus
¢élevé de ramilles, 1 borne, sessiles ou subsessile. Calyx : 2-3 cm de long, rouge ou jaune
pale ; lobes electropatent a recourbés ; ronde ou obtus pétales, rouge ou blanc. Fruit, une
baie, globuleux, 5-13 cm de diamétre, avec une nervure tannée renfermant de
nombreuses graines, diversement coloré, jaune-vert, blanc, brun rougeatre ou rarement
noirdtre pourpre. Semences : nombreuses, rouges, roses ou blanches jaunatre

(Organisation mondiale de la Santé 2009.).

17



Chapitre | : Synthése bibliographigue

Nﬁ,ﬁ"‘
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Graines (semances). §

Fleur et ses nombreuses
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Graine au mésocarpe
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Grenade et ses nombreuses
graines.

Grenades et leur calice denté ,

-
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e
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ST T e i s S Sranate.

Figure 10 : Caractéristiques botaniques du grenadier
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3.4. La Chimie des composants phénoliques (Tanins) de Punica granatum

Les polyphénols sont des composants qui se trouvent dans tous les fruits et
légumes et jouent un réle majeur dans leur couleur, la saveur, la texture ainsi
qu’antioxydant (Hernandez et al., 1999) ils ont aussi des activités antibactériennes (Negi
et Jayaprakasha, 2003). Les composés phénoliques peuvent dénaturer les enzymes, mais
ils peuvent aussi se lier a des substrats tels que des minéraux, des vitamines et des
hydrates de carbone qui les rend indisponibles pour les micro-organismes (Stern et al,

1996 ; Shahidi et Naczk, 2004 ; Furneri et al., 2002).

En outre, les phénols peuvent étre absorbées a la paroi cellulaire, ce qui entraine
une perturbation de la structure de la membrane et la fonction (Hugo et Bloomfield,
1971). Tanins sont des composés de poids moléculaire €levé phénoliques qui sont
présents dans de nombreuses plantes, y compris la grenade (Punica granatum L.)
péricarpe (pelures). Les tanins sont des polyméres polyphénoliques hydrosolubles de
poids moléculaire relativement élevé et ont une capacité a former des complexes avec
des protéines principalement, dans une moindre mesure, avec les hydrates de carbone en
raison de la présence d'un grand nombre de groupes hydroxyle phénoliques. Les tanins
sont généralement divisés en deux groupes principaux : les tanins hydrolysables (HTS) et

des tanins condensés (TPP) (Hassanpour et al, 2011a, 2011b).

3.5. Les propriétés fonctionnelles de Grenade (les effets thérapeutiques)

Les métabolites primaires de grenadiers sont les polyphénols, y compris les anthocyanes,
les glycosides de flavonols, les procyanidines, les acides phénoliques et des dérivés de
I'acide ellagique (Negi et Jayaprakasha, 2003). En raison de leurs propriétés anti-
oxydantes, les composés phénoliques sont considérés comme ayant un role de prévention
dans un certain nombre de maladies chroniques telles que les maladies cardiovasculaires
et les cancers (Heinonen et al., 1998). Les composés phénoliques antioxydants primaires
de la grenade sont les punicalagins, suivis par les tanins hydrolysables, les Anthocyanes
(ACNps) et les acides ellagiques (Gil et al., 2000). Une couleur rouge attrayante est 1’une
des critéres de qualité les plus importants pour les jus de fruits contenant des

anthocyanes, y compris la grenade.
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3.6. Préparation des extraits phénoliques

Le but de cette extraction est de libérer et d’extraire le maximum de molécules
polyphénoliques présentes dans des structures vacuolaires par rupture du tissu végétal et
par diffusion en utilisant des solvants organiques qui accélérent et augmentent le

rendement d’extraction.

» Extraction des polyphénols par macération a I’eau (modifié par Debib et al.,
2014)

Les extraits polyphénoliques de la grenade ont été obtenus a partir 1’écorce : le fruit a été
pelé manuellement puis les écorces ont été séchée dans 1’étuve a une température de
45°C pendant une semaine et broyée en poudre.

Les extraits aqueux ont été obtenus par macération pendant 48 heures de 25 g de matériel
végétal (écorce, broyées dans 200 ml d’eaux distillé). Les filtrats obtenus sur papier filtre
sont alors déshydraté dans un lyophilisateur. Les résidus obtenus sont conservés a 4°C

avant la réalisation des tests antibactériens.
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Nos objectifs sont :

v Evaluer la fréquence d'isolement et la résistance aux antibiotiques des souches de
Klebsiella responsables d'infections chez les patients hospitalisés et consultants
externes, en plus des eaux de certaines infections par les etudes bacteriologiques.

v" Caractérisé les souches Klebsiella productrices de BLSE par des tests de synergie
et des doubles disques (test espagnol).

v" Evaluer la sensibilité des souches de Klebsiella isolées vis-a-vis I’extrait aqueux

de Punica granatum.

1. Prélévement

Notre travaille a été effectué au niveau du laboratoire central de 1’hopital Fabor de
Blida durant une période de stage de 3 mois allant du mois de Février au mois d’Avril
2016.

Notre échantillon est composé de 152 prélévements en total, 93 provient des selles,
49 des urines et 10 des eaux usées a partir des patients hospitalisés au service diabete et

pneumonie de 1’hopital Fabor et aussi de personnes externe.

Les selles et les urines sont récupérer dans des boites stériles a fermeture hermétique

et les eaux dans des flacons stériles, et sont transportés au laboratoire dans une glaciére.

Pour la préparation des selles, on a dilué les selles a 1’aide d’un écouvillon dans 10ml

de I’eau physiologique, puis on a bien mélangé la solution.

Tous les prélevements recus au laboratoire doit étre accompagnés d’une fiche de
renseignement qui nous permet d’obtenir des informations complémentaires, elle
comporte :

e Nom et prénom.

e Age et sexe.

e Service d’hospitalisation.

e Nature de prélévements.

e Antibiothérapie en cours.
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2. Coloration de Gram
Principe

La coloration de Gram permet de distinguer les bactéries a Gram négatif qui apparaissent
roses et les bactéries a Gram positif qui apparaissent violettes. Cette différence de

coloration est liée a des différences de nature de la paroi bactérienne.
Elle permet de renseigner sur :

- Le type Gram + ou Gram -

- la forme des bactéries

- la taille

- le mode de regroupement

Technique

- Réaliser un frottis et le fixer.

- Plonger la lame dans le violet de gentiane (ou cristal violet) phéniqué pendant 1
minute.

- Laver la lame a ’eau distillée.

- Plonger la lame dans une solution de lugol pendant 1 minute

- Laver a I’eau distillée

- Décolorer dix secondes a 1’alcool.

- Rincer immediatement a 1’eau distillee

- Plonger la lame dans la safranine (ou la fuchsine) phéniquée pendant 1 minute

- Laver la lame a ’eau distillée.

- Sécher la lame en la tamponnant avec du papier Joseph.

Observer a I’objectif x100 a I’immersion dans I’huile et a pleine lumicre

Lecture : Apres coloration de Gram Klebiella apparait sous 1’aspect de bacilles Gram

négatif.
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3. L’Isolement et la purification

3.1. L’isolement :

L’isolement des souches Klebsiella été fait sur milieu GN et Hektoen. On a

ensemencé la solution des selles sur milieu Hektoen par stries.

Concernant les urines, 1’ensemencement par strie a 1’aide d’une pipette pasteur a été

réalisé sur milieu GN.

Pour les eaux des rougeurs on a réalis¢ d’abord un enrichissement de notre
prélevement dans le milieu SFB & double concentration. Apres incubation a 37°C

pendant 24 h de ce milieu, on a fait ’ensemencement sur milieu Hektoen.
Incubation est faite & 37°C pendant 24h.
3.2. Purification

Apres une lecture macroscopique des colonies obtenues, les différentes colonies
obtenues sont ré-isolées sur le méme milieu afin d'obtenir de souches pures. Nous avons

adopté la méthode des quadrants.

- Technique. (CA-SFM. 2010)

- Tracer sur le fond extérieur de la boite de pétri deux diametres perpendiculaires

séparant la boite en quatre secteurs.
- Prélever a I'anse (stérile) la suspension ou le bouillon dans le cone stérile.

- Avec la main gauche maintenir entrouverte la boite dans le cone stérile et étaler
le prélévement par stries trés serrées dans une moitié de quadrant (quadrants 1 et

2)
- Flamber l'anse et laisser refroidir

- Etaler a nouveau le prélévement par stries serrées dans la moiti¢ correspondante

aux quadrants 2 et 3.

Flamber l'anse et laisser refroidir.
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- Répéter une dernicre fois 1'é¢talement en stries serrées dans la moitié

correspondante aux quadrants 3 et 4

On a donc réalisé 1 isolement en quadrants dont la richesse en Bactéries diminue

du 1° quadrant au 4¢

dépot mtal

Figure 11 : Isolement des Souches par la méthode des quadrants

4. Identification de souches : (Galerie API 20E)
» Principe

L’identification a été faite par la microgalerie rapide API systéme (Analytical profil
index). API 20E est un systéme pour l'identification des entérobactéries et autres bacilles
a Gram négatifs non fastidieux, utilisant 20 tests biochimiques standardisés et
miniaturisés, ainsi qu'une base de données. Ces galeries API 20E (Biomérieux) sont
fournies par I'IPP (Institut Pasteur de Paris), il s'agit de galerie qui se présente sous forme
de produits desséchés que l'on réhydrate par inoculation de la suspension du germe a

tester.

» Technique

On réunit fond et couvercle d'une boite d'incubation avec la répartition environ Sml
d'eau distillé dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide, sans oublié d'inscrire
la référence de la souche sur la languette latérale de la boite. En effet, on retire la galerie
de son emballage individuel et on la dépose dans la boite d'incubation, puis on prépare
I'inoculum bactérien : une colonie dans 5ml d'eau physiologique, son opacité doit étre

équivalente a 0,5 Mc Farland.

A T’aide d’une pipette pasteur munie d’une poire, on rempli les microtubes de la

galerie. Au sein des microtubes on distingue deux parties : le tube et la capule selon les
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tests, la suspension bactérienne doit étre placée uniquement dans le tube ou des le tube et

la capule.

e Lorsque le sigle du test souligné ADH, LDC, ODC, URE, H>S en remplissant le
tube et la capule sera secondairement rempli d’huile de paraffine afin de créer
une anaérobiose dans les tubes.

e Lorsque le sigle du test encadré, ce qui est le cas des tests CIT, VP et GEL, on
rempli le tube et la capule avec la suspension bactérienne.

e On rempli uniquement les tubes des autres tests.
On incube les boites d’incubation et les placer a 37°C pendant 18 a 24 heures.
v La lecture

Aprées incubation, on préleve la boite de I’étuve et on note les résultats obtenus pour

les tests spontanés en se référant au tableau de lecture (voir Annexe I1I).

On révele les tests nécessitant 1’addition de réactifs tels que VP (on ajoute du

réactif VP1 et une goutte de réactif VP2). Ensuite on note tous les résultats.

5. Sensibilité aux antibiotiques (Antibiogramme)

» Principe

L'antibiogramme est réalis¢ par la méthode de diffusion en gélose (méthode des
disques), selon le communiqué du comité de 'antibiogramme de la société francaise de
microbiologie (CA-SFM. 2010), qui repose sur la connaissance du phénotype sauvage
caractéristique de l'espéce et de différents phénotypes de résistance acquis. Ces derniéres
sont définies non seulement par des caractéres de résistance en termes de catégories
clinique ("I" ou "R"), mais aussi en termes de diminution significative de sensibilité et
par des images typiques (Synergie, Antagonisme).

» Technique (CA-SFM. 2010)

A partir d'une culture pure de 18-24 h sur milieu gélos¢ Mueller-Hinton, une
suspension en 5 ml de solution saline (0,9 % NaCl) a été préparée en équivalente au
standard McFarland 0,5 (~ 108 UFC/ml). A partir de cette suspension bactérienne, une
dilution au 1/10 dans l'eau physiologique (0,9 % NaCl) a ét¢ réalisée et bien
homogénéisée ; puis ensemencée par €écouvillonnage sur des boites de Pétri gélosées en

Mueller-Hinton.

25



Chapitre Il :matériel et méthodes

Application des disques d’ATB : Les disques d’antibiotiques correspondant ont été
appliqués a 1’aide d’un distributeur ou par une pince stérile en appuyant légeérement ;

puis incubés pendant 18-24h a 37°C + 1°C.

» Lecture

La lecture a été faite par la mesure avec précision les différents diamétres des zones
d'inhibition, en comparaison ces résultats aux valeurs critiques figurant dans 1’Annexe
N°IV. Les bactéries ont été classées dans 1'une des catégories : Sensible, Intermédiaire ou
Résistante. Dans notre travail, la souche de référence étudiée est : E. coli ATCC 25922
souche sensible, utilisée pour contréler les paramétres de conformité (conformité des

résultats).

6. Les Tests de détection de BLSE
6.1. Le test de synergie.

Apres l'antibiogramme. En cas de réduction de la sensibilité aux céphalosporines de
troisiéme génération, les BLSE ont été¢ mises en évidence par la recherche d'une synergie
entre 1'acide clavulanique et les céphalosporines de troisiéme génération selon le test de

synergie.

Les BLSE dérivées des enzymes de classe A (Ambler, 1980) sont inhibées par les

inhibiteurs de B-lactamases (acide clavulanique, sulbactam et tazobactam).

» Principe (Jarlier et al. 1988).

Le teste de synergie permet la détection de B-lactamases a spectre étendue chez une
souche donnée. Ces enzymes peuvent étre mises en évidence par la méthode des disques,
qui consiste a rechercher une image de synergie entre un disque d'antibiotique contenant
un inhibiteur de B-lactamase et les disques de céphalosporines de troisiéme génération
(cefotaxime, Cefotaxime et ceftriaxone) et l'aztréonam. Cette image dite en "bouchon de

champagne".

» Technique
La recherche de B-lactamase a spectre étendue est fait dans les conditions standard

de l'antibiogramme, puis en disposant les disques d’ATB : un disque d’Amoxicilline +
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acide clavulanique (AMC 20/10) et les disques de C3G (CTX 30ug, CRO 30ug, CAZ
30ug) et l'aztréonam (ATM 30pg) a une distance de 20 a 30 mm sur les boites de Pétri
(Figure 16). On Incube les boites pendant 18 heures a 37°C + 1°C.

» Lecture : La production des enzymes BLSE se traduire par l'apparition d'une image

de synergie ou bouchon de champagne entre les disques d'AMC et les C3G.

Figure 12 : Disposition des disques d’antibiotique pour le test de synergie

6.2. Le Test du double disque (test espagnol) (Rahal et al.2005)

La détection de la B-lactamase a spectre ¢largi (étendu) peut étre confirmée par le
test du double disque. Ce test plus sensible consiste a rechercher une augmentation de la

zone d’inhibition d’un disque de C3G.

La technique est la suivante : A partir d’une culture de 18h une suspension est
préparée avec une opacité égale a 0.5 Mc Farland, une gélose Mueller-Hinton est
ensemencée selon la technique de I’antibiogramme. Deux disques sont déposés, un
disque AMC et un disque de C3G (CTX ou CAZ). On laisse diffuser a température
ambiante pendant une heure, puis le disque AMC est 6té et remplacé par un disque de

C3G (CTX ou CAZ). Les boites sont incubées 18h a 37°C.

Le test est considéré positif, si le diametre de la zone d’inhibition du disque de
C3G est inférieur de 4 a 5 mm, comparé a celui observé autour du disque de C3G

appliqué apres pré diffusion du disque de I’AMC.
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7. Matériel végétal

Figure 13 : La représentation de la variété de grenade utilisée dans le cadre de
notre étude.

= i e
Figure 14 :L’écorce séche de P. granatum

» Le Test de Sensibilit¢ des souches Klebsiella spp. vis-a-vis d'un extrait
aqueux de Punica granatum.
Afin d’évaluer I’activité antibacteriénnes des extraits polyphénoliques de aqueous extrait

de Punica granatum contre les espéces de klebsiella isolées.

L'extrait aqueux a été fourni par Dr Debib qui a effectué le processus de I'extraction. Elle
a acheté les fruits du marché de Koléa au mois d'octobre 2015, ensuite stockés au

congélateur dans un emballage alimentaire.

» Technique
Nous avons utilisé la méthode de diffusion en milieu gélos¢ de Mueller et Hinton.
Le principe de cette méthode est d’utiliser des disques de papier Whatmann de 6mm de
diamétre. Les disques ont ét¢ imprégnés dans différentes solution des extraits puis
déposés a la surface d’un milieu écouvillonné par une suspension microbienne d’une
densité optique de 0.5Mc Farlend. A la fin la durée d’incubation (18-24 heures pour les
souches bactériennes et 48 h pour la levure a 37 °C), les diamétres des zones d’inhibition

ont été mesurés (modifié par Debib et al., 2014)
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1. Isolement et identification des souches Klebsiella

18 souches Klebsiella spp. ont été isolées et identifiées, dont 14/18 (77.78%) sont isolées

des prélévements des patients et 4/18 (22.227) sont des prélévements issus des eaux.

Tableau 3 : les frequences des échantillons.

Prélévement N. d’échantillons Pourcentage (%)

Urine 49 32.24
Selle 93 61.18
au 10 6.58

152 100

> Aspect macroscopique

Sur gelose nutritive : des grosses colonies, bombées et lisse d’une couleur blanche et

d’un aspect muqueux

Sur Hektoen : les colonies apparaissent bombées et lisses d’une couleur saumons,

contour réguliérement ronde

Figure 15 : Aspect macroscopique de Klebseilla spp. sur milieu Hektoen et GN

» Etude physiologique et biochimique
Les tests biochimiques de la microgalerie API 20 E a permet 1’affirmation des souches
étudiées a Klebseilla spp.

Les résultats sont illustrés dans le tableau (voir annexe IV ).
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Figure 16: galerie API20 E identifiant K. pneumoniae (A), K. ornithinolytica (B) et K. oxytoca
©).

1.1.  Répartition des souches Klebsiella selon I’espece.

D’apres le tableau ci-dessous, dans notre étude K. pneumoniae était 1’espéce la plus
fréquemment isolée avec un taux de 77.78% suivi par K. oxytoca et K. ornithinolytica

avec un taux de 11.11%.

Tableau 4: La répartition de souches Klebsiella par espéces.

Espeéce isolée Nombre de souches | Pourcentage des
isolée souches isolées (%)

K.pneumoniae 14 77.78

K. oxytoca 2 11.11

K. ornithinolytica 2 11.11

total 18 100
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1.2.Répartition des souches Klebsiella selon la nature de prélévement.

La figure 17 montre qu’un taux de 11/18 (61.11%) de souches de Klebsiella sont isolées

des urines, 3/18 (16.67%) sont isolées des selles et 4/18 (22.22%) sont isolées des eaux.
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Figure 17 : Répartition des souches selon la nature de prélévement.

1.3.  Répartition des souches par sexe.

Nos résultats montrent une prédominance des souches isolées chez les patients du

sexe féminin avec un taux de 78.87% (11/14) contre 21.43% (3/14) des souches sont

isolées chez les patients du sexe masculin.

Emale ®female

Figure 18: Répartition des souches par sexe.
1.4.Répartition des souches de Klebsiella par age.

La figure 23 montre que les taux d’isolement ¢élevés sont observés dans les catégories

d’age de 0-5ans et plus de 50 ans avec une fréquence de 22.09 % et 36.14 %

respectivement.
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Figure 19 : La répartition des souches par age.
1.5. La répartition des KBLSE selon les patients.

Notre étudie montre que les patients hospitalisés sont les plus concerné par les KBLSE
que les patients non hospitalises. Le tableau ci-dessous montre que 80°/, (4/5) isolée
chez les patients était isolées des patients hospitalisés, par contre 20°/, (1/5) était isolée

chez les patient non-hospitalisés

Table 5 : La répartition des KBLSE selon les patients.

patients No. de KBLSE isolée Fréquence (°/,)

hospitalisé 4 80
Non hospitalisé 1 20
Total 5 100

1.6.La repartition des souches KBLSE selon les services de I’hopital.

On a isoleé 2 souches de KBLSE apartir des prelelvement de service de Pneumonie et 3

souches de service de diabetes.

Tableau 6 : 1a repartitiion des KBLSE selon les services d’hospitalisation.

service Nombre de souches Frequence en %

Pnuemonie 2 40
Diabétes 3 60
Total 5 100
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_________________________________________________________________________________________________________|
2. Le Profil de sensibilité globale de Klebsiella spp. aux antibiotiques.

Klebsiella spp. présente une résistance naturelle (chromosomique) aux pénicillines, et
peut acquérir des résistances multiples. Selon nos résultats 50% des souches étaient
résistentes a l'association amoxicilline-acide clavulanique, 83.33% a la pipéracilline. Le
taux de résistance acquise a la cefazoline s'éléve a 77.78% et il est de 61,11% pour le
céfotaxime, 44.44% pour le ceftazidime et 11.11% pour le ceftriaxone. Concernant le
monobactam (aztreonam), on constate une résistance de 66.67%. En revanche les
souches restent a 83.33% sensibles aux céphamycines (cefotetane) et 94.44% a

l'imipenéme.

Concernant les aminosides, on assiste a une résistance assez marquée pour la
gentamicine, la tobramicine et la kanamicine72.22%, 66.67% et 61.11% respectivement.
Cette importante résistance concerne aussi les Tetracyclines ; la Doxycycline et la

Tétracycline avec 77.78% et 50% respectivement.

Une bonne activité est enregistrée pour les fluoroquinolones ; on a enregistré que
5.56% de souches sont résistantes a 1’Ofloxacine et 16.67% la Norfloxacine. Cependant
un taux de résistance important est noté pour 1’acide nalidixique qui passe a 33.33%, ce
qui pourrait refléter I’'usage commun de cet antibiotique et ce fait signale I'existence d'un

bas niveau de résistance aux fluoroquinolones.

Pour les sulfamides, 66.67% de souches résistent a 1’association triméthoprime +

sulfamethaxazole et 55.56% au sulfamide.
120

Frequence en %

les anttibiotics testés
Esensible Mintermediate MEresistante

Figure 20: Le Profil de sensibilité globale de Klebsiella spp. aux antibiotique
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3. Fréquence des souches de Klebsiella productrices de béta-lactamase a

spectre entendu.

Au total, nous avons relevé la présence de 6 souches de Klebsiella productrices
de béta-lactamase a spectre étendu, provenant de 5 patients et eau, réparties comme suit :

5 souches Klebsiella pneumoniae, et une souche de Klebsiella ornithinolytica.

Les photos ci-dessus montrent le bouchon en champagne.
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Figure 21 : L’apparition de bouchon en champagne

4. La sensibilité aux antibiotiques de souche Klebsiella spp. productrices de BLSE.

4.1. Sensibilité aux p-lactamines.

Les résultats de 1’étude de la sensibilité des isolats de Klebsiella spp. productrices de
BLSE aux 13 différents béta-lactamines utilisés montrent que toutes les souches sont
100% résistantes a I’amoxicilline, ampicilline, oxacilline, cefazoline et la pipéracilline.
Ainsi, les souches étaient résistantes a la plupart des céphalosporines de 3éme génération
et ’aztréonam, sauf le ceftriaxone ou (66.67%) de souches Klebsiella spp. productrice de

BLSE étaient sensibles a cet antibiotique.

En ce qui concerne la résistance aux B-lactamines associés a 1’acide clavulanique, on
assiste a une résistance trés remarquable vis-a-vis 1’association amoxicilline+ acide

clavulanique.

En revanche, les associations C3G/AMC augmentent la sensibilit¢ a ces
antibiotiques ; 16.67% a 50% pour le ceftazidime, 16.67 a 33.33% pour le cefotaxime et

la résistance au 33.33% a 16.67% 1’association ceftazidime + AMC était la plus actif.
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Nous avons signalé aussi dans ce travail, la présence d’une souche de Klebsiella
ornithinolytica résistante a la céfotetane, suggérant la possible production d’une

céphalosporinase plasmidique de type AmpC.

L’imipeneéme reste 1’antibiotique de choix avec la sensibilité¢ de 83.33%.
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Figure 22 : La sensibilité aux B-lactamines de souches Klebsiella spp. productrices de

BLSE.

4.2. Sensibilité aux autres antibiotiques

> Aminosides

Les souches KBLSE présentent des taux de résistance trés importants, soit 100% aux
kanamycine (K) et tobramycine (TOB) et 83.33% aux gentamicines (G), ce qui présente

un fort risque d’échec thérapeutique.

» Fluoroquinolones et quinolones.

La résistance de souches KBLSE aux Céphalosporines de 3éme génération par
production de BLSE est associée a une résistance aux quinolones ou elle a été observée

chez 50% des souches de Klebsiella spp. Productrices de BLSE isolées.

La résistance de souches KBLSE aux quinolones et fluoroquinolones est de 50 % pour

’acide nalidixique, 16.67% pour I’Ofloxacine et de 33.33 % pour la Norfloxacine.
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» Autres antibiotiques.

L’étude de la sensibilité aux autres familles d’antibiotiques a révélé aussi des
profils de résistance de la majorit¢é de souches au Doxycycline, Tétracycline,

I’association sulfaméthaxazole + triméthoprime et les sulfamides.

Les souches KBLES étaient résistantes 50% (3/6) a la tétracycline, 83.33% (5/6) a
I’association sulfaméthoxazole + triméthoprime, et 66.67% ((4/6) pour Doxycycline et

les sulfamides.

5. Les activités antibactériennes des extraits aqueux de Punica granatum.

D’aprés nos résultats obtenus de 1’aromatogramme, on remarque une résistance
totale des 6 souches a I’extrait aqueux de Punica granatum ces résultats sont
contradictoires avec les résultats trouvés par Debib et al., 2014b sur des souches de
Klebsiella spp. isolées des patients dans la wilaya de mascara avec des diamétres qui

varient entre 23 et 29 mm.

(A) (B)
Figure 23 : Comparaison de nos résultats de 1’aromatogramme (A) avec les résultats

trouvés par Debib et al., 2014b
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Discussion générale

Au cours de notre étude, nous avons présenté les principales -caractéristiques
épidémiologiques de souches de Klebsiella spp. isolées entre Février et Avril 2016 au
laboratoire d’hygiéne de wilaya et I’hopital Fabor et évalué I’activité des -lactamines,
des aminosides, et des quinolones, principaux antibiotiques bactéricides, sur ces souches
présentant différents phénotypes de résistance, en plus de la sensibilité de la Klebsiella

spp. aux extraits d'écorce aqueuses de Punica granatum.

1. Fréquence d'isolement de Klebsiella spp.

1.1.La prévalence et la répartition des souches Klebsiella spp.

Dans notre étude, nous avons isolé 18 Klebsiella spp. Sur les 152 échantillons (11,84%),
cette valeur est légérement inférieure aux valeurs obtenues a partir de différentes parties
de I'Algérie qui varient entre 13% et 21,5% (Nedjai et al, 2010 ; Medboua, 2011; Sekhri-
Arafa, 2011, Alima et al., 2012 et Lagha, 2015). D'autre part, nos résultats sont bien au-
dessus 36/803 (4.48%) de ceux de Abouddihaj et al., 2011 au Maroc

Sur les 18 Klebsiella spp isolé, 14 (77,78%) d'entre eux étaient Klebsiella pneumoniae, 2
étaient K. oxytoca et 2 étaient K. ornithinolytica, ceci est en accord avec de nombreuses
autres publications qui mettent K. pneumoniae comme 1'agent pathogéne leader parmi le
genre Klebsiella qui provoque des infections humaines (Takafumi et al, 2015 ;
Livermore, 2012 ; Shahab, 2015; Holt et al.2015). Klebsiella pneumoniae a été rapporté
dans les deux infections nosocomiales et communautaires acquises (Janda et Abbott,

2006).

K. pneumoniae est classé deuxiéme position aprés E. coli en provoquant les
infections des voies urinaires (Alima et al,2012 ; Bouamri et al.,2014) tandis qu'en
Turquie, Mustafa et Yusuf a rapport¢ que K. pneumoniae est une cause majeure
d'infections nosocomiales, y compris les infections des voies urinaires et bactériémie.

(Mustafa et Yusuf, 2009).
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1.2. La prévalence et la répartition des souches KBLSE.

Durant notre travaille, nous avons relevé la présence de 6 souches de Klebsiella
productrices de Beta-lactamase a spectre étendu, provenant de 5 patients et eau, réparties
comme suit: 5 souches Klebsiella pneumoniae, et une souche de Klebsiella

ornithinolytica.

En effet, les bactéries productrices de BLSE ont été décrites pour la premiere fois
dans les années 80 en Allemagne, en France c'est en 1985 que les premieres BLSE ont
été décrites. Dans les années qui ont suivi, la prévalence des BLSE n’a cessé de croitre et
méme sur d’autres continents, de plus en plus de souches BLSE ont ét¢ isolées (Coudron

et al., 1997 ; Winokur et al., 2001).

Les infections causées par les Klebsiella BLSE présentent un risque accru d'échec
thérapeutique et sont associées a des hospitalisations prolongées et des surcofits liés aux
soins (Talon, 1999 ; Stone-Patricia et al., 2003 ; Rodriguez et Struelens, 2006). Les
bactériémies causées par les souches Klebsiella BLSE+ sont retrouvées associées a une
mortalité plus élevée que celle causées par des souches klebsiella non productrices de

BLSE.

Cette mortalité élevée est en partie due d'une part a la non détection de la
production de la BLSE (Navon-Venezia et al. 2004 ; Bailly et al., 2004) et d'autre part, la
présence de plasmides conjugatifs qui peuvent porter plus d'un géne codant pour ces
BLSE, comme c'est le cas de 1'épidémie a Klebsiella pneumoniae BLSE+ au Brésil ou
des génes codant pour les enzymes CTX-M et TEM ont été identifiés sur le méme
plasmide (De Rafales et al., 2003). Ces données entrainent des mesures de surveillance,
de controle et de détection rapide des BLSE (Navon-Venezia et al., 2004) pour empécher

la propagation de ce type de mécanisme de résistance.

La répartition géographique des Klebsiella BLSE+ n’est pas homogéne et la
prévalence varie considérablement d’une région a une autre. Sahly et al (2004)
rapportent que l'incidence des souches de Klebsiella pneumoniae BLSE+ varie de 8% en
Amérique du nord a 45% en Amérique Latine et 23% en Europe, avec une prévalence
dominante aux USI, avec des taux allant de 9% au sud de 1'Allemagne a 40% en France,
49% au Portugal et 59% en Turquie. Dans les hdpitaux du sud de I’Europe, la

prévalence au niveau des Klebsiella BLSE+ atteint les 25%, tandis que parmi les
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consultants externes elle est estimée a 4% (Zingg, 2008). Aux USA une fréquence de
23% est enregistrée parmi les externes (CDC,2013). En Asie, souches Klebsiella spp.
BLSE+ étaient 50% des isolates de klebsiella spp. (Mohnarin 2011). Au niveau national,
le Réseau Algérien de Surveillance de la Résistance des bactéries aux antibiotiques,
indique une incidence de 52.47% de Klebsiella spp. BLSE+ (AARN, 2016), ce résultat

¢loigné des résultats de notre étude (33.33%).

2. Sexe

Notre étude montre que la fréquence de Klebsiella spp. est inferieure chez le sexe
masculin (21.43%) par rapport au sexe féminin (78.87%). Ces résultats sont en accord
avec ceux rapportés par Nedjai et al (Nedjai et al. 2012) et Rodriguez-Bano et al.,
(Rodriguez-Bano et al. 2008b). Néanmoins, d’autres études ont conclu a un risque plus

¢élevé pour les hommes (Colodner et al. 2004 ; Gupta et Datta. 2007 ; Labid et al.,2014).

Notre étude montre que le sexe est un facteur de risque pour l’infection par K.
pneumoniae BLSE+, en effet sur les 5 souches K. pneumoniae BLSE+ isolées chez les
patients, 5 proviennent de patients de sexe féminin et non de patients de sexe masculin.
Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par Nedjai et al (Nedjai et al. 2012). Par
contre, nos résultats sont en contradiction avec ceux rapportés par Colodner et al 2004
qui rapportent qu’il y’a augmentation significative chez le sexe masculin : 13.7% dans le
groupe K. pneumoniae BLSE négative a 35.9% dans le groupe K. pneumoniae BLSE+,
ce méme auteur ajoute aussi, étre 4gé de plus de 60 ans, étre diabétique, et avoir pris des
antibiotiques a large spectre constituent d’autres facteurs de risque pour I’infection par
des K. pneumoniae BLSE+. Ces facteurs de risque sont également rapportés par d’autres

auteurs (Lautenbach et al., 2001 ; Tumbarello et al., 2006).
3. L’age:

L’age est en rapport avec le statut immunitaire des patients, aurait son influence,
c’est en effet un des facteurs de risque pour I’infection par Klebsiella spp. (Colodner et
al., 2004; White et al., 2004) et d’autres, s'accordent a dire que les plus touchés sont
principalement les personnes agées, les immunodéprimées, ainsi que les nourrissons et

prématurés a faible poids (Van der Zwit et al., 1999; Ayan et al., 2003)
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4. Résistance aux antibiotiques de Klebsiella spp.

4.1.Résistance de Klebsiella spp. aux pB-lactamines

Il est bien connu que les B-lactamines sont les antibiotiques de premier choix pour le
traitement des infections a Klebsiella spp. aussi bien chez 1’adulte que chez ’enfant

(Ayan et al., 2003; Rebuck et al., 2000; Hussein et al., 2007).

Les résultats de notre étude montrent un taux de résistance naturelle aux pénicillines ;
les souches étaient 100% résistants a 1’ampicilline, amoxicilline, oxacilline et pénicilline,
83.33% pour la pipéracilline, résultat éloigné de celui de Farah et al (2007), qui
rapportent un taux de résistance 81% pour pipéracilline et 73% pour cefazoline. Notre
fréquence ¢élevée est probablement due soit a l'acquisition d'une pénicillinase
plasmidique de haut niveau, soit a une hyperproduction de la SHV-1 chromosomique,
suite a une mutation du promoteur d'ou une augmentation de l'expression du géne

(Courvalin, 2006).

Les inhibiteurs des pB-lactamases associées aux P-lactamines, rétablissent I’action de
ces antibiotiques (Li et al., 2004 ; White et al., 2004 ; Lavigne et al., 2004). Ainsi pour
I'"AMC on passe a 50% contre le 100% de I'AMX, di a 'effet de l'acide clavulanique sur
les B-lactamases chromosomiques (Murbach et al., 2001). On note que 50% des souches
restés résistantes a I’AMC, ce qui refléte une évolution des -lactamases de ces souches
de Klebsiella. Les enzymes en cause sont le plus souvent des TRI (TEM résistants aux

inhibiteurs) (Courvalin, 2006).

Parmi les nouvelles -lactamases a spectre ¢largi (BLSE) médiatrices de la résistance
vis-a-vis des céphalosporines de troisieme génération C3G, il convient de citer en
premier lieu, le groupe CTX-M, puis les P-lactamases de type BES, GES, PLA, PER,
VEB. Les CTX-M constituent une nouvelle famille d'enzymes de la classe A d'Ambler
(groupe 2be de Bush) qui s'est vite ¢largie, et propagée a travers le monde (Lartigue et
al., 2003; Gangoue-Pieboji et al., 2005; Moubarek et al., 2005; Livermore et al., 2007;
Valverde et al., 2008) a cause d'un manque de détection dans beaucoup de laboratoires
(NavonVenezia et al., 2004; Villegas et al., 2004). Le groupe CTX-M (pour
céfotaximase) conférait a I’origine, chez les Entérobactéries, un plus grand niveau de
résistance au céfotaxime (ou ceftriaxone) Céfépime et aztréonam qu’a la ceftazidime
(Brenwald, 2004; Hernandez et al., 2005; Phillipon et Arlet, 2006), Certaines d’entre

elles ont évolué récemment par mutation ponctuelle ou non, générant un haut niveau de
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résistance a la ceftazidime telles les enzymes CTX-M-15, CTX-M-16, CTX-M-19 ou
encore CTX-M-32 dérivant par simple mutation (Asp240Gly) de CTX-M-1 ( Bush,
2001;Navarro et Miro, 2002; Cartelle et al 2004).

Tableau 7 : Le taux de résistance aux C3G dans des pays

PAYS FREQUENCE en % REFERENCE
Finlande 1.7 ECDC,2015
Bulgarie 74.8

France 25.3 WHO,2014
United states of America 11

Egypt 77.35

Morocco 5.6

India 44.7

Algeria 46.83 AARN, 2016
Notre résulte 38.89

La gravité de ces Klebsiella résistantes aux C3G est d'autant plus alarmante
qu'actuellement elles ne sont plus cantonnées a 1'hdpital, mais sont aussi responsables
d'infections communautaires. En 2007, plus de 30% des souches isolées en ambulatoire
étaient résistantes aux C3G dans une étude multicentrique en Tunisie (Boutiba et al.,
2007). Les transferts horizontaux et verticaux sont responsables de la large diffusion de
ces CTX-M-3 parmi les K. pneumoniae BLSE. L’imipenéme reste la molécule la plus
active, surtout vis-a-vis des Klebsiella BLSE, cela indiquant sa place en premier choix
dans le traitement des infections séveres a bactéries multirésistantes. Dans notre étude
I’apparition d’une souche Klebsiella ornithinolytica résistante a I’imipenéme. La
résistance a lI'imipénéme est probablement liée soit & un phénomeéne d'imperméabilité
associé a une modification des porines membranaires, soit a une production de

carbapénémases (Nordman et Poirel, 2002 ; Urban et al., 2004).

Les carbapénémes représentent la derniére ligne de défense dans 1’armement
antimicrobien contre les infections sérieuses ou invasives (Friedland et al 2003 ; Hussein
et al., 2007 ; Dylan et al.,2009). Aujourd’hui, de nombreuses études montrent une rapide

dissémination des Klebsiella productrices de carbapénémases, spécialement en Gréce
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(ECDC,2015) et au nord des Etats Unis (Bratu et al., 2005 ; Dylan et al., 2009) ou des

épidémies a K. pneumoniae carbapénémes résistantes (KPCR) sont enregistrées.

Tableau 8 : le taux de souches des Klebsiella spp. résistantes a I’imipéneme de différent

pays.
Pays Fréquence en % Référence

Algérie 1.69% AARN,2016

Iran 1% Mohammad et al., 2015
South Africa 2% CDDEP,2015b

India 57%

Austrilia 1% AGAR,2014

Greece 60.5% ECDC,2015

USA 11% CDC,2013

Notre resulte 1/18 (5.56%)

4.2.Résistance de Klebsiella spp. aux aminosides :

Dans notre étude Klebsiella spp. a une sensibilit¢ diminuée vis-a-vis des aminosides,
72.22% d’isolats résistants a la gentamicine, 66.67% a la Tobramicine et 61.11% a la
Kanamicine. Nos résultats sont ¢loignés de celle reporté par le Réseau Algérien de
Surveillance de la Résistance des Bactéries aux Antibiotiques avec un taux de résistance
46.99% pour la gentamicine (AARN,2016) et de celle rapporté en Iran avec un taux de
résistance 50.9 (Azar et al.2013). En revanche, nos résultats sont en sont en accord avec
ceux rapportés en Napel avec un taux de résistance a la gentamicine 72.84% (Shristi et

al.,2015).

La résistance aux aminosides est due principalement a l'inactivation enzymatique de
l'antibiotique, par acétyl-, phosphoryl- ou nucléotidyl-transférase ; tout a fait, il y a plus

de 150 génes connus différents codant pour ces enzymes. (Carlos et Amabile,2016)

Nos résultats montrent des résistances croisées parmi les aminosides. Ce phénoméne est
di au bifonctionnel acétyl- et phosphoryl-transférase qui inactive la plupart des
aminosides en usage clinique (Carlos et Amabile.,2016).

La résistance aux aminosides est associée a la résistance acquise aux [j-lactamines.

92.3% (12/13) des souches résistantes a la gentamicine étaient aussi résistantes aux C3G.
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Ces résultats sont similaires a ceux rapportés par de nombreux auteurs qui indiquent que
la résistance aux aminosides est souvent associée a la résistance aux [-lactamines,
résistances médices par le méme plasmide (Winokur et al 2000 ; Bergogne-Berézin 2000
; Quentin et al., 2004). Il existe une corrélation significative entre I’apparition de mutants
résistants et surtout des résistances plasmidiques et ’'usage des aminosides (Harbarth et

al., 1998 ; Zwet et al., 1999 ; Lambert et Courvalin, 2000 ; Quentin et al., 2004).

4.3. Résistance aux quinolones

Dans notre étude les quinolones et les fluoroquinolones conservent une bonne activité,
vis-a-vis de Klebsiella spp. L’acide nalidixique marque une fréquence de 33.33% qui se
rapproche de celle rapporté au niveau nationale par le Réseau Algérien de Surveillance
de la Résistance des bactéries aux antibiotiques, (AARN,2016) avec un taux de
résistance de 36.51% mais qui se basé de celle d’Iran a 53.85% (Latifar et al.,2012). En
revanche pour les fluoroquinolones (Norfloxacine et ofloxacine), nos isolats restent des

moins résistantes avec des taux de 16.67% et 5.56% respectivement.

Au niveau moléculaire la résistance aux quinolones est généralement acquise par des
mutations chromosomiques plutot que par échange de plasmides (. Winokur et al, 2000 ;

Wang et al., 2004).

Dans la plupart des cas, la résistance ¢levée aux fluoroquinolones est due a la mutation
chromosomique dans les génes gyr A et C ou changement de perméabilité ou efflux,
reflétant la pression de sélection dans I'environnement clinique (Hooper, 2001 ; Robert et

al, 2001).
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4.4 Résistance aux d’autre antibiotiques
4.4.1. Résistance au  Sulfamides. (L’association triméthoprime +

sulfamethaxazole et sulfamide) :

Pour l'association sulfamides-triméthoprime, les mécanismes de résistance sont
nombreux mais le principal est le support plasmidique. Pour les sulfamides 3 geénes de
résistance (Sul I, Sul II, Sul III) codent pour l'enzyme DHPS, la dihydroptéroate-
synthétase, conférant une grande résistance (Golstein, 2007). 66.67% de nos souches
sont résistantes a cet antibiotique. Au niveau national le réseau de surveillance de 2014

rapporte un taux de 53.33% (56.29% hospitalieres et 45.99% externes) (AARN,2016).

4.4.2. Résistance aux tetracyclines (Ia Doxycycline et la Tétracycline) :

Tétracyclines inhibent la synthése bactérienne de protéines en se liant a la petite sous-
unité ribosomique, le blocage de la fixation des aminoacyl-ARNt au site A (Carlos et
Amabile, 2016). Notre étude a révélé un taux de résistance de 63,89 % a tétracyclines qui
est un peu plus élevé a celui rapporté par Touati et al., Qui a rapporté un taux de 58,8%
(Touati et al., 2012). I1 y a plus de 40 génes tet médiatrices de résistance a la tétracycline.
La plupart d'entre eux codent pour des pompes a efflux spécifiques, tandis qu'environ 10
médient un mécanisme de protection ribosomique et 5, une enzyme inactivant (Carlos et

Amabile,2016).
4.5.Les souches de Klebsiella spp. Pan-résistantes :

Une souche est dit pan-résistante lors que cette souche est résistante aux tous les
antibiotiques testés. Les souches Klebsiella spp. pan-résistantes ont été identifiées dans le
sous-continent indien (Kumarasamy et al, 2010 ; Livermore, 2012). Dans notre étude,
nous avons isolée une seule souche (1/18) qui était pan-résistante. Cela se produit
lorsqu’une souche a acquis de multiples méthodes de résistance aux antibiotiques.

(Livermore, 2012)

44



Chapitre 111 : résultats et discussion

5. La sensibilité des Klebsiella spp. vis-a-vis les extraits aqueux de Punica

granatum :

Notre résultats d’activité antibactérien de Punica granatum était négative (absence de
zone d’inhibition). Notre résultat était en accord avec les résultats trouve par Abdalnabi
et al 2008 ou il a utilisé 3 extraits acquét de plantes Cumin (Cuminnum cyminum),
Harmal (Peganum harmala) et Pomegranate (Punica granatum) pour déterminer leur
activité antimicrobienne contre E.coli, Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella
pneumoniae. Dans leur étude I’extrait aqueux de P. granatum a révélé une activité
antibactérienne la plus élevée contre les 2 premiére bactéries sauf pour Klebsiella

pneumoniae.

On a aussi confirmé nos résultats avec celui trouve par Elkamali et al 2015 ou ils
sont trouvés que le péricarpe de P. granatum était efficace contre les bactéries teste
(Staphylococcus aureus, P. aeroginosa E. coli et quelques isolats de Salmonella typhi,)
mais chez Klebsiella pneumoniae et quelques isolats de S. typhi il était trouvé inefficace.
Cette résistance peut étre due a la structure physiologique de la bactérie qui inclut la

perméabilité de la paroi cellulaire (Adwan et al 1996).

Néanmoins notre résultat était en contradiction avec les résultats de Debib et al.,
2014 et ceux trouvés par Estherlydia et al 2013 ou ils ont confirmé la sensibilité de
microorganismes orales y compris K. pneumoniae vis-a-vis un d’un extrait de P.
granatum. Alya’a et al 2014 ils ont aussi conformé D’efficacité des extraits des P.
granatum contre les bactéries tel que K. pneumoniae et Streptococcus spp. La différence
dans les résultats pourrait étre dii a la différence dans les procédés d'extraction utilisés
par les différents groupes, ou en raison du fait que notre extrait été stocké qui a

déstabilisé les composants actifs de l'extrait car ils sont instables.
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Conclusion

En conclusion, la diffusion de souches multi-résistantes, de Klebsiella spp. dans
nos hopitaux constitue une menace de santé publique, réduisant de maniére importante

les alternatives thérapeutiques pour le traitement des infections sévéres.

Pour cela, I’émergence de ces souches permet de rappeler qu’il est évidemment
nécessaire d’étre attentif aux divers types de souches qui circulent dans nos hépitaux. La
gestion du risque infectieux que représente la diffusion de souches multi-résistantes
exige une collaboration étroite entre les différents acteurs de santés concernés (médecins

cliniciens, infectiologues, bactériologistes, hygiénistes, personnels soignants...).

Dans notre étude la plus grande résistance a été observée contre les pénicillines
(100%) et le taux le plus bas de la résistance a été observée pour l'imipéneme (5,56%).
Amoxicilline-acide clavulanique a ¢t¢ la premieére combinaison d'inhibiteurs [-
lactamines / béta lactamase approuvé pour une utilisation dans la pratique clinique, et est
utilisé principalement comme une préparation orale, efficace contre pénicillinase
bactéries productrices, y compris E. coli, Klebsiellae spp., les résistances enregistrées a
I’amoxicilline-acide clavulanique (50%) dans cette étude est probablement due a
l'utilisation fréquente de cet antibiotique pour traiter les infections causées par les

especes des entérobactéries.

Le taux de productrices de BLSE Klebsiella spp. était de 33,33% dans la présente
étude montre que ceux-ci sont fréquentes dans notre milieu hospitalier avec résistance a
de nombreuses classes d'antibiotiques, ce qui entraine des options de traitement limitées.
La gestion des infections résulté de ces organismes est difficile et plus complexe, en
particulier dans les cas graves. Par conséquent, la réalisation d'études moléculaires et
épidémiologiques aidera a identifier les différents types de BLSE et I'établissement du

matériel de controle pour ces souches afin de prévenir et de réduire leur propagation

Les KPC multirésistantes et méme les pan-résistantes (c'est-a-dire les bactéries
résistantes a toutes les classes d’antibiotique disponibles) peuvent é&tre la source
d’impasses thérapeutiques, puisque les antibactériennes nouvelles ne sont pas attendues

dans un avenir proche.

Des mesures d’hygiéne strictes restent indispensables au sein des services pour

limiter la diffusion de ces souches multi-résistantes, on note : L’hygié¢ne des mains, tenue
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de protection, port de gants, gestion du matériel et des surfaces souillées, circuit du linge,
des déchets et des prélévements biologiques, la détection précoce des porteurs lors de
leur admission a 1’hopital et le renforcement des mesures d’hygiéne autour des patients

porteurs (application des précautions contact).

La lutte contre I’émergence et la diffusion de ces souches multi-résistantes aux
antibiotiques passe enfin par une meilleure et moindre utilisation des antibiotiques. En
effet, une politique d’antibiothérapie justifiée et/ou d’une restriction dans la prescription
des céphalosporines de troisiéme génération et méme de toutes les céphalosporines

conduisent a une diminution significative de la fréquence de BLSE

Nous avons noté la présence de Klebsiella spp. a partir des eaux usées de
I'hopital. Les souches isolées montraient divers mécanismes de résistance aux
antibiotiques et ces souches résistantes peuvent causer des infections aux étres-vivants
(Les Hommes et les animaux) en bonne santé. Pour réduire au minimum la propagation
des isolats résistants aux médicaments de I'hopital a I'environnement est, donc de bonnes
méthodes de stérilisation de sécurité cruciales a adopter avant la libération des maticres

résiduelles a I'environnement ou des eaux usées.

Finalement la résistance de nos souches a 1’extrait aqueux de grenade montre
clairement la virulence de ces derni¢res malgré que I’effet antibactérien de cet extrait et

confirmé par plusieurs études.
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Annexe 1

Tableau 9 : Matériel pour analyse microbiologique

Appareillage Etuve
Bain marie
Refridgerateur
Matériels et vérries Bec bunsen
Boite pétri

Pince stérile
Tube a éssai
Portoir

Pipette Pasteur
Ecouvion

Micropipette a 400ul

Réactifs et additives Eau physiologique sterile

Additive hektoen

Milieu de culture Gélose nutritive

Milieu Hektoen

Milieu SFB (bouillon au sélénite de
sodium cystéine)

G¢élose Mueller Hinton
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Tableau 10: les compositions des milieux de culture

Milieu de culture

Composition de milieu de culture

Bouillon au sélénite de sodium cystéine

Peptone pancréatique de caséine
Lactose

Monohydrogenoselenite de sodium

1-Cystéine
Eau distille

G¢élose Hektoen Protéose peptone ...................... 12¢g
Extraitde levure......................... 3g
Sels biliaires ............ccoevveiiiinn... 9g
Lactose ....ocovviiiiiiiiiiiiis 12¢g
Saccharose..........c.cooeviieiinnin... 12¢g
Salicine ........coovvviiiiiiiiiiieea, 2g
Chlorure de sodium..................... S5g
Thiosulfate de sodium ................... 5g
Citrate de fer ammoniacal ............. 1.5g
Bleu de bromothymol ................ 0.065g
Fuschine acide......................... 0.04¢g
Agar ..o l4g
PH oo 7.5

Gélose nutritive

Extrait de viande
Extrait de levure
Peptone

Chlorure de sodium

Agar

PH. .o 7
Gélose Mueller Hinton Infusion de viande de beeuf......... 300g

Hydrolsat de caséine.................. 17.5¢g

Amidon..........ooviiiiiiiii 1.5g

Agar.. ..o 17¢g
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Annexe I1

Tableau 11: La Repartition de prelevement selon la sexe et service d’hospitalisation

Service Selles Eau usée Urine
F M 5 F M
pneumonie 28 9 10 5
M F M
diabétique 19 11 5 14 6
F — Femme M — Male
Tableau 12: La repartion de prelevement selon I’origine
Selles Urine
Externe F M F M
16 10 10 4
Hospitalisé M F M
47 20 30 5
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Annexe II1

Table 13: The profile 5215773 for Klebsiella pneumoniae

ONPG | ADH | LDC | ODC | CIT | H2S | UREE | TDA | IND | VP | GEL | GLU | MAN | INO | SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA
+ - + - + - + - - + |- + + + + + + + + +
2 1 5 7 7 3
Table 14: The profile 5205773 for Klebsiella pneumoniae
ONPG | ADH | LDC | ODC | CIT | H2S | UREE | TDA | IND | VP | GEL | GLU | MAN | INO | SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA
+ - + - + - - - - + |- + + + + + + + + +
2 0 5 7 3
Table 15: The profile 5205573 for Klebsiella pneumoniae
ONPG | ADH | LDC | ODC | CIT | H2S | UREE | TDA | IND | VP | GEL | GLU | MAN | INO | SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA
+ - + - + - - - - + |- + + - + + + + + +
2 0 5 5 3
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Table 16: The profile 5255773 for Klebsiella oxytoca
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Table 17: The profile 5257773 for Klebsiella oxytoca
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Table 18: The profile 5357773 for Klebsiella ornithinolytica

ONPG | ADH | LDC | ODC | CIT | H2S | UREE | TDA | IND | VP | GEL | GLU | MAN | INO | SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA
+ - + + + - + - + + |+ + + + + + + + + +
5 7 7 7 3
Table 19: The profile 5355773 for Klebsiella ornithinolytica
ONPG | ADH | LDC | ODC | CIT | H2S | UREE | TDA | IND | VP | GEL | GLU | MAN | INO | SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA

+

+

+

+

+

+
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Annexe IV

Table 20: Les fréquences des différent especes/genre isolées

Genus and /or species No.of strains isolated % of species among the
number of samples
Escherichia coli 58 38.16 %
Serratia spp. 29 19.08 %
Klebsiella spp. 18 11.84 %
Proteus spp. 15 9.87 %
Citrobacter spp. 4 2.63 %
Salmonella spp. 2 1.32 %
Total 126 82.9 %

Table 21: les fréquences des échantillons

sample N. of samples Percentage (%)
Urine 49 32.24

Stool 93 61.18

Water 10 6.58

Total 152 100

Table 22 : La frequence des espéces de Klebsiella isolée dans chaque prélévement

Klebsiella species sample

urine selle eau
K.pneumoniae 9 (81.82°/,) 2 (18.18%/,) 1 (9°,)
K. oxytoca 0 1 (50°/5) 1(50°/,)
K. ornithinolytica 0 0 2 (100°/,)
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Table 23 : Les Résultats des tests de sensibilité aux béta-lactamines
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Tableau 24: Les résultes de sensibilité aux autres antibiotiques testés

ID | phenot Sulfimides | Aminoglycosi | Tetracycline | Quinolones and
ype des fluoroquinolones
SFA |SXT |G |K |TOB | DO TE NOR | OF NA
1 BLSE- S S R S R R S S I S
2 BLSE- S S S R R S | S S
3 BLSE- S R R R |S R | S S S
4 BLSE- S R S S S R R R S S
5 BLSE+ S R R R[S R S I I R
6 BLSE+ R R R R R R S S I R
7 BLSE- R I R R R R S S S R
8 BLSE+ S | S R |S R R S S S
9 BLSE- R S R I R R R R S R
10 BLSE+ R R R R R S R R | S
11 BLSE- R R S R |R R S | | S
12 BLSE- R R R S S R R S S R
13 BLSE+ R R R R |S S S S S S
14 BLSE- R R R S R S R | S S
15 BLSE- R R R S R R R S | S
16 BLSE- S R S | R R R | R S
17 BLSE- S S R R |S S S S S S
18 BLSE+ R R R R R R R R R R
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Tableau 25: La fréquence de sensibilité aux antibiotiques testés

antibiotics Fréquency (°/o)

S I R
Penicillin (P) 0 0 100
Oxacilline (OX) 0 0 100
Ampicillin (AMP) 0 0 100
Amoxicillin ( AMX 0 0 100
Piperacilline (PIP) 11.11 5.56 83.33
Cefazoline (CZO) 16.67 5.56 77.78
Amoxicillin / 38.89 11.11 50
Clavulanique acid (AMC)
Ceftazidime (CFM) 50 5.56 44.44
Cefotaxime (CTX) 38.89 61.11
Ceftriaxone CRO 72.22 16.67 11.11
Aztreonam (ATM) 33.33 0 66.67
Imipenem (IMP) 94.44 0 5.56
Cefoxitine 83.33 11.11 5.56
Sulfamides (SFA) 44.44 0 55.56
Sulfaméthaxazole (SXT) 22.22 11.11 66.67
Gentamicin (G) 27.78 0 72.22
Kanamycin (K) 27.78 11.11 61.11
Tobramycine (TOB) 33.33 0 66.67
Linocomycine (L) 0 0 100
Clindamycin (DA) 27.78 0 72.22
Doxycycline (DO) 22.22 0 77.78
Tétracycline (TE) 44.44 5.56 50
Norfloxacine (NOR) 50 33.33 22.22
Ofloxacine (OF) 61.11 33.33 5.56
acide nalidixique (NA) 66.67 0 33.33
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Table 26: Les résultes du test de double disque

code | KBLSE strain Diametre of inhibition in mm

CTX | CTX/C | CAZ |CAZ/C |CRO |CRO/C

5% | K.pneumoniae 15 |26 28 |34 29 |31

6" | K.pneumoniae 29 |33 15 |22 30 |33

8N | K.pneumoniae 19 |27 18 |23 27 |29

10" | K.pneumoniae 5 |12 9 19 12 |22

131 | K.pneumoniae 13 |18 12 |27 28 |34

18F | K.ornithinolytica |0 |0 0 0 0 0
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Table 27: Les values critique des antibiotiques utilisés

Class of antibiotic antibiotics critical diametres
(mm)
S R
Pénicillin > <
Penicillins résistant to Oxacillin > <
penicillinases (pénicillines
M semi-synthetic
Wide spectrum Penicillins Ampilicillin >19 <16
Amoxicillin >21 <16
ureidopenicillines piperacilline >24 <22
1% generation cephalosporin | cefazoline >15 <17
Amoxicilline >15 <20
/acide
clavulanique
Extended-spectrum (3™ Ceftazidime >26 <21
generation cephalosporins) Cefotaxime >26 <23
Ceftriaxone >26 <23
Cefixime >25 <22
monobactams aztreonam >27 <21
carbapenems imipenem >24 <17
cephamycins Cefoxitin >22 <15
cefotetan >23 <17
Sulfamide Sulfamides >17 <12
sulfaméthaxazole | >16 <13
Aminoglycosides Gentamycine >18 <16
Kanamycin >17 <15
Tobramycine >18 <16
tetracyclines Doxycycline > <
Tetracycline 2 <
flouroquinolones Norfloxacin >25 <22
Ofloxacin >25 <22
quinolones acide nalidixique >20 <15




