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Résumé

Klebsiella pneumoniae est un pathogeéne opportuniste découvert depuis plus d’une
centaine d’années. Aujourd’hui elle est parmi les germes responsables des infections
nosocomiales sévéres et difficiles a traiter, des épidémies sont causées par des souches

résistantes a une large variété d’antibiotiques.

La présente étude concerne d’une part, I’isolement de plusieurs souches de Klebsiella
pneumoniae a partir de divers prélévements analysés au Laboratoire Central de Microbiologie
du Centre Hospitalo-universitaire de Blida et d’autre part la détermination du profil de
résistance de ces souches.

Soixante dix sept souches de K. pneumoniae ont été isolées et identifiées en utilisant
les techniques conventionnelles de bactériologie (morphologie, coloration de Gram et tests
d’oxydase et de catalase) et les caractéres biochimiques a 1’aide de galeries API 20 E ou la
galerie classique. Une prédominance de K. pneumoniae dans les prélévements urinaires
(24,67 %) et dans le service de réanimation (36,36 %) a été observée.

La sensibilité aux antibiotiques et la détection des phénotypes de résistance ont été
réalisées par la méthode de diffusion sur milieu gélosé. Les souches de K. pneumoniae étaient
résistantes, avec des niveaux de résistances €levés vis-a-vis de certaines molécules telles que
I’amoxicilline + acide clavulanique, la Céfazoline, le Céfotaxime, le Furane, la
Cotrimoxazole, la Gentamycine, 1’acide nalidixique et la Ciprofloxacine.

Par ailleurs, nous avons mis en évidence la production de B-lactamases a spectre
étendu chez 31 souches de K. pneumoniae. De plus 14 souches multirésistantes produisent des
métallo-carbapénémases. Une seule souche elle est productrice a la fois de pB-lactamases a
spectre étendu et des métallo-carbapénémases.

En conclusion K. pneumoniae est devenu un pathogéne important des sujets
immunodéprimés et présents des problémes potentiels en ce qui concerne au traitement et a

I’¢élimination pour 1’hdte.

Mots clés : Klebsiella pneumoniae, infection nosocomiale, antibiotiques, résistance, BLSE,

métallo-carbapénémases.



Abstract

Klebsiella pneumoniae is an opportunistic pathogen discovered for over a hundred
years. Today it’s among the germs responsible for severe and difficult to treat nosocomial

infections, epidemics are caused by strains resistant to a wide variety of antibiotics.

The present study concerns, on the one hand, the isolation several Klebsiella
pneumoniae strains from the diverse samples analyzed at the Central Microbiology
Laboratory of the Blida University Hospital Center and on the other hand the determination of

the antibiotic resistance profile of these strains.

Seventy seven K. pneumoniae strains were isolated and identified using the
conventional technics of bacteriology (Morphology, Gram stain, catalase test, and oxidase
test) and biochemical characteristics by API 20 E or classical gallery. A predominant number
of K. pneumoniae strains were isolated from the urine samples (24,67%) and from the

intensive care unit (36,36%).

Antibiotic sensitivity and detection of resistance phenotypes were performed by the
diffusion method on agar medium. K. pneumoniae strains were resistant, with high resistance
levels regarding some molecules such as amoxicillin + clavulanic acid, cefazolin, cefotaxime,

furan, cotrimoxazole, gentamycin, nalidixic acid and ciprofloxacin.

Otherwise, we have demonstrated the production of extended spectrum f-lactams in
31 K. pneumoniae strains. In addition, 14 multiresistant strains produce metallo-
carbapenemases. A single strain it’s producer of extended spectrum [B-lactams and metallo-

carbapenemases.

In conclusion K. pneumoniae has become an important pathogen of
immunocompromised individuals and presents significant potential problems with respect to

treatement and elimination for the host.

Keywords: Klebsiella pneumoniae, nosocomial infection, antibiotics, resistance, ESBL,

metallo-carbapenemases.
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Glossaire

Infections nosocomiales : Le terme nosocomial vient du grec « Nosokomeone » qui signifie
hopital, et quantifie ce qui se rapporte aux hdpitaux. Les infections nosocomiales sont des
maladies infectieuses (bactérienne, fongique, parasitaire ou virale) contractées dans une
structure de soins, soit par le personnel soignant du fait de son activité, soit par le patient.
Dans ce dernier cas, l'infection est considérée comme nosocomiale lorsqu'il est prouvé qu'elle
était inexistante lors de 1'admission du patient a I'hopital, et que quarante-huit heures se sont

écoulées entre 1'hospitalisation et la déclaration des premiers signes cliniques.

Rhinosclérome : est une affection granulomateuse chronique rare due au Klebsiella
rhinoscleromatis avec un tropisme pour les voies aériennes supérieures mais qui peut

s’étendre jusqu’aux bronches.

Ozéne : appelée aussi rhinite atrophique, c’est une atrophie de la muqueuse et du squelette

des fosses nasales.

Dialyse : est une technique médicale permettant de supplanter les reins qui ne peuvent plus
effectuer leur travail en cas d'insuffisance rénale trés avancée. Elle permet de filtrer le sang de

ses déchets normalement éliminés par le rein.

Corticostéroides : sont également des médicaments trés puissants. Ils contribuent a controler

ou a ¢éliminer rapidement I’inflammation en agissant sur le systéme immunitaire.
Toxicité sélective : c'est a dire spécifique de la bactérie ciblée.

Ototoxicité : (étymologiquement : toxicité pour I’oreille) se manifeste par une altération des
fonctions auditives et/ou vestibulaires normales, accompagnée secondairement d’une
dégénérescence des cellules sensorielles de la cochlée (audition) et/ou du vestibule

(équilibration).

Néphrotoxicité : est la toxicité rénale secondaire a I’administration d’un médicament . Elle
peut se présenter cliniquement de plusieurs fagons, la plus classique étant ’insuffisance rénale

aigué .

Systéme SOS : si les dommages dans I’ADN sont trop importants : le systéme SOS se met en
place. C’est le dernier systtme pour tenter de réparer les dommages de ’ADN. C’est un

systeme de réparation par recombinaison homologue, sauf qu’il est inductible.
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Introduction

L’infection microbienne occupe actuellement la premicre place dans les pathologies
médicales. Elle est connue depuis longtemps, et depuis l'utilisation des antibiotiques, elle a
progressivement changé de visage et les cliniciens ont été confrontés a des infections a
germes autrefois réputés non pathogeénes ou saprophytes. Un des exemples le plus frappant

pour illustrer ce propos est Klebsiella pneumoniae (Kariuki et al., 2007).

Klebsiella pneumoniae est un pathogeéne opportuniste fréquemment impliqué dans des
infections sévéres des infections urinaires (IU), des pneumonies et notamment des
bactériémies (Berrazg et al., 2013). Elle est responsable de plus de 10% de toutes les
infections bactériennes nosocomiales (Stahlhut et al., 2011) et est de plus en plus signalée
comme une cause d’infections invasives dans les milieux hospitaliers, en particulier chez les
patients immunodéprimés (Wenzi et al., 2017). Selon le NHSN (National Healthcare Safety
Network), K. pneumoniae est responsable de 7,9 % de I’ensemble des infections urinaires aux
Etats-Unis, ainsi elle est classée en cinquiéme position parmi tous les agents pathogénes
incriminés dans les infections. Cependant, d’aprés le réseau de L’Antibio-Résistance en
Tunisie (LART), K. pneumoniae est essentiellement isolée des infections urinaires en milieu
hospitalier avec un taux de 60,4 % (Nedjai et al., 2012).

C’est ’'une des bactéries la plus couramment rencontrée par les cliniciens du monde
entier comme étant une cause d’infection chez I’homme et elle est responsable des épidémies
en raison de la propagation de différentes souches associées a des infections opportunistes
chez les personnes ayant un systéme immunitaire affaibli, les diabétiques, les alcooliques et
les patients hospitalisés (Berrazg et al., 2013).

Pour contrdler et guérir ces infections causées par K. pneumoniae un large catalogue
d'antibiotiques tels que les P-lactamines et les aminosides sont efficaces (Bush et Jacoby,
2010; Krause et al., 2016 ). Cependant, la résistance aux antimicrobiens (RAM) causée par la
mauvaise utilisation d'antibiotiques réduit considérablement I'efficacité de ces antibiotiques,
ce qui entraine des difficultés croissantes dans le traitement de K. pneumoniae. Par exemple,
selon le rapport d'un programme national de surveillance de la résistance aux antimicrobiens
en Chine, le taux de résistance a l'imipénéme et a le méropénéme de K. pneumoniae a
considérablement augmenté (de 3 a 10,5% pour l'imipénéme et de 2,9 a 13,4% pour le

méropéneme) entre 2005 et 2014 (Hu et al., 2016).



C’est dans ce contexte que nous avons choisi de mener ce travail de mémoire sur

Klebsiella pneumoniae, qui a pour objectifs :

» L’isolement et I’identification des souches de Klebsiella pneumoniae a partir de
différents prélevements pathologiques provenant du laboratoire central de 1’unité de
microbiologie du centre hospitalo-universitaire de Blida.

» L’étude du profil de résistance de Klebsiella pneumoniae.
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I. Généralité sur Klebsiella pneumoniae
1. Historique

Le genre Klebsiella a été nommé par Trevisan en 1887 pour honorer Klebs Edwin, un
microbiologiste Allemand du 19¢me siecle. L’espéce type est Klebsiella pneumoniae, connue
autre fois sous le nom de pneumobacille de Friedlander. Ce dernier avait décrit cette bactérie

dans les poumons d’un patient décédé d’une pneumonie (Freney et al., 2000)

2. Position taxonomique de Klebsiella pneumoniae
Selon la classification de la 2°™ édition de Bergy’s manuel (George et al., 2004), elle
appartienne au :

Domaine : Bacteria

Phylum : Proteobacteria

Classe : Gamma Proteobacteria

Ordre : Enterobacteriales

Famille : Enterobacteriaceae

Genre : Klebsiella

Espéce : Klebsiella pneumoniae —Subsp. Ozenae

- Subsp. Pneumoniae

Subsp. Rhinoscleromatis

3. Habitat

K. pneumoniae n’est pas limitée a I'homme mais elle est omniprésente dans
l'environnement écologique. Elle est souvent isolée des eaux de surface, des eaux usées, des
effluents industriels, du sol, du bois, des végétaux divers et des aliments (Dong et al., 2003)
et rencontrée comme saprophyte chez I’homme et d’autres mammiféres, colonisant le tractus
gastro-intestinal, la peau et le nasopharynx (Tzouvelekis, 2012). Le portage digestif de
Klebsiella est plus important chez les malades hospitalisés que dans la population normale
(Faucheére et Avril, 2002), elle persiste dans l'environnement hospitalier sur les surfaces
et les dispositifs médicaux et de ce fait elle peut étre facilement transmise entre les patients

et le personnel soignant (Azimi et al., 2015).
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4. Caractéres morphologiques
4.1. Caracteéres culturaux

Elle se développe sur les milieux classiques d'isolement pour les entérobactéries
(Drigalski, Hektoen, Mac Conkey, Gélose éosine bleu de méthyleéne) et présente des colonies
rondes bombées, d’aspect plus ou moins muqueux lisses, brillantes (Clave, 2013). La
présence d'une capsule rend les colonies muqueuses, parfois filantes. La production d’une
capsule est favorisée par des milieux saccharosés, tel le milieu de Worfel-Ferguson (Denis

etal., 2016).
4 .2. Caractéres micro-morphologiques

Ce sont des bacilles a Gram négatif, non flagellés et non sporulés (Podschun
et Ullmann, 1998) de 2 microns de longueur et 0,5 microns de diameétre (Figure 1). Les

cellules possédent une couche épaisse de polysaccharide extracellulaire qui compose la
capsule (Shaik et al., 2014).

2um

Figure 1. Micro-morphologie de Klebsiella pneumoniae (Shaik et al., 2014)
5. Caractéres biochimiques

K. pneumoniae est immobile, Voges-Proskauer (VP) +, Rouge de méthyle (RM) -,
uréase +, Orthonitrophényl-B-galactoside (ONPG) +, B-xylosidase +, H>S -, indole -,
désaminase oxydative -, lysine décarboxylase (LDC) +, ornithine décarboxylase (ODC) -,
lipase, DNase et gélatinase -, KCN +, fermentant de nombreux substrats glucidiques avec

production de gaz, utilisant le citrate de simmons et le malonate (Kone, 2010).




Synthése bibliographique

6. Caractéres antigéniques

K. pneumoniae possede des antigénes communs avec ceux portés par les autres

entérobactéries, excepté I’antigene flagellaire du fait de son immobilité :

o Antigénes « O » somatiques : la recherche des antigénes « O » présente peu d’intérét
pratique, en raison de la difficult¢ de leur détermination par suite du caractere
thermostable des antigénes capsulaires.

o Antigénes « K » capsulaires : au moins 77 antigénes K ont ¢été¢ décrits chez K.
pneumoniae, K1 a K72, K74, K79 a K82. Les souches les plus souvent pathogénes
pour I'homme et les animaux appartiennent aux types capsulaires 1, 2, 3,4 et 5

(Freney et al., 2000; Minor et Véron, 1989).
7. Certaines infections causées par K. pneumoniae

K. pneumoniae est un pathogéne opportuniste qui infecte les patients immunodéprimés
hospitalisés ou souffrant de maladies sous-jacentes graves. Cette bactérie peut conduire a des
complications, y compris les infections des voies urinaires, les septicémies et les pneumonies
chez les personnes agées ou chez les patients présentant des facteurs prédisposants (Bellifa
et al., 2016). Elles peuvent également causer, un abces cérébral et des maladies chroniques

comme la méningite (Botelho-nevers et al., 2007).

» K. pneumoniae subsp. Rhinoscleromatis peut étre responsable du rhinosclérome ; il
s'agit d'un épaississement chondroide des muqueuses labioglossopharyngées.

» K. pneumoniae subsp. ozaenae est responsable de l'ozéne qui associe rhinite
atrophique fétide et des processus destructifs des bronches.

» K. pneumoniae subsp. Pneumoniae est isolée principalement dans les infections
urinaires ou respiratoires parfois compliquées de septicémies, surtout en milieu
hospitalier ou elle serait responsable de 10% des infections nosocomiales (Denis et al.,

2016).

8. Transmission
K. pneumoniae est responsable d’infections communautaires dans 25% des cas, mais
surtout d’infections nosocomiales séveres et difficiles a traiter (Arafa et al, 2009). La

transmission de ces bactéries d’un patient a un autre se fait facilement par les mains du
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personnel soignant ou les instruments de travail du personnel médical ou paramédical
(cathéter, masque a oxygene...) (Raud, 2003), ou a une degré moindre par la contamination
de I’environnement. La transmission de K. pneumoniae est trés facile et rapide mais ne se
propage pas dans I’air (Boston Medical Research Occupational Health Program, 2012).
9. Facteurs de risque

Les facteurs de risque pour l'acquisition d’infection nosocomiale a K. pneumoniae
comprennent : le cancer, le diabéete, ’hépatopathie chronique, la transplantation d’organes
solides et dialyse, le traitement par corticostéroides, la chimiothérapie. Les autres populations
a risque sont les nouveau-nés et les personnes agées (Paczosa et Mecsas, 2016).
10. Facteurs de virulence

La pathogénicité de K. pneumoniae a été attribuée a plusieurs facteurs de virulence
qui lui permettent de s’échapper des mécanismes immunitaires innés de 1’hote. Parmi tous les
facteurs de virulence, il est important de souligner la capsule, 1I’exopolysaccharide associ¢ a la
mucoviscosité, le lipopolysaccharide (LPS), les adhésines et les systemes d’absorption du fer

(Broberg et al., 2014) et le biofilm (Bansal et al., 2015).

Type 3 fimbriae
Siderophores:
Enterobactin # Fe3+ Type 1 fimbriae
Capsule (K1-K78)
Yersiniabactin ®Fe3* O e
Classical Kp
Hypervirulent Kp 38
Siderophores: <5
Enterobactin # Fe3* ’ I \ LPS
ercapsule
Yersiniabactin @ Fe3* y(p;q &I‘()2) Type 1 fimbriae
Salmochelin A Fe3* |
Aerobactin ®Fe3* Type 3 fimbriae

Figure 2. Quatre facteurs de virulence bien caractérisés dans le classique et I’hypervirulent

souches K. pneumoniae (Paczosa et Mecsas, 2016)
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Tableau 1. Résumé des facteurs de virulence impliqués dans la pathogenese de

K.pneumoniae (Clegg et Murphy, 2016)

Facteur de virulence Role du facteur dans la pathogenése

Capsule Inhibe et évite la phagocytose par les cellules hdtes,

neutralise le peptide antibactérienne et [Pactivité de

complément
LPS L’antigene O fournit une résistance au sérum
Sidérophore Récupere le fer essentiel a la survie, phénotypes

hypermucoviscous ont été liés a une augmentation de

I'activité de liaison au fer

Fimbriae de type 1 IIs ont la plus grande capacité d'adhésion. Ils sont impliqués

dans la colonisation des tractus respiratoire et urinaire

Fimbriae de type 3 Important pour la formation de biofilm sur les surfaces

biotiques et abiotiques

Formation de biofilm La formation favorise la résistance aux mécanismes de

défense de 1'hdte et aux antibiotiques

I1. Les antibiotiques
1. Définition

Le terme antibiotique a été inventé a partir du mot «antibiosis» ce qui signifie
littéralement «contre la vie» (Russel, 2004). Ce sont des agents dont la toxicité sélective
résulte d'un mode d'action spécifique. Ils agissent a faible dose pour inhiber la croissance des
micro-organismes ou pour les détruire (Mangin, 2016), ceux qui tuent les bactéries sont
appelés bactéricides tandis que ceux qui inhibent la croissance bactérienne sont appelés
bactériostatiques (Walsh, 2003). IlIs peuvent étre produits de manic¢re naturelle par des
champignons et des bactéries principalement ou obtenus par synthése et hémisynthese

(Mangin, 2016).

2. Classification et mode d’action des antibiotiques
Leur classification peut se faire principalement sur la base de la nature chimique, le

site d'action ou le mode d’action (Demoré et al., 2012).
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Le pouvoir antimicrobien de la plupart des classes d'antibiotiques est dirigé vers une
caractéristique unique de la structure bactérienne ou leurs processus métaboliques

(Ebimieowei et Ibemologi, 2016), les sites cibles des antibiotiques sont les suivants:

e Inhibition de la synthése de la paroi cellulaire

e Rupture de la structure ou de la fonction de la membrane cellulaire
¢ Inhibition de la structure et de la fonction des acides nucléiques

¢ Inhibition de la synthése des protéines

e blocage des principales voies métaboliques (Firoz, 2018)

2.1. Les B-lactamines

2.1.1. Structure des p-lactamines

Les [B-lactamines constituent une famille majeure d’antibiotiques trés largement
utilisés en clinique (Cattoir, 2008), clles sont des antibiotiques naturels ou semi-synthétiques
caractérisés sur le plan chimique par la présence d'un noyau bétalactame (représenté sur la

figure 3) (Enriquez, 2010).

N H
O

Figure 3. Structure chimique d’un cycle béta-lactame (Ebimieowei et Ibemologi, 2016)

Les P-lactamines incluent les dérivés des pénicillines, les céphalosporines, les
monobactames, les carbapénémes et les inhibiteurs de la béta lactamase (Figure 4)

(Nordmann, 2010).
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Monobactam Penicillin Carbapenem
Figure 4. Composition du squelette des structures de B-lactamines avec le cycle B-lactame

mis en évidence (Viana et al., 2018)

2.1.2. Mécanisme d’action des B-lactamines

Les B-lactamines empéchent la formation de la paroi bactérienne (Prescott, 2013), plus
précisément en inhibant les protéines liant la pénicilline (PLP). Les PLP sont des protéines a
activité enzymatique (essentiellement des transpeptidases) impliquées dans la synthése de la
paroi. Elles sont situées sur la face externe de la membrane cytoplasmique. Cette fixation
covalente entre les PLP et les P-lactamines induit un blocage des réactions de
transglycosylation et transpeptidation consécutif a 1’acylation des PLP par les B-lactamines,
ainsi qu’une stimulation de I’activité des auto-lysines (Courvalin et al., 2006).
2.2. Aminoglycosides ou Aminosides
2.2.1. Structure des Aminosides

Les aminosides sont une catégorie d’antibiotiques bactéricides réservés a des
infections généralement séveres. Ce sont des hétérosides naturels ou hémisynthétiques
(Courvalin et al., 2006) pas ou trés peu absorbés par voie digestive, ils sont administrés par
voie parentérale (Buxeraud et Faure, 2016). Les principaux inconvénients de cette classe
d’antibiotiques sont leur ototoxicité et leur néphrotoxicité¢ (Courvalin et al., 2006).

Les aminosides ou aminoglycosides sont des molécules hydrophiles, basiques
et polycationiques. Leur structure de base comporte un cycle central aminocyclitol saturg,
reli¢ par des liaisons glycosidiques a deux ou trois hexoses (Vakulenko et Mobashery,

2003).
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Figure 5. Structure de la streptomycine (Kwiatkowska ez al., 2013)

2.2.2. Mécanisme d’action des Aminoglycosides ou Aminosides

Les aminosides sont des inhibiteurs de la synthése des protéines (Lambert
et Courvalin, 2000; Lambert et Courvalin, 2006). IIs interagissent avec I’ARNr 16S de la
sous-unité 30S, prés du site A par des liaisons d’hydrogene. Ils provoquent une mauvaise
lecture et un arrét prématuré de la traduction de I’ARNm (Kapoor et al., 2017).
2.3. Les quinolones
2.3.1. Structure des quinolones

Les quinolones sont un groupe hétérogéne d’agents antimicrobiens synthétiques
(Rubinstein et Lagaci-wiens, 2017). Dans les années 70, et afin d’améliorer la pénétration
et la persistance de ces molécules dans les cellules, un atome de fluor a été rajouté aux
quinolones, ce qui a donné naissance aux fluoroquinolones. Ces différentes molécules se

différencient par leur capacité de pénétration tissulaire et leur spectre d’action (Dima, 2016).

O O

OH

Figure 6. Structure chimique de la ciprofloxacine (Buxeraud? et FaureP, 2016)

Les quinolones sont classées en 4 générations en fonction de leur spectre d’activité et de

leur date de mise sur le marché (Cattoir, 2012), on distingue :

10
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e Les quinolones de premicre génération: comprennent des molécules a spectre étroit,
(Andriole, 2005). Exemple : acide nalidixique

e Les quinolones de deuxiéme génération ou fluoroquinolones: présentent un spectre
¢largi. Exemple : ciprofloxacine

e Les quinolones de troisieme génération ou fluoroquinolones anti-pneumococcique
sont ét¢ développées pour étendre le spectre a Streptococcus pneumoniae. Exemple :
lévofloxacine

e Les quinolones de quatrieme génération: présentent un spectre d’activité¢ étendu aux

bactéries anaérobies strictes. Exemple : trovafloxacine (Cattoir, 2012)

2.3.2. Mécanisme d’action des quinolones

Les quinolones agissent par I’inhibition rapide de la synthése de I’ADN, conduisant a
la mort cellulaire. Les cibles principales sont ’ADN gyrase et la topoisomérase IV
(Rubinstein et Lagaci-wiens, 2017), empéchant la réplication de I'ADN bactérien (effet
bactériostatique). Il en résulte la formation d’ADN double brin coupé qui est a 1’origine de
I’effet bactéricide par I’activation du systeme SOS (Tasse, 2017).
2.4. La fosfomycine

2.4.1. Structure de la fosfomycine

La fosfomycine, a I’origine appelée phosphonomycine. C’est un dérivé de 1’acide
phosphonique, avec un extrémement faible poids moléculaire (Michalopoulos ez al., 2011). 11
s’agit d’un antibiotique traditionnellement utilisé pour les infections urinaires (Keating,

2013).

T CH,OH
| _OH | 2
BC PN
\_ 7/ OH'H,N—C—CH,0H
NN |
H O H CH,OH

Figure 7. Structure chimique de la fosfomycine (Michalopoulos et al., 2011)

2.4.2. Mécanisme d’action de la fosfomycine
La fosfomycine interfére avec la premiére étape cytoplasmique de la biosynthese de la

paroi cellulaire bactérienne (Falagas et al., 2016). Inhibe la synthése du peptidoglycane en

11
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bloquant la formation de 1’acide N-acétylmuramique (Kahan et al., 1974). La fosfomycine se
lie covalement dans le site actif de Mur A (enzyme initie la synthése du péptidoglycane)

et ’inactive par conséquent (Falagas et al., 2016).
2.5. Les polypeptides
2.5.1. Structure des polypeptides

Les polypeptides sont des antibiotiques produits naturellement par des especes de
Paenibacillus polymyxa. Plusieurs classes existent (Dortet et al., 2016), mais seules 2 classes
sont disponibles pour un usage thérapeutique: polymyxine B et la polymyxine E (colistine)
(Hermsen et al., 2003). 1l s’agit d’antibiotiques peptidiques cycliques, chargés positivement

(Landman et al., 2008).

o N
H o H
NH o - &
L2 0% “NH L-Dab —
8 OC NH 4 5
Nl
L-Dab > HN—/, .
¥ s H :,T(.u,
. L-Thr OH Polymyxin B: R6 = D-Phe

10 Polymyxin E: R6 = D-Leu

Figure 8. Structure chimique des polymyxines (Zhiliang et al., 2015)
2.5.2. Mécanisme d’action des polypeptides

La cible des polymyxines est la membrane externe des bactéries a Gram négatif. En
raison d’une interaction €lectrostatique entre le résidu d’acide a,y-diaminobutyrique (Dab) de
la polymyxine chargée positivement d’un coté et les groupes de phosphate de lipide A
chargée négativement de I’autre c6té, puis grace aux propriétés hydrophobes de I’acide gras
(Kipnis et Guery, 2010) déplacant préférentiellement les ions Mg?" et Ca** (Ganapathy
et al., 2010). La lipopolysaccharide (LPS) est donc déstabilisée, augmentant par conséquent la
perméabilité de la membrane bactérienne, conduisant a une fuite de la teneur cytoplasmique
et finalement causant la mort cellulaire (Li et al., 2006; Falagas et Kasiakou, 2005). Les
polymyxines ont la capacité de se lier a I’endotoxine de LPS libérée pendant la lyse cellulaire

et de la neutraliser (Li et al., 2006 ). Enfin, un autre mode d’action des polymyxines est

12
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I’inhibition des enzymes respiratoires dans la membrane interne bactérienne (Deris et al.,
2013).

2.6. Les sulfamides et diaminopyrimidines

2.6.1. Structure des sulfamides

Les sulfamides sont dérivés du p-aminobenzénesulfonamide, qui est un analogue
structural de 1'acide p-aminobenzoique (PABA) (Bambeke et al., 2010). Ils se constituent

d'un noyau paraminobenzénesulfonamide avec un radical R déterminant (Yala et al., 2001).

e
O O N

\ /,
X /H\)\

N
H

H,N

Figure 9. Structure chimique du sulfaméthoxazole (Buxeraud? et Faure®, 2016)

2.6.2. Structure des diaminopyrimidines

Les diaminopyrimidines comme le triméthoprime sont des pyrimidines substituées en

position 5 par un groupe aromatique. La pyriméthamine a un substituant supplémentaire en

position 6 (Bambeke et al., 2010).

o
/O H,N /N \rNH 2
. N
0O
Trimethoprim

Figure 10. Structure chimique de la triméthoprime (Bambeke et al., 2010)

13
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2.6.3. Mécanisme d’action des sulfamides et diaminopyrimidines

Les sulfamides inhibent la synthése de I’acide folique, agissant au niveau de
dihydroptéroate synthétase en tant qu’analogues de [’acide p-aminobenzoique, les
diaminopyrimidines sont des inhibiteurs compétitifs spécifiques du dihydrofolate réductase
bactérien (Hitchings, 1973; Burchall, 1973). L’activité des sulfamides est principalement
bactériostatique. Une action bactéricide peut étre obtenue en associant un sulfamide a une

diaminopyrimidine (Buxeraud® et Faure®, 2016).
2.7. Les nitrofuranes
2.7.1. Structure des nitrofuranes

Ce sont des antibiotiques nitrohétérocycliques (Bambeke et al., 2010). Ils sont utilisés pour

traiter les infections digestives et urinaires (Yala et al., 2001).

Nitrofuranes

o)
|

c
|| || 7 N\
O,N-\ o~ CH=N-N  NH

| |

Figure 11. Structure chimique des nitrofuranes (Cambau et Guillard, 2012)

2.7.2. Mécanisme d’action des nitrofuranes

Ils peuvent inhiber directement I'activité des enzymes impliquées dans la dégradation
du glucose et du pyruvate (Bambeke et al., 2010) et perturbent la réplication de 'ADN (Yala
etal., 2001).

ITI. Résistance de K. pneumoniae aux antibiotiques

K. pneumoniae utilise une variét¢ de mécanismes de défense pour lutter contre les
effets des antibiotiques : la production de B-lactamase, pompes a efflux et imperméabilité
(Hennequin et Robin, 2016), des mutations sur les cibles des antibiotiques ce qui réduit

I’efficacité des antibiotiques. L’altération et 1’inactivation des antibiotiques peuvent étre
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catalysés par des enzymes codées par des génes chromosomiques ou plasmidiques (Zhao et

al., 2009; Li et al., 2015; Sharma et al., 2016).

1. Résistance naturelle

La résistance naturelle est celle que développe un agent infectieux contre un
antibiotique donné sans jamais avoir ét¢ mis en contact avec celui-ci. Il s’agit alors d’un
marqueur d’identification de la bactérie (Decré, 2012).

1.1. Résistance aux béta-lactamines

K. pneumoniae possede naturellement un geéne codant pour une pénicillinase
chromosomique (Courvalin et al., 2006), cette derniere est une béta-lactamase de type SHV-
1 (Chaves et al., 2001). Qui lui confére une résistance a bas niveau aux pénicillines
(aminopénicillines, carboxypénicillines et uréidopénicillines). Cette pénicillinase est sensible
a l'action des inhibiteurs (acide clavulanique, tazobactam). Ainsi, le phénotype sauvage de K.
pneumoniae est sensible aux associations amoxicilline (ou ticarcilline) + acide clavulanique
et pipéracilline + tazobactam ainsi qu'a I'ensemble des céphalosporines. Elle est également

sensible a l'aztréonam et aux carbapénémes (Courvalin et al., 2006).
1.2. Résistance aux autres antibiotiques

La membrane externe de K. pneumoniae est formée entre autre de lipopolysaccharide
(LPS) dont la structure est hydrophile grace a ses charges électriques de surface et tres
compacte en profondeur grace a ses acides gras insaturés. Cette organisation explique une
résistance naturelle aux antibiotiques hydrophobes et/ou de masse moléculaire élevée

(macrolides, rifampicine, acide fusidique et glycopeptides) (Nikaido, 1994).

2. Résistance acquise
La résistance acquise est la résistance développée par un agent infectieux contre un

antibiotique auquel il était auparavant sensible (Joly-guillou et Decré, 2013).

2.1. La résistance aux béta-lactamines
2.1.1. Mécanismes de résistance enzymatique aux béta-lactamines
A. Pénicillinase a haut niveau
Chez K. pneumoniae le phénotype pénicillinase a haut niveau se caractérise par la
résistance a trés haut niveau aux amino et carboxypénicillines, et par une réduction de

I’activité des uréidopénicillines et des céphalosporines de premiére et de deuxiéme génération
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ainsi par une réduction de I’activité des pénicillines associées aux inhibiteurs de B-lactamases
(Jarlier et Nordmann, 2000).
B. Céphalosporinase de type AmpC

Ce sont des P-lactamases plasmidiques de classe C d’Ambler qui présentent une
résistance a I’ensemble des B-lactamines excepté les carbapénemes (Gueudet et al., 2009).
Concernant Klebsiella, le phénotype céphalosporinase de haut niveau est associé¢ a
I’acquisition d’un gene plasmidique (ampC) (Papanicolau et al., 1990). Plusieurs
céphalosporinases transférables ont été mises en évidence chez les entérobactéries, dont le
type ACCI, est rapportée en 1999 chez une souche de K. pneumoniae (Bauernfeind et al.,
1999).

C. Béta-lactamases a spectre étendu (BLSE)

Les BLSE de type TEM et SHV appartenant a la classe A, elles dérivent par mutation
ponctuelle des génes de Béta-lactamases de type TEM-1, TEM-2 et SHV-1 (Elhani, 2012),
elles sont les BLSE les plus courantes que I'on trouve principalement a Klebsiella (Colodner,
2005). Elles lui conférent une large résistance aux P-lactamines. Seuls I’'imipénéme et les
céphamycines demeurent stables vis-a-vis des P-lactamases a spectre ¢tendu (Boukadida
et al., 2002). Une nouvelle famille de BLSE, appelée CTX-M, a émergé. Il est maintenant le
plus dominant, avec CTX-M-15 étant ’enzyme principale actuellement observée chez K.
pneumoniae (Calbo et Garau, 2015).

D. Carbapénémases

Une variété de carbapénemases de classe A ont été décrites; certaines sont codées par
un plasmide (carbapénemases de Klebsiella pneumoniae [KPC], IMI-2, GES), mais toutes
hydrolysent efficacement les carbapénémes et sont partiellement inhibés par l'acide
clavulanique (Queenan et Bush, 2007). La premiere souche productrice d’une KPC-1 a été
identifiée en 1996 (Yigit et al., 2001).

Les carbapénémases de classe B sont des enzymes de type VIM (Verona Integron
encoded Métallo-B-lactamase) et IMP (Imipénémase) et plus récemment, du type métallo-f3-
lactamase-1 de New Delhi (NDM-1) (Queenan et Bush, 2007; Walsh et al., 2005 ) et il a été
signalé pour la premicre fois en 2009 dans un isolat de K. pneumoniae (Yong et al., 2009).
Ces enzymes hydrolysent tous les B-lactamines sauf l'aztréonam (Queenan et Bush, 2007;

Walsh et al., 2005 ).

Les carbapénémases de classe D, oxacillinase-48 a été identifiée initialement a partir

d’une souche de K. pneumoniae en 2003 (Poirel et al., 2003). Cette enzyme n’hydrolyse pas
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les céphalosporines de troisieme génération et son activité n’est pas inhibée par 1’acide

clavulanique (Carrér et al., 2010; Uzun et al., 2008 ).

2.1.2. Mécanismes de résistance non enzymatique aux béta-lactamines
A. Diminution de la perméabilité

La résistance aux carbapénemes chez K. pneumoniae peut résulter de la perte ou de la
modification de porines (OmpK35 et OmpK36) associées a la production de B-lactamases a
spectre étendu ou céphalosporinase de type AmpC ou a l'acquisition des geénes de résistance
codant pour les carbapénémases (Kaczmarek et al., 2006; Poirel et al., 2003; Rasheed et al.,
2008; Weldhagen et Prinsloo, 2004).

Une résistance a 1’ertapénéme par perte de porine est notée chez des souches de K.
pneumoniae productrices de CTX-M exposées a des concentrations croissantes d’ertapénéme
(Grall et al., 2011).

B. Modification de PLP

Plusieurs facteurs peuvent concourir a la résistance par modification de la cible : perte
d'affinité des PLP pour les B-lactamines par mutation ou I’acquisition des genes codant pour
des PLP a faible affinité, soit pour une hyperproduction de PLP normales. Ce type de
mécanisme de résistance reste trés rare chez K. pneumoniae (Nikaido, 1994).

2.2. Résistance aux aminosides

La résistance aux aminosides est essentiellement liée a la production d’enzymes
inactivatrices (acétylases, adénylases et phosphorylases). Les génes codant pour ces enzymes
sont présents sur des plasmides (Lin ez al., 2012; Ma et al., 2009). Ainsi que la découverte
de PARNr 16S méthylase, appartenant a la famille du géne Arm A, qui code pour des
enzymes qui empéchent les aminoglycosides de se lier a leur cible (I’ARNr 16S) (Doi et al.,
2016). Ces genes sont codés par des plasmides dans K. pneumoniae (Galimand et al., 2003),
D’autres méthylases d’ARNr 16S a médiation plasmidique connues, y compris la famille Rm¢
et la NpmA, ont également été trouvées chez K. pneumoniae (Krause et al., 2016). La
résistance aux aminosides est également associée a des modifications de la perméabilité
cellulaire en raison de modifications dans les pompes d’efflux AcrAB-TolC et KpnEF et en
raison de la perte de la porine putative, KpnO (Padilla et al., 2010).

2.3. Résistance aux quinolones
2.3.1. Résistance par mutation chromosomique

A. Mutations du géne du site cible
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Le mécanisme le plus commun de la résistance de haut niveau est due a des mutations
dans les régions de détermination de la résistance de la quinolone (QRDR) d'au moins un des
genes qui codent les cibles de ces médicaments, les topoisomérases de type II et IV (gyr4,
parC), entrainent substitutions d'acides aminés qui modifient structurellement la cible
protéine et par la suite 1'affinité de liaison au médicament de 1’enzyme (Aldred ef al., 2014;
Redgrave et al., 2014).

B. Mutations entrainant une réduction de I'accumulation de médicament

Les mutations entrainent une réduction de la concentration intracellulaire de
médicament, soit par une absorption réduite, soit par une augmentation de 1'efflux ou par une
combinaison des deux, peut conférer une résistance a la quinolone (Aldred et al., 2014;
Redgrave et al., 2014; Hooper et Jakoby, 2016). Un exemple de ces pompes sont deux
membres de MFS: KdeA (Ping et al., 2007) et KmrA qui aurait été surexprimé dans un isolat
clinique de K. pneumoniae RAM (Ogawa et al., 2006).

2.3.2. Résistance par plasmide

Cette résistance est décrite pour la premicre fois en 1998 chez une souche de K.
pneumoniae hébergeant un plasmide portant le géne gnr4 qui code pour une protéine Qnr A
(Jacoby et al., 2003) qui protege le complexe ADN-gyrase de 1’inhibition par les quinolones
(Meradi et al., 2009). Un second mécanisme a été découvert par la suite et consistait en une
acétyltransférase modificatrice des aminosides, AAC(6’)-Ib-cr. Cette variante est capable
d’acétyler I’azote non substitué du cycle pipérazine en C7 que I’on trouve dans les quinolones
telles que la ciprofloxacine, conférant ainsi une résistance aux quinolones en diminuant
I’activit¢ du médicament (Martinez-Martinez et al., 2008). Le troisiéme mécanisme est la
pompe a efflux ogxAB non spécifique (Hansen et al., 2004), qui confére un niveau de

résistance aux fluoroquinolones chez K. pneumoniae (Holt et al., 2015).

2.4. Résistance a la colistine

Des mutations spécifiques dans les génes pmrA et pmrB ont été décrites comme étant
responsables de la résistance acquise a la colistine chez K. prneumoniae (Nordmann et al.,
2016; Cannatelli er al., 2014; Olaitan er al., 2014), ont finalement conduit a des
modifications du LPS par 'addition des groupes cationiques (L-Ara4N et pEtN) (Poirel et
al., 2017). Ainsi que par des mutations dans les génes de réglementation mgrB, phoQ, et

ccrAB, qui régulent la modification des lipides A bactériens, diminuant la capacité¢ de
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I’antibiotique a interagir (Cannatelli et al., 2013; Jayol et al., 2015; Olaitan et al., 2014;
Poirel et al., 2015; Wright et al., 2015).
2.5. Résistance aux fosfomycines

Fos A est une glutathion dimérique S-transférase dépendante de Mn*' et K*, qui
catalyse 1’addition de glutathion a la fosfomycine, rendant I’antibiotique inactif (Castaneda-
Garecia et al., 2013). Cette enzyme peut étre codé par les plasmides ou les chromosomes. Le
gene Fos A a médiation plasmidique, tels que fos45 et fosA6, dont ’origine semble étre le
chromosome de K. pneumoniae (Ma et al., 2015; Guo et al., 2016).
2.6. Résistance aux nitrofuranes

Les mécanismes de résistance acquise sont mal connus :
— Résistance par mutations dans les génes nfsA4 et nfsB.
— Diminution de I’accumulation de I’antibiotique (Cambau et Guillard, 2012).
2.7. Résistance aux sulfamides

Les génes folP, sull, sul2, sul3 conférent la résistance aux sulfamides chez K.

pneumoniae (Wyres et al., 2016).
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Notre étude a été réalisé au sein du laboratoire central, service microbiologie du centre
hospitalo-universitaire de Blida, elle comporte d’une part I’isolement et 1’identification des
souches de Klebsiella pneumoniae a partir de divers prélévements provenant de patients
externes et de ceux rattachés aux différents services de I’hopital a savoir les services de
réanimation, de Centre Anti Cancer (CAC) hématologie, Oto-Rhino-Laryngologie (ORL),
orthopédie, traumatologie, chirurgie générale, neurochirurgie, hématologie, cardiologie
rééducation, CAC chirurgie et de néphrologie et d’autre part la détermination du profil de
résistance des souches isolées aux antibiotiques. Ce travail a été réalisé durant la période du 3

février au 29 avril 2019.

I. Matériel

1. Types de prélévements

Durant notre étude 1496 prélévements ont été réceptionnés au laboratoire de
microbiologie du centre hospitalo-universitaire de Blida et ont été répartis comme suit

(Tableau 2).

Tableau 2. Les types de prélévements

Types de prélévements Nombre
Urine 849
Pus 220
Sang 167
Liquide céphalo-rachidien 114
Prélevements Distal Protégé 62
Prélévements anaux 46
Cathéter 38

2. Souches de références

Les souches bactériennes utilisées comme témoins dans les tests complémentaires pour
1I’étude des profils d’antibiorésistances de K. pneumoniae sont :

s Escherichia coli ATCC 25922.

s K. pneumoniae ATCC BAA-1705: Carbapénémases positive.

¢ K. pneumoniae ATCC BAA-1706: Carbapénémases négative.
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3. Matériel non biologique

Notre matériel non biologique consiste aux différents outils de laboratoire, réactifs,

et milieux de culture cité en annexe (Annexe).

4. Liste des antibiotiques a tester
Les antibiotiques testés contre K. pneumoniae selon la recommandation du fascicule

de standardisation de I’antibiogramme a I’échelle nationale version 2014 (Tableau 3).

Tableau 3. Antibiotiques testés contre les souches de K. pneumoniae

Famille Antibiotiques testés Abréviations Charges (ng)

d’antibiotique
Ampicilline AMP 10
Amoxicilline AMX 25
Amoxicilline / acide AMC 30

Béta-lactamines clavulanique
Céfotaxime CTX 30
Céfazoline Cz 30
Céfalexine CN 10
Imipénéme IPM 10
Ertapéneme ETP 10
Quinolones Acide nalidixique NA 30
Ciprofloxacine CIP 5
Aminosides Amikacine AK 30
Gentamicine GM 15
Sulfamides Cotrimoxazole SXT 25
et associes

polypeptides Colistine CT 10
Fosfomycine Fosfomycine FOS 200
Nitrofuranes Furane FT 300
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Méthodes
1.  Conduite a tenir devant les différents prélevements

1.1. Mise en culture des prélevements

1.1.1. Les urines

La méthode utilisée est celle de KASS modifiée, elle consiste a préparer une dilution
en mettant 0,1 ml d’urine bien mélangée dans 9,9 ml d’eau distillée stérile a 1’aide d’une
pipette calibrée a 0,1 ml ; puis 0,1 ml de cette dilution est ensuite aussitot étalée sur une
gélose nutritive avec un rateau préalablement stérilisé. Cette étape sert a numéroter les
bactéries. On ensemence parallelement 1’urine non diluée par stries sur un milieu sélectif BCP
(bromocrésol pourpre), ce milieu permet I’isolement des bactéries non exigeantes (Djennane
et al., 2009).

e Incubation : dans I’é¢tuve a 37°C pendant 18 a 24 heures.
v Lecture
La numération se fait selon la formule de KASS :
N=n.10?.10 bactérie/ml
Ou: n : Nombre de colonie sur la boite
10? : Inverse de la dilution
10 : Inverse de I’inoculum
1.1.2. Hémoculture

Il existe deux systeme ; le systéme classique qui comporte les anciens flacons et le

systéme automatisé avec les nouveaux flacons.

La mise en culture de sang différe selon le type de flacon, les anciens flacons sont

incubés a 37°C pendant 18 a 24h. Puis sont ensemencés par stries sur milieu BCP sous hotte.
e Incubation : dans I’é¢tuve a 37°C pendant 18 a 24 heures.

Tandis que les nouveaux flacons on les mets directement dans l'appareil BD BACTEC™

FX40.
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e Incubation : pendant 5 jours, sauf pour les prélévements qui proviennent du service

cardiologie I’incubation est de 7 jours.
v Lecture

L'appareil avertit de toute hémoculture positive grace a une alarme rouge visuelle et/ou
sonore dans ce cas on fait une culture sur milieu BCP. Une alarme verte indique que

I'hémoculture est négative (Denis et al., 2016).

1.1.3. Liquide céphalo-rachidien et Cathéter

L’ensemencement consiste a prendre 0,1ml (2 gouttes) de prélévement et les déposés
dans le milieu d’enrichissement bouillon BGT, et sur I’extrémité de milieu BCP ; a partir de

ce dépot des stries serrées ont été réalisées.
¢ Incubation : dans I’é¢tuve a 37°C pendant 18 a 24 heures.
1.1.4. Pus, Prélevements Distal Protégé, Prélévements anaux

Les prélevements ont été¢ réalisés par écouvillonnage, les écouvillons recus sont
introduits dans un tube contenant du bouillon d’enrichissement BGT, apres en déchargeant en
stries condensées, ces écouvillons sur la moitié¢ de la surface des boites gélosées de milieu

BCP, Puis on ensemence par stries a 1’aide de pipette Pasteur.
e Incubation : dans I’¢étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures.
1.2. Identification de Klebsiella
L’identification est réalisée selon les étapes suivantes :
1.2.1. Examen macroscopique des colonies

L’étude macroscopique des colonies consiste & noter les caractéres suivants: taille,
couleur ou pigmentation, forme, aspect de surface, aspect des bords de colonies, consistance,
opacité.

1.2.2. Examen microscopique
Il consiste a observer la morphologie des cellules bactériennes et leurs modes de

regroupement apres coloration de Gram au microscope optique (GX100).
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1.2.3. Coloration de Gram

v' Technique

La coloration de Gram se déroule en plusieurs étapes :
A. Préparation d’un frottis

- Déposer sur une lame propre une goutte d’eau physiologique puis prélever a I’aide d’une

pipette Pasteur une fraction d’une colonie isolée.

- Réaliser le frottis de fagon a obtenir un étalement mince et homogene.
- Sécher a D’air libre puis fixer le frottis par 3 passages rapides et brefs de la lame au-dessus
d’une flamme d’un Bec Bunsen (frottis situé sur le dessus).
B. Etapes de la coloration différentielle de Gram
- Recouvrir la lame de violet de gentiane pendant 1 minute.
- Rejeter le violet de gentiane et recouvrir de lugol pendant 1 minute.
- Rejeter le lugol, décolorer a 1’alcool 95° pendant 5 secondes et rincer immédiatement a
I’eau.
- Recouvrir la lame de fuchsine diluée 1/10 pendant 1 minute puis rincer.
- Sécher a la chaleur et examiner a I’immersion (Denis et al., 2011).
v Lecture

La lecture se fait au grossissement x 100 avec une goutte d’huile a immersion. K.
pneumoniae et les autres entérobactéries apparaissent colorées en rose (Gram négatif).
1.2.4. Recherche de la catalase
v Principe

Il permet de mettre en évidence une enzyme capable de catalyser la dégradation du

peroxyde d’hydrogene (H203), sous forme d'oxygene gazeuse selon la réaction suivante :

2H> Oy wmep  2H,0+0 >

v" Technique

A partir d’un milieu solide et aérobie, prélever une quantité¢ suffisante de culture a
I’aide d’une pipette Pasteur et la mettre en suspension dans une goutte d’eau oxygénée
déposée sur une lame propre.

v" Lecture
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La présence de la catalase est marquée par la formation immédiate des bulles d’O», ce
qui est le cas des entérobactéries (Prince, 2009).

1.2.5. Test de ’oxydase

v Principe

Il permet de mettre en évidence la production d’une enzyme « la phényléne diamine
oxydase » par la bactérie ; cette enzyme est capable d’oxyder un réactif : le N diméthyl
paraphényléne diamine. Dans le cas des entérobactéries, bactéries non productrices
d’oxydases, le test doit étre négatif.

v" Technique

Déposer un carré de papier filtre et I’imbiber d’une solution de réactif. A 1’aide d’une
pipette Pasteur, on écrase une colonie de germes a étudier sur ce papier.
v Lecture

La réaction positive a I’oxydase se traduit par I’apparition d’une coloration violette a
I’endroit ou la colonie a été déposée (Prince, 2009).
1.2.6. Identification biochimique

Cette Identification est faite selon deux méthodes selon la disponibilité des moyens au
laboratoire.
A. Galerie classique

» Préparation de la suspension bactérienne

A partir d’une culture pure de 18 a 24 h on racle a I’aide d’une pipette Pasteur stérile
quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques. On décharge la pipette dans 5 a 10
ml d’eau physiologique stérile a 0,9 %. On homogénéise la suspension bactérienne, son

opacité doit étre équivalente a 0,5 MF déterminée a 1’aide d’un densitometre.
» Inoculation de la galerie :

A T’aide d’une pipette Pasteur, les tubes sont remplis par la suspension bactérienne
déja préparée en évitant d’introduire les bulles d’air, I’incubation se fait a 37°C pendant 18 a
24 h.
=  Milieu Clark et Lubs
v Principe
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A partir du milieu de Clark-Lubs contenant de 1'acide pyruvique, la formation d'acide
acétique (la formation d'acétoine ou acétyl-méthylcarbinol « réaction de Voges-Proskauer »
[VP]) est étudié.

v" Technique

On met quelques gouttes de la suspension bactérienne dans le bouillon Clark-Lubs.
v’ Lecture

Aprées incubation, on ajoute 5 gouttes de VP1 et 5 gouttes de VP2 ; on fait la lecture

apres 10 minutes, une couleur rose ou rouge indique une réaction positive (Denis ez al., 2016).

= Milieu Triple-Sugar-Iron

v’ Principe

Le milieu TSI est un milieu d’identification rapide pour les entérobactéries, permet de
mettre en évidence la fermentation du glucose (avec ou sans dégagement gazeux), du lactose,

du saccharose et la production de H»S.
v" Technique

On ensemence a I’aide d’une pipette Pasteur en stries serrées la pente de la gélose

puis par piqire centrale le culot.
v Lecture

La fermentation du glucose se traduit par le virage du culot au jaune, et la production

de gaz se traduit par la formation de bulles de gaz dans la gélose ou le décollement de celle-ci.

La fermentation du lactose et/ou du saccharose se traduit par le virage au jaune de la

pente.
Production du HzS se traduit par noircissement au niveau du culot.

=  Milieu citrate de Simmons

v’ Principe

Le milieu citrate de Simmons est utilisé pour I’identification des bacilles & Gram

négatif. Il permet de rechercher I’utilisation du citrate comme seul source de carbone.

v" Technique
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L’ensemencement se fait a I’aide d’une pipette Pasteur par des stries longitudinales de

la pente.
v' Lecture

L’utilisation du citrate de Simmons se traduit par un virage de couleur du vert au bleu
qui signifie qu’il y a eu une alcalinisation du milieu et que la bactérie posséde un citrate

perméase plus 1’apparition des colonies sur le milieu.

=  Milieu urée-indole

v’ Principe

C’est un milieu complexe qui fournit un ensemble de résultats utiles pour la

différenciation des entérobactéries. Il permet de rechercher :
s L’uréase

En présence de cette enzyme, les bactéries uréolytiques peuvent transformer 1’urée en
ammoniac et en carbonate d’ammonium qui alcalinise le milieu, et qui fait virer 1’indicateur

coloré de pH (le rouge de phénol) du jaune au rouge-rose en milieu basique.

% La tryptophanase
Apres addition du réactif de Kovacs : le diméthylamino- 4-benzaldéhyde contenu dans
le réactif de Kovacs réagit avec I'indole, produit de 1'activité de la tryptophanase, et forme un

anneau coloré en rouge a ’interface du tube.

+ La tryptophane désaminase
La tryptophane désaminase (TDA) est une enzyme qui dégrade le tryptophane en

acide indole-pyruvique et NHs .
v" Technique

L’ensemencement se fait au moyen d’une pipette Pasteur par 1’ajoute de quelques

gouttes de la suspension bactérienne dans le milieu urée-indole.
v Lecture

% L’hydrolyse de ’urée
Le virage de la couleur de I’orange vers le rouge ou le rose violet signifie qu’il y a eu

une alcalinisation du milieu et que la bactérie possede une uréase.
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¢ La tryptophanase
Apres addition du réactif de Kovacs, 1’apparition d’un anneau rouge a ’interface du

tube montre que la bactérie est indole positif (Denis et al., 2016).

¢ La Tryptophane désaminase

L'acide indole-pyruvique est mis en évidence grace a la coloration brune caractéristique.

=  Milieu MEVAG (Milieu d’étude de la voie d’attaque des glucides)

v Principe

Les bactéries peuvent utiliser les glucides selon deux voies. La voie fermentative se
déroule en absence d'oxygene et les catabolites acides, entrainent une diminution du pH du
milieu. Par voie oxydative, l'oxygene est utilisé et peu de catabolites acides sont formés.
v" Technique

Deux tubes de MEVAG sont régénérés a 45°C pour ¢éliminer 1’oxygene. Les milieux
sont ensuite refroidis complétements et ensemencés par piqlre centrale. L'un des deux tubes
est recouvert de vaseline.

v" Lecture

Culture positive et acidification dans les deux tubes: métabolisme fermentatif (par
exemple entérobactéries) (Denis et al., 2016).
= Recherche de décarboxylases (LDC, ODC, ADH)
v Principe

Les décarboxylases sont des enzymes qui décarboxylent les acides aminés en formant

’amine correspondante avec dégagement de CO,, trois décarboxylases sont fréquemment

recherchées :

- la lysine — décarboxylase ou LDC (lysine — cadavérine)
- Pornithine — décarboxylase ou ODC (ornithine —putrescine)

- ’arginine — arginine dihydrolase ou ADH (arginine — agmatine et ornithine)
v" Technique

Les milieux LDC, ODC et ADH sont ensemencés par addition de 2 a 3 gouttes de la
suspension bactérienne puis sont recouverts avec l'huile de vaseline pour procurer une

anaérobiose.
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v" Lecture

La lecture des résultats s'effectue apres incubation a 37°C pendant 18 a 24 h.

Dans le cas ou le milieu vire en jaune il y a eu acidification du milieu liée a
I’utilisation du glucose mais il n’y a pas eu réalcalinisation ; le substrat (arginine, lysine ou
ornithine) n’a donc pas été¢ dégradé. Et dans le cas ou le milieu vire en violet il y a eu
acidification du milieu liée a la fermentation du glucose puis il y eu réalcalinisation du milieu
liée a la dégradation du substrat (arginine, lysine ou ornithine) par la bactérie (Denis et al.,

2016).
B. Identification par galerie API 20 E
v Principe

La galerie API 20 E Bio M¢érieux (Appareillage et Procédé d’Identification) est un
systeme standardisé pour l'identification des Enterobacteriaceae et autres bacilles a Gram
négatif non fastidieux, comprenant 20 tests biochimiques miniaturisés, ainsi qu'une base de
données. Elle comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Les microtubes
sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les tests. Les réactions
produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou
révélés par l'addition de réactifs.

v" Technique

» Préparation de la galerie

- 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 atmosphere humide
- Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite
- Sortir la galerie de son emballage
- Placer la boite dans la boite d’incubation
» Préparation de I’inoculum

L’inoculum est préparé de la méme fagon que la suspension utilisée pour 1’inoculation

de la galerie classique.

» Inoculation de la galerie
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- 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 coté

de la cupule en inclinant Iégerement la boite d’incubation vers 1’avant)
- Pour les tests CIT, VP, GEL, remplir tubes et cupules
- Pour les autre testes, remplir uniquement les tubes (et non les cupules)

- Pour créer une anaérobiose on remplit d'huile de paraffine les cupules des trois tests

soulignés (GLU, ADH, URE).

- Refermer la boite d’incubation
- Incubation a 37°C pendant 18-24 H
> Lecture de la galerie

- Apres I’incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de lecture

(Annexe) et 1'identification est obtenue a 1'aide d'un logiciel.
- Révéler les tests nécessitant 1’addition de réactifs :

e Test TDA : ajouter 1 goutte de réactif TDA une couleur marron-rougeatre

indique une réaction positive a noter sur la fiche de résultats

e Test IND : ajouter 1 goutte de réactif JAMES une couleur rose diffusant dans

la cupule indique une réaction positive

e Test VP : ajouter 1 goutte des réactifs VP1 et VP2, attendre au minimum 10

minutes, une couleur rose ou rouge indique une réaction positive

2. Antibiogramme
L’étude de la sensibilit¢ de K. pneumoniae aux différentes familles d’antibiotiques a été
réalisée par la méthode de 1’antibiogramme par diffusion des disques d’antibiotiques sur la

g¢lose Mueller-Hinton.

2.1. Préparation de I’inoculum
L’inoculum est préparé de la méme fagon que la suspension utilisée pour 1’inoculation

de la galerie classique.
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2.2. Ensemencement

On ensemence les boites par la méthode d’écouvillonnage. On trempe un écouvillon
stérile dans I’inoculum, puis on I’essor en le pressant fermement contre la paroi interne du
tube. On frotte I’écouvillon sur la totalit¢ de la surface de la gélose, de haut en bas en stries
serrées. On répete I’opération deux fois en tournant la boite de 60° a chaque fois. On finit

I’ensemencement en passant I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

2.3. Application des disques d’antibiotiques

La liste d’antibiotique est indiquée dans le tableau (page21). A 1’aide d’un applicateur
de disques d’antibiotiques, on dépose les disques sur la gélose. Les disques ne sont pas
déplacés aprés leur application. Les deux antibiotiques Amoxicilline/acide—clavulanique
(AMC) et Céfotaxime (CTX) ont été déposés dans la méme boite pour vérifier la présence ou

I’absence d’une synergie.

e Conditions d’incubation

L’incubation des boites est réalisée dans 1’étuve a 37°C pendant 18 a 24h.

2.4. Lecture

On mesure avec précision les diametres des zones d’inhibition a 1’aide d’un pied a
coulisse ou d’une régle, puis on compare les résultats obtenus aux valeurs critiques figurant
dans les tables de lecture correspondantes (Annexe). En plus on vérifie la présence ou
I’absence d’une image de synergie ou bouchon de champagne entre les deux disques
d’antibiotiques AMC et CTX ce qui signifie la production ou non des enzymes BLSE. Selon
les recommandations de CLSI, les bactéries sont classées dans 1'une des catégories : sensible

(S), résistante (R) ou intermédiaire (I).
3. Tests complémentaires de I’antibiogramme

La recherche de la métallo-carbapénémase a été systématique chez les souches

résistantes et/ou de sensibilité réduite a I'imipéneéme.
3.1. Détection des métallo-carbapénemases

3.1.1. Testa’EDTA
v’ Principe
Ce test consiste a rechercher la métallo-carbapénemase, inhibées par ’EDTA. Ces

enzymes conférent la résistance aux pénicillines, aux carbapénémes et aux C3G (céftazidime).
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v" Technique
La recherche de la métallo-carbapénemase est faite dans les conditions standard de
l'antibiogramme, puis on place les disques d'antibiotique comme suit: deux disques
d’imipénéme (IMP) disposés a une distance de 20 a 30 mm sur les boites de Pétri.
On dépose 4 pul d’une solution d’EDTA sur un des disques d’imipénéme et on incube
pendant 18-24 heures a 37°C.
v" Interprétation
On compare le diamétre d’inhibition obtenu auteur d’un disque IMP+EDTA avec celui
d’un disque d’imipénéme seul. EDTA inhibe I’enzyme entrainant une augmentation du

diamétre d’inhibition du disque IPM+EDTA par rapport au disque IMP seul (CLSI 2014).

3.1.2. Le test de Hodge (test tréfle)
v Principe
Ce test consiste a détecter des métallo-carbapénemases qui donnent une synergie
d’activité enzymatique entre une souche productrice de carbapénémase et une souche sauvage
de référence sensible.

v" Technique

On prépare une suspension bactérienne de la souche révélatrice (sensibles a la
carbapénéme) : E. coli ATCC 25922, a 0,5 MF dans 5 ml d'eau physiologique et on dilue cet
inoculum au 1/10°™ (0,5 ml de la suspension de 0,5 MF + 4,5 ml d'eau physiologique). On
ensemence une gélose Mueller-Hinton par écouvillonnage et on laisse sécher 3 a 5 mn. Aprées
on dépose un disque d’imipénéme au centre de la boite et on ensemence en stries radiales (du
centre a la périphérie de la boite) la souche a tester, et avec les deux souches de référence (K.
pneumoniae ATCC BAA-1705 : carbapénemase positive) et K. pneumoniae ATCC BAA-
1706 : carbapénémase négative). On incube a 37°C pendant 18 a 24 heures.

v Lecture

Un test de Hodge est considéré positif quand Escherichia coli ATCC 25922
ensemencée par écouvillonnage sur toute la surface du milieu Mueller-Hinton va pénétrer et
croitre dans le diametre d'inhibition au contact d'une souche productrice de métallo-
carbapénémase, en donnant un aspect d'invagination de la culture. Cette déformation du
diamétre a ’intersection entre une strie et la culture d’E. Coli ATCC 25922 signe la présence
d'une hydrolyse des carbapénémes par la souche testée. Le test est considéré négatif quand il
n'y a aucune modification du diamétre d'inhibition d'Escherichia coli ATCC 25922 au contact

des souches étudiées (CLSI 2014).
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Résultats

1. Diagnostic microbiologique
1.1. Résultats de I’isolement

Durant notre travail au laboratoire central du service microbiologie du centre
hospitalo-universitaire de Blida, du 3 février jusqu’au 29 avril 2019, 1496 prélévements ont
¢té analysés. Aprés mise en culture et incubation pendant 18 a 48h, nous avons obtenu 1084

cultures négatives et 412 cultures positives soit 72% et 28% respectivement (Figure 12).

M culture positive

i culture négative

Figure 12. Les taux de cultures positives et cultures négatives

1.1.1. Résultats de I’étude morphologique
L’examen macroscopique des cultures a montré des colonies souvent trés muqueuses
parfois filantes, larges, luisantes, avec une couleur blanchatre (Fauchere et Avril, 2002)

(Figure 13), celles-ci ont fait ’objet d’une coloration de Gram.

BCP Gélose nutritive

Figure 13. Aspect des colonies sur les milieux d’isolement
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L’examen microscopique apres coloration des colonies par la coloration différentielle
de Gram a révélé les caractéristiques micro-morphologiques de Klebsiella pour certaines
colonies, a savoir la présence de bacilles ou diplobacilles colorés en rose. Donc ce sont des
bacilles a Gram négatif (Gueye, 2007).

1.1.2. Etude biochimique

Les tests enzymatiques effectués sur les colonies bactériennes, identifiées d’une maniére
présomptive comme Klebsiella (sur la base de la caractérisation morphologique et coloration
de Gram), ont révélé une réaction négative a I’oxydase (oxydase -) (Annexe) et positive a la
catalase (catalase +) (Annexe). L’ensemble des souches présentant ces caractéristiques, ont
¢été identifiées par la galerie API 20 E ou galerie classique (Annexe). Aprés lecture,
codification des résultats et leur interprétation par le logiciel API 20 E, 77 souches ont été
rattachées a K. pneumoniae.
2. Taux de K. pneumoniae dans les prélévements

Parmi les 412 bactéries isolées, 18,69 % (soit 77 souches) sont des K. pneumoniae,
tandis que 81,31 % (soit 335 souches) appartiennent a d’autres especes bactériennes (Figure

15).

M K.pneumoniae

i autres espéces
bactériennes

81,31%

Figure 14. Le taux d’isolement de K. pneumoniae par rapport a d’autres espeéces bactériennes

2.1. Répartition des souches de K. pneumoniae selon la nature des prélévements

Les 77 souches de K. pneumoniae ont été isolées a partir d’'une grande variété¢ de
prélévements cliniques. Nous avons constaté leur présence dans la majorité des prélévements,
principalement urinaires avec un taux de 24,67%, suivi du pus et les prélevements distal

protégé avec un taux de 20,77%, et du sang avec un taux de 19,48%, les prélévements anaux
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avec un taux de 9,09%, Liquide céphalo-rachidien et Cathéter avec un taux de 2,59%.

(Tableau 4, Figure 16).

Tableau 4. Répartition des souches de K. pneumoniae selon la nature des prélévements

Nature des prélevements Nombre de souches de K. pneumoniae
Urine 19
Pus 16
Prélévements Distal Protégé 16
Sang 15
Prélévements anaux 7
Cathéter 2
Liquide céphalo-rachidien 2
2,50% 2% 4 Urine
M Pus
, 24,67¢ )
/ % M Prélévements distal
rotégé
19,48% profeg
1 Sang
M Prélevements
anales
M Cathéter
M Liquide céphalo-
rachidien

Figure 15. Répartition des souches de K. pneumoniae selon la nature des prélévements

2.2. Répartition des souches de K. pneumoniae selon les services
Nous avons isolés 19 souches chez les patients externes (soit 24,7 %) et 58 souches

chez les patients hospitalisés (soit 75,3%). Parmi les souches isolées en milieu hospitalier, le
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service de réanimation médicale occupe la premiere place avec 36,36% des souches isolées,
suivi par le Centre Anti-Cancer(CAC) hématologie avec 11,7%, le service Chirurgie générale
avec 5.2%, Traumatologie avec 3,9%, orthopédie, néphrologie, Oto-Rhino-Laryngologie
(ORL), rééducation, CAC chirurgie, hématologie avec 2,59% et cardiologie, neurochirurgie
avec 1,30% (Tableau S, Figure 17).

Tableau 5. Répartition des souches de K. pneumoniae par service

Taux de souches
Le nombre de souches
Origine des prélévements de K.pneumoniae(
de K. pneumoniae
OA))
Réanimation
28
médicale
Centre Anti-
Cancer 9
Hématologie
Chirurgie
4
générale
Traumatologie 3
Orthopédie 2
Hépital Néphrologie 2 75,30%
Oto-rhino- 5
laryngologie
Rééducation 2
Centre Anti
Cancer 2
Chirurgie
Hématologie 2
Cardiologie 1
Neurochirurgie 1
Externe 19 24,7
Total 77 100
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Figure 16. Répartition des souches de K. pneumoniae par service

3. Profil de résistance de K. pneumoniae aux antibiotiques

3.1. Résultat de I’antibiogramme
Toutes les souches de K. pneumoniae ont été testées vis-a-vis de 16 molécules

d'antibiotiques appartenant a 7 familles différentes (Figure 18).

Figure 17. Résultat de test de I’antibiogramme

AMP : Ampicilline, CTX : Céfotaxime, AMC: Amoxicilline + acide clavulanique, CZ : Céfazoline,
CT: Colistine, ETP : Ertapénéme, SXT: Cotrimoxazole, NA : Acide nalidixique, AK : Amikacine,
CIP: Ciprofloxacine, CN :Céfalexine, FOS : Fosfomycine, FT : Furane.
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Selon les résultats des antibiogrammes, les souches de K. pneumoniae étudiées
présentent une résistance plus ou moins importante vis-a-vis la famille des béta-lactamines.
La résistance étant totale vis-a-vis de ’ampicilline, et de ’amoxicilline, et de (72,72%) vis a
vis de I’amoxicilline / acide clavulanique. Concernant la céfazoline et le céfotaxime, ces
derniers présentent des taux de résistance respectivement de (70, 12%) et de (69,73%), par
contre pour I’imipénéme, ce taux est de (22,22 %) et pour, I’ertapénéme il est de(15,38%)

suivi par une faible résistance (5,88 %) a la Céfalexine (Figure 19).

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Taux de souches résistantes (%)

AMX AMP AMC Cz CTX IPM ETP CN
Antibiotiques

Figure 18. Taux de résistance de K. pneumoniae aux béta-lactamines

AMX: Amoxicilline, AMP : Ampicilline, AMC: Amoxicilline + acide clavulanique, CZ : Céfazoline,
CTX : Céfotaxime, IPM : Imipéneme, ETP : Ertapénéme, CN : Céfalexine.

Concernant les autres classes d’antibiotiques, un taux de (77,77%) est noté pour le
furane. Pour les aminosides, le taux de résistance le plus important est noté contre la
gentamicine (57,37%) suivi de I’amikacine (29,23%). Pour les quinolones, les souches de K.
pneumoniae présentent des taux de résistances respectivement de (55,26%) pour 1’acide
nalidixique et de (54,66 %) pour la ciprofloxacine. Pour le cotrimoxazole est de (66,23%)
suivi par une tres faible résistance contre la fosfomycine (5,26%) et la colistine (1,36 %)

(Figure 20).
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Figure 19. Taux de résistance de K. pneumoniae aux autres classes d'antibiotiques

FT : Furane, SXT: Cotrimoxazole, GM: Gentamycine, NA : Acide nalidixique, CIP: Ciprofloxacine,
Ak : Amikacine, FOS : Fosfomycine, CT : Colistine.

4. Résultats des tests complémentaires de I’antibiogramme
Les tests complémentaires de I’antibiogramme ont révélé phénotypiquement deux
mécanisme de résistances enzymatiques chez les souches de K. pneumoniae testées : béta-

lactamases a spectre étendu, métallo-carbapénémases (Tableau 6).

La production de BLSE a été observée pour les 31 souches (soit 40,25%) de K.

pneumoniae.

Les tests phénotypiques EDTA et HODGE ont permis de mettre en évidence 1’enzyme
métallo-carbapénémase produite par 14 souches (soit 18,18%) (Figure 21,22).

Figure 20. Résultat du test a ’EDTA (résultat positif)
IMP : Imipénéme, EDTA : Ethylénediaminetétraacétique
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Figure 21.Résultat du test Hodge (résultat positif)

K.P +: K. pneumoniae (Carbapénémases positivet+), K.P-: K. pneumoniae (Carbapénémases

négative-), K. P : souche de K. pneumoniae a tester .

Tableau 6. Phénotypes de résistance de K. pneumoniae

BLSE + Métallo- carbapénémase+
Souches S311
BLSE+ Métallo- carbapénémase -
Souches | S682,S769, S1015, S1032, S342, S357, S360, S413, S475, S500, S680, S682,

S1287, S181, S201,S202,
S273, S319,S359, S360,
S362,5379,5402,5403,5456,S
549,5595,5611,5641,S96,S12
1,S125,S147,S161,S197,5257
,5261 et S32

S717, S769, S941,S1015, S1032, S1143, S1203,
S1209, S1240, S1241, S1287, S181, S201, S202. ,
S224, S254, S260, S268, S273, S319, S340, S359,
S362, S365, S379, S381, S402, S403, S456, S457,
S490, S542, S549 S573, S595, S611, S633, S641,
S653, S96, S121, S125,S147,S161, S189, S197,
S227, S257, S261, S272, S274, S106, S132, S32
et S40.

BLSE Non déterminé par le test

double disque

Métallo- carbapénémase+

Souches

S342, S357, S413, S475,
S680,S1143, S1203,
S1209,S1240,S1241,
S181,5224, S254,S260,
S268,5340 S365, S381,S398,
S427, S446, S457, S458,
S488, S490,5495, S522,
S542, S557,5558, S573,5633,
S653, S673,596,S161, S169,
S189, S192, S193, S197,
S227, 8272, 8274, S106,S32 .

S 398, S427, S446, S458, S488,
S495, S522, S557, S558, S673, S169, S192 S193
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Discussion

Au cours de notre étude, nous avons analysé¢ 1496 prélevements, dont 28% se sont
révélés positifs. Parmi les 412 prélévements positifs, nous avons isolé¢ 77 souches de K.
pneumoniae, ce qui correspond a une fréquence de 18,69%. Des taux relativement similaires
ont été trouvés par Hamze et al. (2003) (23,7%), Ben moussa (2016) (23,28%), Daffe (2018)
(16,91%). Cependant, une prévalence largement inférieure a nos résultats a été signalée par
Fayolle-Pivot ef al. (2014) (3%). Les souches de K. pneumoniae ont été isolées de différents
types de préléevements analysés, en particulier ceux provenant des patients hospitalisés avec
une fréquence de 75,30%. Les 24,7% restant proviennent des malades externes mais ayant
récemment séjournés a 1’hopital, ce qui confirme le caractére nosocomial des infections a K.
pneumoniae (El Rhazi et al., 2007; Nejjari et al., 2000).

Globalement le profil bactériologique des isolats est marqué par une prédominance de
K. pneumoniae provenant du service de réanimation médicale (36,36%) par rapport aux autres
services, cela est dii & I'immunodépression des patients hospitalisés. Une étude réalisée a
I’hopital universitaire de Constantine a montré que 34,7% des souches de K. pneumoniae
proviennent également des services de réanimation, Arafa et al. (2009).

Les prélévements urinaires sont montrés la présence de cette bactérie avec une
fréquence de (24,67 %). Nos résultats concordent avec 1’étude réalisée par El-Badawy et al.
(2017) et Arafa et al. (2009) qui notent la présence de K. pneumoniae avec (25,08%)
et (25,2%) respectivement.

Le pus et le prélévement distal protégé sont la seconde source de K. pneumoniae avec
un taux similaire de 20,77%. La plupart de ces prélévements proviennent des patients
hospitalisés. Nos résultats corroborent avec I’étude de Kumar (2013) qui a révélé la présence
de K. pneumoniae dans 21,1 % des prélevements de pus. Cependant, Arafa et al. (2009),
montrent un taux de 46,5%, ce taux est nettement supérieur a celui que nous avons trouvé
dans notre étude.

En ce qui concerne le prélévement distal protégé, un taux inférieur a celui que nous
avons obtenu a été révélé par Kabil (2018) soit (12,5%) contre 20,77%.

Le sang vient en troisiéme position avec un taux de 19,48 %, ce taux est supérieur a
celui trouvé par Aljanaby et Alhasani (2016) (13,63%) et Nepal et al. (2017) (7,7%).

K. pneumoniae peut étre aussi la cause des bactériémies liée au cathéter avec un taux
de 2,59%. Nos résultats concordent avec ceux obtenus par Ferreira et al. (2018) soit (4%). Par

contre I’étude réalisée par Gahlot et al. (2014) montre un taux de 8%.
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Nous signalons que 2,59 % des souches de K. pneumoniae ont été isolées du LCR.
Cependant, les résultats obtenus par Qadeer et al. (2016) montrent qu’aucune souche n’a été
isolée a partir de LCR.

Le profil de résistance aux antibiotiques des souches de K. pneumoniae isolées a été
déterminé par la technique de 1’antibiogramme vis-a-vis del6 antibiotiques.

Les résultats que nous avons obtenu montrent que toutes les souches étudiées sont
résistantes a ’ampiciline et & ’amoxiciline, avec un taux de résistance de 100%, ces résultats
sont donc en parfait accord avec les résistances naturelles de ces bactéries mentionnées par
Gavar et Briffaud (2009) et Labani (2016).

Nos résultats montrent également, que la fréquence de résistance de K. pneumoniae a
I’association amoxicilline-acide clavulanique est de I’ordre de 72,72%, ce qui est similaire
aux résultats obtenu par Tony Jonan (2014) (66,7%). Le céfazoline présente un taux de 70,12
%, ce taux se rapproche de celui obtenu par Sekhri-arafa (2011) (73,07%). Concernant le
céfotaxime, ce dernier présente un taux de résistance de 69,73% comparable au taux trouvé

par Arafa et al. (2009) soit 67%.

Les carbapénemes représentent la derniere ligne de défense dans 1I’armement antimicrobien
contre les infections sérieuses ou invasives (Arafa et al., 2009). Une activité¢ de 'imipénéme a
¢té notée dans notre étude avec une résistance de 22,22%. Ce résultat est trés différent de
celui de Guillermo ef al. (2013) ou un taux de résistance de 4,3 % a été révélé en 2013. Shahi
et al. (2019) ont obtenu un taux de 31,7%, ce taux est plus ou moins similaire a celui que nous
avons obtenu. La résistance a 1’ertapénéme est de ’ordre de 15,38%. Cependant, 1’étude
d’Ali Abdel Rahim et Ali Mohamed (2012) a révélé un taux bien plus supérieur a celui que
nous avons obtenu soit 46,16%.

L’¢étude réalisée par Nepal et al. (2017) a révélé une résistance au céfalexine avec un
taux de 94,9 %, ce qui est nettement plus €élevé a celui trouvé dans notre étude (5,88%).

En ce qui concerne le nitrofurane, K. pneumoniae présente un taux de résistance de77,
77%. Ce résultat se rapproche de celui de Shanmugam et al. (2016), qui rapportent un taux
de résistance de 64,4%.

Pour la cotrimaxazole, les souches de K. pneumoniae présentent un taux de résistance

de 66,23 % comparable au taux obtenu par Shahi et al. (2019) (69,2%).

Concernant les aminosides, on assiste a I’émergence d’une résistance importante pour

la gentamicine avec 57,37%, cette valeur est proche a celle trouvée par Pandeya et al. (2017)
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(60%). La résistance a I’amikacine, est de 29,23%. Ce taux est similaire a celui trouvé en Iraq
(28,12%) (Aljanaby et Alhasani, 2016).

Notre travail montre que la résistance des souches de K. pneumoniae aux quinolones
atteint un taux de 55,26% a I’acide nalidixique. Nos résultats se rapprochent a ceux obtenus
par I’étude menée par Ben Moussa (2016) qui montre un taux de résistance de 53,85%. La
ciprofloxacine présente un taux de 54,66 %. Ce qui concorde avec celle de Ghazal et al.
(2017) (53,3%) par contre ce taux est largement inférieure a celle trouvée au Cameroun et qui

est de 13.64% (Ndip et al., 2001).

Nos souches ont montré un faible taux de résistance a la fosfomycine et a la colistine
soit (5,26%) et (1,36%) respectivement, ce résultat semble étre proche a celui de Daffe (2018)
(6,25%) et de Kabil (2018) (3,37%).

Dans notre étude 31 souches de K. pneumoniae (soit 40,25%) produisent des béta-
lactamases a spectre étendu (BLSE). Nos résultats sont trés proches de ceux trouvés par
Tahou (2017) et Saye (2011), 41% et 43,4% respectivement. Selon le réseau national de
surveillance des bactéries résistantes en Algérie, en 2017, la production de BLSE a été
estimée a 48,53 % et que le nombre de souches de K. pneumoniae productrices des béta

lactamases a spectre étendu (BLSE) est augmenté (Benslimani et al., 2017).

Notre travail révele que 14 souches de K. pneumoniae (18,18%) sont productrices de
métallo béta-lactames. Ce taux est similaire a celui trouvé par Bora et al. (2014) (21,08 %).

Cependant, 1’étude réalisée par Deshmukh et al. (2011) montre un taux de 31,6%.
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Conclusion

La résistance bactérienne aux agents antimicrobiens est un probléme d'importance
croissante en pratique médicale. La dissémination des bactéries résistantes est a I'origine d'une
augmentation considérable de la mortalité, ainsi que du colt des traitements. Parmi les
bactéries multirésistantes (BMR), Klebsiella pneumoniae est la plus redoutable car elle est
productrice de béta-lactamases et posseéde d'autres mécanismes de résistance a de nombreux
antibiotiques.

Notre travail nous a permis d’isoler soixante dix sept souches de K. pneumoniae a
partir de divers prélevements pathologiques au niveau du CHU de Blida. Cette espece est
isolée avec une fréquence plus au moins importante. La majorité des souches proviennent des
prélévements urinaires des patients externes et de pus et de prélévement distal protégés des
patients hospitalisés dans le service de réanimation.

L’¢évaluation de I’antibiorésistance des souches isolées aux antibiotiques recommandés
pour le traitement des infections a K. pneumoniae a révélé une diminution de 1’efficacité de la
majorité des molécules testées. Nous notons une résistance importante aux trois f-lactamines
(Amoxicilline + acide clavulanique, Céfazoline, Céfotaxime) testées par toutes les souches
isolées. Cela est di a la production de différentes enzymes qui dégradent ces molécules. Par
ailleurs, le céfalexine, I’ertapénéme, I’imipénéme, la colistine et le fosfomycine restent les
molécules les plus actives.

La mauvaise application des mesures préventives ainsi que la dispensation libre des
antibiotiques seraient incriminées dans 1’augmentation de la résistance. Alors qu’elles étaient
limitées a 1’environnement hospitalier, ces bactéries multirésistantes sont devenues un
probléme majeur d’infections communautaires.

Ainsi, une politique de surveillance réguliére de la résistance aux antibiotiques doit
étre mise en place dans les centres de santé afin de limiter I’émergence des BMR en Algérie.

De méme que la prescription et ’'usage des antibiotiques devraient étre repensés.
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Annexe

Tableau 1. Matériels non biologique

1-Matériel et appareils non électriques
Becs benzen

Blouse pour laboratoire

Boite de Pétri 9cm de diametre
Compresse

Ecouvillons médical

Gants Peha-taft classic

Lames et lamelles

Pied a coulisse

Pince métallique

Pipettes Pasteur

Poire

Portoir a tubes

Tubes stériles

2- Appareils électriques

Hotte

Etuve bactériologique ou incubateur a
température réglable (30°C et 37°C)
Microscope optique

Un réfrigérateur a +4°C

Densitometre

Bain Marie

Séchoir

BACTEC™ FX40.

3-colorants, solutions, réactifs et disques
-Violet de gentiane

-Solution de lugol

-Fuschine

Alcool a 95%

Disques d’antibiotiques

Eau distillée stérile

Eau oxygénée H>O,

Eau physiologiques stérile a 0,9%

L’huile de vaseline

L’huile a ’immersion

Réactif d’oxydase : Phényléne- diamine
Réactif de Kovacs

Réactif de Voges et Proskaver 1 et 2 ;VP1 et VP2
Reactif de tryptophane désaminase TDA

Violet de Gentiane

4-milieux de culture

4.1. Milieux de culture solides
-G¢élose nutritive (GN)

-Milieu Bromocrésol pourpre (BCP)
-Mueller Hinton (MH)

4.2. Milieux de culture liquide
-Milieu d’enrichissement BGT
4.3.Milieux d’identification
biochimiques et métaboliques

-Milieu Triple Sugar Iron (TSI)

-Milieu Mevag

-Milieu Clark et Lubs

-Milieu Citrate de Simmons

-Milieu Urée Indole




Tableau 2. Résultat de la lecture du test d’oxydase

Observation Interpretation Conclusion
La bactérie n’est pas capable La bactérie ne possede pas
d’oxyder le Ndiméthyl I’activité oxydase, elle est
paraphényléne diamine. dite oxydase-.
Tableau 3. Résultat de la lecture du test de la catalase
Observation Interpretation Conclusion

La bactérie catalyse la
dégradation du peroxyde
d’hydrogene (H202) en H>O
et Oz (visible par formation

de bulles).

La bactérie possede la catalase,

elle est dite catalase+.




Figure 1. Résultat de 1’identification par la galerie API 20 E

Tableau 4. Dénomination des souches de K. pneumoniae

Souches

Code

S342, S357, S360, S413, S475, S500, S680, S682, S717, S769, S941,S1015,
S1032, S1143, S1203, S1209, S1240, S1241, S1287, S181, S201, S202. ,
S224, S254, S260, S268, S273, S311,S319, S340, S359, S362, S365, S379,
S381, S398, S402, S403, S427, S446, S456, S457, S458, S488, S490,5495,
S522, S542, S549, S557, S558, S573, S595, S611, S633, S641, S653, S673,
S96, S121, S125, S147,S161, S169, S189, S192, S193, S197, S227, S257,
S261, S272, S274, S106, S132, S32, S40.




Tableau 5. Résultat de 1’identification par la galerie classique

Milieux

Observation apreés

incubation a 35°C 18 h

Interpretation

Conclusion

Clark et lubs

*L’apparition d’une
coloration rouge indique
que la souche fermente le
glucose par la voie butyléne
glycolique avec production

d’acétoine.

VP +

* Acidification la pente et le
culot.

*]a production de gaz se
traduit par la formation de
bulles de gaz dans la gélose
ou le décollement de celle-

cl.

lactose (+)
saccharose (+)
glucose (+)
gaz (+)
H2S (-)

Citrate de

Simmons

*11 y a eu une alcalinisation
du milieu, d’ou le virage du

milieu du vert au bleu

Citrate de simmons

)




Urée-indole

* Alcalinisation du milieu
donc le virage de couleur
de I’orange vers le rouge-
rose = hydrolyse de I'urée
*L’indole ne se matérialise
pas par un anneau rouge,
apres additionnement de
Kovacs.

* Absence d’une coloration
brun apres additionnement

de TDA

uréase (+)
indole (-)
TDA(-)

MEVAG (Milieu
d’étude de la voie
d’attaque des
glucides)

*11 y a eu une acidification
dans les deux tubes d’ou le
virage de couleur du rouge

de phénol au jaune.

métabolisme

fermentatif

LDC, ODC, ADH

*Alcalinisation du milieu
= violet LDC (+)
*Acidification du milieu

= jaune ODC(-), ADH (-)

LDC(+)
OoDC ()
ADH (-)




Tableau 6. Lecture des résultats de la galerie API 20 E

Tests Composants actifs QTE Réactions/enzymes Résultats
(mg/cup.)
Négatif Positif
ONPG 2-nitrophényl-BD- 0,223 3-galactosidase Incolore jaune
galactopyranoside (OrthoNitroPhényl-BD-
Galactopyranosidase)
ADH L-arginine 1,9 ArginineDiHydrolase Jaune rouge/
orangé
LDC L-lysine 1,9 LysineDéCarboxylase Jaune rouge/
orangé
oDC L-ornithine 1,9 OrnithineDéCarboxylase | Jaune rouge/ orangé
CIT trisodiumcitrate 0,756 utilisationduClITrate vertpale/ bleu-vert/ bleu
jaune
H2S sodiumthiosulfate 0,075 productiond'H2S incolore/ dépotnoir/ finliseré
grisatre
URE Urée 0,76 UREase Jaune rouge/ orangé
TDA 0,38 TryptophaneDésAminase TDA/immédiat
L-tryptophane Jaune marron-rougeatre
IND L-trypthophane 0,19 Production d’INDole JAMES/immédia
Incolore
vertpale/ jaune Rose
VP Sodium pyruvate 1,9 productiond'acétoine VP1+VP2/10min
(VogesProskauer) incolore/
rosepale rose/ rouge
GEL Gelatin (originebovine) | 0,6 Gélatinase(GELatine) nondiffusion | Diffusion du
pigment noir
GLU D-glucose 1,9 fermentation/ oxydation | bleu/ bleu-vert | jaune/ jaune gris
(GLUcose)(4)
MAN D-mannitol 1,9 fermentation/ oxydation | bleu/ bleu-vert | jaune
(MANTnitol)(4)
INO Inositol 1,9 fermentation/ oxydation | bleu/ bleu-vert | jaune
(INOsitol)(4)
SOR D-sorbitol 1,9 fermentation/ oxydation | bleu/ bleu-vert | jaune
(SORbitol)(4)
RHA L-rhamnose 1,9 fermentation/ oxydation | bleu/ bleu-vert | jaune
(RHAmnose)(4)
SAC D-saccharose 1,9 fermentation/ oxydation | bleu/ bleu-vert | jaune
(SACcharose)(4)
MEL D-melibiose 1,9 fermentation/ oxydation | bleu/ bleu-vert | jaune
(MELibiose)(4)
AMY amygdaline 0,57 fermentation/ oxydation | bleu/ bleu-vert | jaune
(AMYgdaline)(4)
ARA L-arabinose 1,9 fermentation/ oxydation | bleu/ bleu-vert | jaune
(ARAbinose)(4)




Tableau 7. Valeurs critiques des diamétres (mm) des zones d’inhibition pour

Entérobactéries comme indiqué dans le fascicule de standardisation de I’antibiogramme a

I’échelle nationale version 2014

Antibiotiques testés Charge Diameétres critiques (mm) CMI critiques (ug/ml)
digc;ies R I S R ! 5
Ampicilline 10pg <13 14-16 | >17 >32 16 <8
. ﬁffgﬁig;‘:gue 20/10pg | <13 | 14-17 | >18 |=>32/16| 16/8 | <8/4
Céfazoline 30pg <19 20-22 >23 >8 4 <2
Céfalotine 30pg <14 15-17 > 18 >32 16 <8
Cefoxitine 30ug <14 15-17 > 18 >32 16 <8
Céfotaxime 30ug <22 23-25 >26 >4 2 <1
Ceftriaxone 30ug <19 20-22 >23 >4 2 <1
Imipénérénri/e Meropén | 4 1o <19 | 2022 | =23 >4 2 <1
Ertapénéme 10ug <19 20-22 >23 >1 0,5 <0,25
Amikacine 30pg <14 15-16 >17 > 64 32 <16
Gentamicine 10pg <12 13-14 >15 > 16 8 <4
Acide nalidixique 30ug <13 14-18 >19 >32 | - <16
Ciprofloxacine Sug <15 16-20 >21 >4 2 <1
Chloramphénicol 30ug <12 13-17 >18 >32 16 <8
Colistine | = --—---
Furanes 300ug <14 15-16 >17 >128 64 <32
Fosfomycine 200pg <12 13-15 >16 >256 128 <64
s : <
e | 0 | was | e | same | o | R

* Tableau extrait du Document M100 — S24. Vol. 34, n°1. 2014. Performance standards

for antimicrobial susceptibility testing; twenty-four informational supplement.




