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Résumé

Résumé

La surveillance de la sensibilité aux antibiotiques a 1’hopital est une étape essentielle, elle
oriente le choix des traitements empiriques et permet de réduire la pression de sélection exercée
par les antibiotiques.

Le but de cette étude est d’isoler et identifier les souches productrices de [ -lactamase,
I’étude de leurs sensibilité aux différentes antibiotiques et leur prévalence.

Au cours de cette étude qui s’est déroulée dans I’EPH de Koléa « Fares Yahia » nous avons
recueilli 1212 prélévements de pus et d’urine, au total 179 souches ont été isolées et identifiées,
dont 131 sont des entérobactéries et 24 sont des Staphylococcus aureus.

Les résultats issus de cette étude ont montré une prévalence importante des souches
d’entérobactéries productrices de B-lactamase a spectre étendu (21%) et une prévalence tres
élevée de la production de pénicillinase chez les souches de S.aureus (87%) . les souches
productrices de BLSE sont réparties comme suit: 12 Escherichia coli, 9 Klebsiella pneumoniae,
une souche de Klebsiella oxytoca ,5 Enterobacter spp, une souche de Proteus rettgeri, une
souche de Morganella morganii et une souche de Serratia spp.

La résistance vis-a-vis de différentes antibiotiques a révélé 1’émergence des souches
d’entérobactéries productrices de BLSE résistantes aux 3 -lactamines et a la majorité des autres
classes d’antibiotiques sauf pour I’Imipénéme, 1’ Amikacine et la Gentamycine soit 100% des
souches sensibles.

D’autre part, les souches S.aureus ont exprime un niveau de résistance inacceptable, ont
également manifesté une multirésistance, caractérisée par 1’apparition d’une résistance a la

vancomycine (5%).

Mots clés : p-lactamines, Entérobactéries, Staphylococcus aureus, [-lactamase,

Multirésistance.
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Introduction générale

Les antibiotiques sont utilisés dans la lutte contre les infections bactériennes depuis la
découverte de la peénicilline en 1929 par Alexander Fleming (Ben redjeb et al., 2000).
Cependant, leur utilisation massive et répétée a conduit a 1’apparition des souches résistantes
aux antibiotiques. La diffusion de ces bactéries dans la population sont 1’un des phénomenes
infectieux majeurs de ces derniéres années et constituent un enjeu de santé publique (Belbel,
2014). Cette résistance est le resultat d’interactions complexes entre la bactérie d’une part et

son environnement d’autre part (Ben redjeb et al., 2000).

Les B-lactamines ont été les premiers antibiotiques découverts, ils ont été utilisés pour
contrer toutes les maladies infectieuses a partir des années 40. lls constituent la plus vaste
famille d’antibiotiques et la plus utilisée, en raison de leur activité élevée et de leur absence

presque totale d’effets secondaires (Robert, 2013).

A I’heure actuelle, la production des p-lactamases est le mécanisme de résistance le plus
répandu et le plus important des bactéries vis-a-vis des B-lactamines (Gangoue Pieboji,
2007). Les premiéres bactéries résistantes ont été identifiées sont les Staphylococcus aureus
productrices de pénicillinase (Hall et al., 1998) et parmi les bactéries les plus fréquentes
rencontrées récemment sont les bactéries sécrétrices de béta-lactamases a spectre étendu
(BLSE) qui prennent une place de plus en plus importante. Elles ont largement été diffusées
dans le monde depuis leur premiere mise évidence et font I’objet de nombreuses études

(Paterson et Bonomo, 2005).

Les B-lactamases sont isolées principalement chez les entérobactéries et d’autres agents
pathogénes a Gram négatif tels que Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii.

Néanmoins, les Staphylococcus aureus sont également producteurs.

Depuis plus de 20 ans, la résistance des entérobactéries aux céphalosporines de 3¢
génération (C3G) ne cesse de se renforcer notamment par ’acquisition de f-lactamases a
spectre ¢étendu (BLSE). De nombreuses études relatent la progression continue a 1’échelle

mondiale de ce type de résistance (Coque et al., 2008).

Les BLSE ont été observées dans un premier temps en milieu hospitalier en 1983, chez
Klebsiella pneumoniae en Allemagne (Carrer et Nordmann, 2011). Mais aujourd’hui, la
diffusion a grande échelle dans le domaine communautaire de ce type de résistance laisse

augurer un probleme majeur de santé publique (Pitout et al., 2005).

(1]



Introduction générale

Ces enzymes plasmidiques, conférent a la bactérie une résistance a toutes les pénicillines,
aux céphalosporines de 1° et 2°™ génération et au moins une céphalosporine de 3°™ et 4™

génération ou a 1’aztréonam (Robin et al., 2012).

Les infections causées par les souches productrices de BLSE sont associées a une
morbidité et une mortalité élevées, a une prolongation de la durée de I’hospitalisation et a une

augmentation des colts d’hospitalisation (Masterton et al., 2003 ; Patterson, 2001).

Cette etude vise a isoler et identifier les différentes souches bactériennes a partir des divers
prélevements pathologiques (urine, pus) et tester leur sensibilité vis-a-vis des antibiotiques,

afin de détecter les souches productrices des enzymes B-lactamases étudier leur sensibilité.

Nous nous sommes propose de présenter ce travaille en trois parties :

v' Une 1%¢ partie, est consacrée a un bref rappel sur les antibiotiques notamment les B-

lactamines ainsi que les mécanismes de résistance au ces derniers.

v’ La 2™ partie, présentera le matériel et les méthodes expérimentales utilisées pour

’analyse de nos souches cliniques isolées.

v Enfin, la 3°™ partie, portera sur I’ensemble des résultats obtenus et aux discussions qui

en découlent.

(2]



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE Chapitre I : L antibiorésistance bactérienne

I. Généralités
1. Les antibiotiques :

Un antibiotique est une substance antibactérienne naturelle ou synthétique d’origine
microbienne ou synthétisée chimiquement capable d’inhiber spécifiquement la croissance
d’autres micro-organismes par un mécanisme particulier jouant sur les mécanismes vitaux du
germe (Gogny et al., 2001 ; Morin et al., 2005).

L’action des antibiotiques peut s’exercer sur des structures ou des mécanismes
essentiels a la croissance des bactéries «action bactériostatiques» ou a leur survie «action
bactéricides».

L’étendue de I’activité antibactérienne d’un antibiotique définit son spectre d’action,
plus un antibiotique agit sur des espéces bactériennes différentes, plus son spectre est large.
(Guinoiseau, 2010).

Pour qu’il soit actif, un antibiotique doit pénétrer dans la bactérie, sans étre détruit ni étre

modifié, se fixer sur une cible et perturber la physiologie bactérienne (Yala et al., 2001).

Les mécanismes d’action des agents antimicrobiens se divisent en fonction de la cible de

I’antibiotique, ils peuvent agissent sur :

e La paroi bactérienne: en inhibant la derniere étape de la biosynthese du

peptidoglycane au cours de la multiplication cellulaire (Zeba, 2005).

La membrane cellulaire : en désorganisation sa structure et son fonctionnement, ce qui

produit des troubles d’échanges électrolytiques avec le milieu extérieur.

ADN : certaine famille d’antibiotiques empéchent la réplication d’ADN en bloquant la
progression de I’ADN polymérase (Flandrois et al ., 1997).

Le ribosome: entraine I’arrét de la biosynthese des protéines ou la formation de

protéines anormales (Hermann, 2005).

Métabolisme : en agissant entrant qu’antimétabolites bactériens au niveau des étapes du
métabolisme intermédiaire des bacteéries.
Les antibiotiques peuvent étre classés selon plusieurs critéres : 1’origine, mode d’action,

spectre d’activité, et la nature chimique (Benabbou, 2012).

(3]
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Figurel : Différents sites d’action des classes d’antibiotiques (Lavigne, 2007).

2. Notion de la résistance bactérienne

Les bactéries ont établi des stratégies de défense et sont donc devenues résistantes aux
antibiotiques. Une souche résistante aux antibiotiques définit comme : une souche qui
supporte une concentration d’antibiotiques notamment plus élevée que celle qui inhibe le

développement de la majorité des souches de la méme espéce (Robert, 2013).

2.1. Types de résistance

Les bactéries peuvent étre résistantes aux certains antibiotiques de maniére innée. En
plus de ces résistances "naturelles”, des modifications génétiques permettent aux certaines
souches bactériennes d’échapper a I’action d'antibiotiques auxquels elles sont habituellement
sensibles (Gilles, 2004).

Les différents mécanismes peuvent étre a 1’origine d’une résistance aux antibiotiques

naturelle ou acquise (Chassagne, 2012).

(4]



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE Chapitre I : L antibiorésistance bactérienne

A-Résistance naturelle (intrinseque)

La résistance naturelle est programmeée sur le génome et constante a l'intérieur du

taxon, elle constitue un critére d'identification stable d’une espéce (Diallo, 2013).

La résistance intrinséque est un caractere d’espéce qui touche toutes les bactéries de
I’espéce considérée. Elle est stable, transmise a la descendance mais elle n'est pas ou peu
transmissible d’une bactérie a 1’autre (Lozniewsk et Rabaud, 2010).

Dans tous les cas, la résistance naturelle fait partie des caractéres normaux de 1’espéce, elle
détermine le niveau de sensibilité « basal » des bactéries et définit le phénotype sauvage d’une
espece. C’est la résistance de classe. Elle est constitutive et touche toute une famille

d’antibiotiques (Diallo, 2013).

B-Résistance acquise

Les bactéries peuvent développer une résistance a un antibiotique préalablement
sensible, ce qui implique des changements génétiques (Sylvie-Carle, 2009). La résistance
acquise est un caractére qui ne concerne alors que quelques souches d’une espéce donnée.
Elle est moins stable, mais elle se propage souvent de facon importante dans le monde
bactérien (Lozniewsk et Rabaud, 2010).

Cette résistance acquise peut provenir par une mutation chromosomique ou par
I’acquisition d'ADN étranger (Chopra et al., 2003).

» Resistance par une mutation chromosomique

C’est un phénoméne rare, spontané, Il n’est pas provoqué par la présence de
I’antibiotique. Mais I’antibiotique révele la mutation de résistance en sélectionnant les
bactéries mutantes résistantes. Elle est transmissible sur un mode vertical. (Lozniewsk et
Rabaud, 2010).

> Résistance extra-chromosomique

Principalement due a la présence de trois types d'éléments extra-chromosomiques portant des
genes de résistance : les plasmides, les transposons et les intégrons. Ce type de résistance est
transmissible de facon horizontal entre des bactéries phylogéniquement éloignées selon trois
modes de transmission (Diallo, 2013). Cette résistance étant souvent une multirésistance.
(Lozniewsk et Rabaud, 2010).
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2.2. Mécanismes biochimique de la résistance bactérienne
Les bactéries ont développé différents mécanismes pour contrecarrer 1’action des

antibiotiques, ces mécanismes peuvent étre regroupés en deux grands types :

2.2.1. Mécanismes non enzymatiques
Différents stratégies existent et peuvent étre associés :

e Diminution de la perméabilité : Une modification qualitative ou quantitative des
porines entraine une diminution de la permeabilitté membranaire (Rodriguez-
Martinez et al., 2009).

e Modification de la cible : ce mécanisme de résistance produit une baisse de I’affinité
de I’antibiotique pour son site d’action (Yamashita et al., 2000 ; Pitout et al., 2005).

e Pompes a efflux : L’antibiotique ne peut atteindre son site d’action par pompage actif

de I’antibiotique vers I’extérieur de la bactérie. (Benabbou, 2012).

2.2.2. Mécanismes enzymatiques

L’inactivation enzymatique des antibiotiques reste le mécanisme de résistance le plus
répandu dans le monde bactérien, 1’antibiotique va étre modifi¢ ou hydrolysé par une enzyme
bactérienne

Parmi les enzymes les plus fréquemment rencontrées, on les enzymes hydrolysant les R3-
lactamines (Schmieder et Edwards, 2012).

Il.  R-lactamine
1. Définition
Les B-lactamines constituent la famille la plus freqguemment utilisée dans le monde,
pour leur large spectre antibactérien, leur activité bactéricide temps-dépendant, leur faible
toxicité et le vaste choix de molécules disponibles. Ils ont un effet bactéricide sur les bactéries
en voie de croissance (Ferech et Coenen, 2006 ; Livermore, 1995 ; Vander-Stichele et al.,
2006). 1l existe de nombreuses variétés de B-lactamines qui se distinguent par leur spectre
d'activité et leurs propriétés pharmacologiques (Jarlier, 1995 ; Jarlier et Nordman, 2000).
Les béta-lactamines sont caractérisées par la présence dans la structure du noyau de
base du cycle béta-lactame et comptent aujourd’hui plus d’une cinquantaine de produits

utilisés en thérapeutique, la plupart obtenus par hémi-synthese (Matagne et al .,1999).
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2. Historique

L’histoire des B-lactamines debute dans les années 1930, lors des observations faite
par Sir Alexander Fleming sur un agent antibactérien dénommé pénicilline isolé a partir du
champignon Penicillium notatum (Fleming, 2001).

Ce n'est qu'en 1940 que deux autres chercheurs Florey et Chain, purifiérent la
Pénicilline de Penicillinum chrysogenum (Bryskier, 1996).

le développement de nouveaux antibiotiques connait un franc ralentissement depuis
plus de 10 ans (Rolinson et al., 1998).

3. Classification des R-lactamines

La base commune a toutes les B-lactamines est le noyau R-lactame (Figure2). A partir de
ce cycle, quatre sous-familles ont été développées par adjonction de chaines latérales
(Bryskier, 1984).

Toutes ces molécules présentent des caractéristiques communes ainsi que des particularités
propres a chaque classe, notamment en termes de spectre antibactérien (Touati, 2013).

A ces quatre sous-familles, il faut ajouter enfin les inhibiteurs des béta-lactamases qui
n’ont pas d’activité antibactérienne intrinseque mais permettent de prévenir la dégradation de

la béta-lactamine co-administrée (Chemelle, 2013).

Noyau dihydrothiazine Noyau béta-lactame
Res. N H R LV A
N | e C9 P N Y
-~
N o
Ry T COOM
T COOH
Noyau thiazolidine

Noyau béta-lactame R>

> ; | énicilline
céphalosporine Nd Ry p

o SO4H
'H monobactame X= S03;: O
H H
1.C\ ] R H
) e %

P Y ' < Ra

0 \ O y

COOH R4

carbapénéme inhibiteurs de b éta-lactamases

Figure 2 : Représentation des principales classes de B-lactamines obtenues par substitution ou

fixation d’hétérocycles a partir du noyau b-lactame (Chemelle, 2013).
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3.1. Les pénicillines
Leur noyau de base associe un cycle B-lactame a un cycle thiazolidine, correspondant
aux pénicillines et se répartissent en cing sous-groupes (Ramoul, 2014).

» la pénicilline G (benzylpénicilline)
La pénicilline G a pour spectre d'action les bactéries a Gram positif et les cocci a Gram
négatif, a I'exception des souches productrices de pénicillinases (Bibbal, 2008).

» la pénicilline M (isoxazolyl-pénicillines)
Les pénicillines anti-staphylococciques, résistantes a la pénicillinase du staphylocoque :

méthicilline et isoxazolyl- pénicillines (Ramoul, 2014).

> la pénicilline A (amino-pénicillines) :
Représentées principalement par I’ampicilline et I’amoxicilline, sont caractérisées par un

spectre d’action élargi (Chemelle, 2013).

> Les ureido-pénicillines et les carboxy-pénicillines
Elles sont actives sur Pseudomonas aeruginosa et sur certaines souches productrices
de céphalosporinases (Bibbal, 2008).

» les amidinopénicillines

Ne sont actives que sur les bacilles a Gram négatif (Ramoul, 2014).

3.2. Les Carbapénems

Les carbapénémes notamment représentées par 1’imipenéme et la méropéneme
présentent un trés large spectre d’activité et une grande stabilité vis a vis de la plupart des 3-
lactamases (Zahel et al., 2005). Elle sont historiquement considérées comme le traitement de
choix des infections séveres a bactéries a Gram négatif (Kattan et al., 2008).

3.3. Les céphalosporines (ou céphémes)

Les céphalosporines se distinguent chimiquement des pénicillines par le remplacement
du cycle thiazolidine par un cycle dihydrothiazine (Bryskier, 1984). Elles possedent en effet
pour structure commune l'acide 7-amino céphalosporanique.

On distingue quatre générations de céphalosporines qui sont classées en fonction de

leur date d’apparition.
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» Céphalosporines de premiere génération(C1G)
Elles présentent un spectre antibactérien commun avec celui des pénicillines A et M et
sont surtout utilisées contre les cocci Gram positif, a I’exception des entérocoques et de

certains staphylocoques résistantes (Chemelle, 2013).

» Céphalosporines de deuxiéme génération(C2G)
Elle est caractérisée par une meilleure résistance aux f3-lactamases et un spectre d'action

plus large, une activité a faible concentration et une bonne diffusion tissulaire (Touati, 2013).

Comme le céfamandole, céfoxitine, sont caractérisées par une meilleure résistance aux -
lactamases a large spectre et un spectre d'action plus étendu au sein des entérobactéries.
(Limbertetal., 1991).

» Céphalosporines de troisieme génération(C3G)

Elles comprennent entre autres le céfotaxime, le latamoxef, la ceftriaxone, la céftazidime,
le céfménoxime et le céftizoxime (Cavallo et al., 2004).

Elles sont moins efficaces que celles de premiére génération sur les germes Gram positif,
mais beaucoup plus sur les entérobactéries, certaines de ces molécules sont particuliérement
actives contre Pseudomonas aeruginosa (Chemelle, 2013). lls peuvent étre hydrolysés par les
BLSE (Bush, 2001).

> Céphalosporines de quatriéme génération(C4G)
Telles que céfépime, cefpirome, sont a large spectre et présentent un gain d’activité sur les
cocci a Gram positif, une activité sur P. aeruginosa et une meilleure résistance a I’hydrolyse

par les céphalosporinases hyperproduites (Hardman et Limbird, 1998).

lls pourraient remplacer les céphalosporines de 3™ génération pour le traitement des

infections a germes résistants a ce dernier (Wise, 1990).

3.4. Les monobactames

Sont des B-lactamines monocycliques inactives sur les bactéries a Gram positif et les
anaérobies. Ces derniers sont en revanche, tres actifs sur les entérobactéries et P. aeruginosa.
L’activité anti bactéries a Gram-négatif de 1’Aztréonam est le chef de file de cette classe, est
globalement comparable & celle des céphalosporines de 3°™ génération et notamment a celle
de la ceftazidime. L’Aztréonam présente une bonne stabilit¢ vis a vis des B-lactamases

(Lagha, 2015).
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3.5. Les inhibiteurs de béta-lactamases

Les inhibiteurs de B-lactamases sont employés afin de préserver ’activité des béta-
lactamines auxquelles ils sont associés. Ces dérivés de l'acide clavulanique et de l'acide
pénicillanique ne possedent qu’une trés faible activité antibactérienne intrinseque mais jouent
le role de substrat-suicide capable de se lier de maniére irréversible a la [3-lactamase,
empéchant ainsi son action ultérieure sur les antibiotiques (Rolinson, 1998).
Citons trois inhibiteurs de B-lactamases (Chemelle, 2013).
» L’acide clavulanique
» Le sulbactam

> Le tazobactam

4. Mode d’action des B-lactamines

Le peptidoglycane est un constituant majeur de la paroi cellulaire présent chez toutes les
bactéries. Il forme un réseau tridimensionnel autour de la cellule et la protége de son propre
pression osmotique, elle est essentiel & la croissance et a la division cellulaire (Matagne et al.,
1998). 11 s’agit d’un polymeére formé de chaines glycanes linéaires composées de sous-unités
de saccharides réticulées avec des courts peptides, contenant le N-acétylglucosamine (NAG)
et I’acide N-acétylmuramique (NAM) (Van Hoof, 2001). Le dernier sucre de ce disaccharide
se termine toujours par deux résidus D-alanine.

L’assemblage final de ces unités, est un processus catalysé par un groupe de protéines, les
PLP se terminant par le clivage du résidu D-alanine terminal (Wilke et al., 2005). Cette étape
de la synthese du peptidoglycane représente une cible privilégiée pour de nombreux
antibiotiques (béta-lactamine, glycopeptide, bacitracine) (Frere, 2007).

4.1. Pénétration de p-lactamine

Les B -lactames rejoindre leur cible au niveau de 1’espace périplasmique, cet acces est
direct pour les bactéries a Gram positif dont le peptidoglycane est relativement perméable aux
béta-lactamines. Concernant les Gram négative, les B-lactames doivent emprunter les
passages ménages par les porines au niveau de la membrane externe pour rejoindre I'espace
périplasmique (Chemelle, 2013).

4.2. Cible des p-lactamine
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Les B-lactamines, analogues structuraux de la terminaison peptidyl-D-alanyl-D-alanine
du peptidoglycane, leur cibles sont des protéines enzymatiques insérées sur la face externe de
la membrane cytoplasmique, dénommeées protéines liant la pénicilline (PLP), ces enzymes

responsables de la synthese et du remodelage du peptidoglycane (Bonet, 2006).

Le cycle p-lactame se lie de maniére covalente et irréversible au site actif de I’enzyme
PLP provoquant son inactivation. Il entraine une interruption de la synthése du
peptidoglycane et une production subséquente d'enzymes autolytiques entrainant la mort
cellulaire (Figure 3). (Stratton, 2000).

Transpeptidation
boguée

Figure 3 : Mécanisme d’action des B-lactamines (http: //www.antiinfectieux.org).

5. Mécanismes de résistance aux B-lactamines

On distingue quatre principaux mécanismes de résistance qui peuvent par ailleurs étre
combinés (Courvalin et al., 2006) :
v' Imperméabilité de la membrane externe.
v Excrétion de I’antibiotique : Efflux.
v Modification de I’affinité de la cible (PLP).
v

Inactivation enzymatique par les B-lactamases.

I1l-  les p-lactamases

1. Définition des p-lactamases

Les B -lactamases sont les enzymes d’inactivation les plus fréquemment rencontrées et

constituent le principal mécanisme de résistance acquise aux B-lactamines (Muller, 2004).

Ces enzymes sont exportées dans le milieu extracellulaire (bactéries a Gram positif ou

périplasmique (bactéries a Gram negatif). Plus de 500 B-lactamases ont été répertoriées

[11]



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE Chapitre I : L antibiorésistance bactérienne

(Babic et al., 2006). Les genes qui codent pour ces enzymes sont situés soit sur des
plasmides, soit sur le chromosome. lls peuvent étre intégrés dans des éléments génétiques
mobiles et les déterminants génétiques de la résistance peuvent étre transmis par transfert
horizontal y compris entre especes phylogénétiquement éloignées (Livermore, 1995).

Les mutations spontanées peuvent conduire a la sur expression ou a l'introduction de
changements dans la structure primaire des P-lactamases, ceci peut accroitre l'activité de
celles-ci vis-a-vis de B-lactamines résistantes a I'nydrolyse enzymatique (Jacoby et Munoz-
Price, 2005).

2. Mode d’action

Les béta-lactamases hydrolysent le cycle B-lactame, empéchant ainsi les -lactamines
de se fixer de fagon covalente sur le site actif des enzymes impliquées dans la synthese de la
paroi qui rendent I’antibiotique inactif avant qu’il n’atteigne sa cible : les protéines liant la
pénicilline (PLP) (Figure 4) (Decré et al., 2000 ; Phillipon et Arlet, 2006).

o

Enzyme + Enz-OH

Figure 4 : Mécanisme d’inactivation de B-lactamine par I’enzyme B-lactamase (Barrial et
Scotet, 2006).

3. Classification des p-lactamase

La diversité de ces enzymes a entrainé de nombreuses tentatives de classification, deux
systemes de classification sont actuellement utilisées, établis sur des bases fonctionnelles et
moléculaires : (Bush et al., 1995).

» Classification fonctionnelle de Bush

Elaborée en 1989 et réactualisée en 1995, selon les propriétés fonctionnelles de 1’enzyme
définies par son substrat préférentiel et son profil d’hydrolyse (Bush et al., 1995), dans
laguelle les auteurs divisent ces enzymes en quatre groupes (1 a 4) avec plusieurs sous-
groupes (Jacoby et Medeiros, 1991).
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» Classification structurale d'Ambler

Initialement proposée par Ambler, cette classification repose sur la similarité des
séquences entre les différents membres des B-lactamases. , impliquant la connaissance de la
structure primaire des B-lactamines (Ambler, 1980).

Cette nomenclature se compose de quatre groupes, soit les B-lactamases de classe A, B, C
et D. Les enzymes de classe A, C et D sont dites a sérine active tandis que celles de classe B

sont appelées métallo-B- lactamases (carbapénémases) (Philippon et al., 2006).

e classe A:

Assurent un fort taux de résistance aux pénicillines, céphalosporines et monobactames,
sont généralement sujettes a 1'inhibition par les inhibiteurs de B-lactamases,(Bonnet, 2011).

e classeB:

Comprend les métalloenzymes, inhibées par 'EDTA (Robin et al., 2010) La plupart
hydrolysent une variété de pénicillines et de céphalosporines et sont insensibles aux
inhibiteurs classiques (Bebrone. 2007).

e classeC:

Correspondant aux céphalosporinases qui sont des enzymes résistantes a 1’action de
I’acide clavulanique et le sulbactam, toutefois certaines sont faiblement inhibées par le
tazobactame (Doi et al., 2004). Leur hyperproduction est associée au phénotype de
multirésistance observé chez certains bacilles a Gram negatif (Philippon et al ., 2002).

e classeD:

Regroupe les PB-lactamases qui hydrolysent 1’oxacilline et ses dérivés et qui sont
faiblement inhibées par 1’acide clavulanique, sont le plus souvent retrouvées chez

Pseudomonas aeruginosa (Paterson et Bonomo, 2005).

IV. Les B-lactamases a spectre élargi (BLSE)

1. Définition

Les B-lactamases a spectre étendu (BLSE) sont des enzymes récemment apparues a la
suite des mutations des pénicillinases, elles sont produites par des bactéries a Gram négatif et
elles conférent aux bactéries qui les produisent une resistance aux peénicillines,
céphalosporines de 1%, 2¢™ et 3™ génération et les monobactames (Aaztreonam).

Par contre, les souches productrices de BLSE restent généralement sensibles aux

céphamycines (ex. céfoxitine) et aux carbapénémes (ex. imipéneme). Elles sont sensibles a
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I'action des inhibiteurs de p-lactamase comme 1’acide clavulanique (Vora et Auckenthaler,
2009).

Il s’agit d’un mécanisme de résistance de type plasmidique, la présence de ce type de
mécanisme de résistance au sein de souches pathogenes fait peser un risque majeur

d’inadéquation thérapeutique et donc d’échec thérapeutique (Schwaber et Carmeli, 2007).

2. Différents types des BLSE

Elles sont classées selon leurs types moléculaires, les plus fréquents étant les types TEM,
SHV, CTX-M (Jacoby et Munoz-Price, 2005).

2.1. BLSE de type TEM

La premiécre B-lactamase plasmidique de type TEM décrites chez les entérobactéries,
conférent la résistance aux céphalosporines de 3°™ génération (C3G) (céfotaxime,
ceftriaxone, ceftazidime), au céfépime et a I'aztréonam. Ces BLSE dérivaient par mutation

ponctuelle des pénicillinases (Bertrand et al., 2003).

2.2. BLSE de type SHV
Les enzymes BLSE de type SHV dérivent par mutations ponctuelles de 1’enzyme
originale SHV-1 qui correspond a un gene de pénicillinase chromosomique de K.

pneumoniae (Brisse et Verhoef, 2001 ; Haeggman et al., 2004).

2.3. BLSE de type CTX-M :(Nouvelles BLSE)

Le groupe CTX-M conférait chez les entérobactéries, un plus haut niveau de résistance
au céfotaxime, céfépime et aztréonam qu’a la ceftazidime (Arlet et Philippon, 2003 ;
Bonnet, 2004).Ces enzymes représentent a I’heure actuelle les BLSE les plus fréquentes au
niveau mondial aprés leur diffusion rapide depuis les années 90 (Bonnet, 2004 ; Livermore
et al., 2007). Les CTX-M sont plus fortement inhibées par le tazobactam que par 1’acide

clavulanique.

3. Facteurs de risque

Différents facteurs de risque ont été fréquemment associés avec 1’acquisition d’une souche

productrice de BLSE :
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> L utilisation accrue des antibiotiques surtout de type céphalosporines de 3°™ génération,
dont les antibiotiques exercent une pression de sélection non-négligeable (Jacobson et al.,
1995 ; Sirot, 1989).

> Hospitalisation prolongée et présence des dispositifs invasifs (cathéters veineux, sonde
urinaire,...ctc) qui implique une plus longue exposition au risque d’acquérir une bactérie
multi-résistante (Kassis-Chikhani et al., 2004 ; Wiener et al., 1999).

» Chez les patients ayant une infection communautaire par E. coli BLSE : I’hémodialyse,
I’incontinence urinaire, un cancer, une insuffisance rénale, un diabéte (Laupland et al.,
2008).

» D’autres facteurs de risque sont : la malnutrition, la nutrition parentérale totale, admission
dans une unité de soins intensifs, I’admission en réanimation ou 1’hospitalisation préalable
(Lautenbach et al., 2001 ; Pena et al., 1997).

4-Epidémiologies des BLSE :
Découvertes en Europe dans les années 1980, les BLSE ont aujourd’hui une répartition
mondiale .Leur prévalence est trés variables selon la localisation géographique, 1’espéce

bactérienne et I’origine des isolats (Messai et al., 2008 ; Tollentino et al., 2011).

Les prévalences les moins élevées ont été notées en Europe du Nord, au Canada, aux
Etats-Unis, au Japon, en Australie et en Nouvelle-Zélande (Elhani et al., 2012 ; Reinert et
al., 2007).

Par contre, les prévalences les plus élevées ont été rapportées particulierement en Asie
(ex : K. pneumoniae : jusqu’a plus de 70 % en Jordanie et en Iran) (Elhani et al., 2011) eten

Amérique latine, suivies de I’Europe du Sud et de I’Est (Reinert et al., 2007).

Des taux de prévalence élevés ont été aussi notés en Afrique particulierement en Afrique
du Nord et au Sud Afrique (Bouchillon et al., 2004).
Une étude en Egypte a montré un taux de production de BLSE par les entérobactéries varient
15.9% (Afrique du sud) a 3 8.5% (Egypte) (Bouchillon et al., 2004).

Les souches productrices de BLSE étaient souvent associees a des epidémies
nosocomiales, notamment en unités de soins intensifs (USI). La prévalence des BLSE était
plus forte chez K. pneumoniae que chez E. coli. (Jacoby et Munoz-Price, 2005 ; Canton et
al., 2008)
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I. Les bacilles a Gram négatif

Les bacilles @ Gram négatif, frequemment isolés des laboratoires de bactériologie, occupent
une place importante en pathologie humaine. Généralement, on les divise en deux grands

groupes : les entérobactéries et les bacilles a Gram négatif non fermentaires (Liassine, 2000).
I.1 Les entérobactéries
1.1. Définition

Les entérobactéries sont des bacilles & Gram négatif (BGN), dont les dimensions varient
de 6 um de long et 0,3 a 1um de large, ces dimensions varient suivant I'age de la culture,
I'espéce, la souche. Certaines espéces peuvent étre tres polymorphes, notamment le genre

Proteus. Elles sont non sporulés, mobiles avec une ciliature péritriche ou immobiles.

Elles sont aérobies-anaérobies facultatives et elles peuvent étre cultivées sur les milieux
ordinaires. Elles fermentent le glucose avec ou sans production de gaz et réduisent les nitrates
en nitrites (sauf certaines souches d'Erwinia et Yersinia). Elles n'ont pas d'oxydase et

possedent une catalase (sauf Shigella dysenteriae sérotype 1) (Freney et Croze, 2007).

Le nom « entérobactérie » fait référence a la localisation de cette famille de

microorganismes dans le tube digestif et principalement le colon de I’homme et des animaux

(Scheftel, 2008).

1.2. Taxonomie
Actuellement, les entérobactéries sont classées sur la base du séquencage des ARN
5S et 16S dans :

% Domaine : Eubacteria

e Phylum XII : Proteobacteria

e Classe : Cammaproteobacteria
e Ordre : Enterobacteriales

e Famille : Enterobacteriaceae (Garrity et al., 2004).

Les entérobactéries qui intéressent la bactériologie médicale peuvent étre regroupées en
44 genres qui sont divisés en cinq tribus: d’aprés leurs propriétés fermentatives :

Escherichiae, Klebsielleae, Proteae, Yersiniae et Erwiniae (Larpent, 2000).
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Actuellement plus de 1700 espéces différentes sont décrits au sein de cette famille. Leur
classification est basée sur I'étude de leurs caractéres phénotypiques (fermentation de
différents sucres, production ou non de sulfures, présence ou absence de certains enzymes du

métabolisme) et génotypiques (Denis, 2007).
1.3. Les caractéeres bactériologiques
1.3.1. Caractéres morphologiques

Ce sont des bacilles a Gram négatif généralement polymorphes. La plupart des espéces
sont mobiles grace a une ciliature péritriche, mais certaines sont immobiles (Klebsiella,

Shigella, Yersinia pestis) (Wang et al., 2008).

On note la présence d’une capsule visible au microscope est habituelle chez les
Klebsiella. La plupart des espéces pathogénes pour I’homme possédent des fimbriae ou pili
qui sont des facteurs d’adhésion (Bakhoumi, 2004).

1.3.2. Caractéres culturaux

Les entérobactéries poussent facilement sur les milieux ordinaires en 24 heures a 37°C
en aérobiose et en anaérobiose. Sur milieux gélosés et pour la plupart des espéces les colonies
sont habituellement bombées et rondes a bord net, leur surface est lisses, brillantes, de
structure homogene (type « smooth » ou S). Cet aspect peut évolue apres cultures successives
pour donner des colonies a surface séche rugueuse (type« rough » ou R). (Joly et Reynaud,
2002).

Les Proteus ont tendance a envahir la gélose et a y former un tapis uniforme. Pour Les
colonies de Klebsiella sont souvent trés mugueuses larges et luisantes. En milieu liquide, les

entérobacteries occasionnent un trouble uniforme de bouillon (Decoster, 2005).
1.3.3. Caractéres biochimiques

L’identification des différents genres et espéces d’entérobactéries repose sur plusieurs
caractéres biochimiques (voir annexe Ill: tableau 5). Leur métabolisme peut étre transféré de
la respiration vers la fermentation lorsque leur environnement est privé en oxygene

moléculaire (Joly et Reynaud, 2002).

Certaines réactions enzymatiques aboutissent a la production de métabolites qui sont
identifiables grace a une réaction spécifique, par exemple : production d'hydrogéne sulfuré
(H2S) par le genre Proteus (Medboua, 2011).
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1.3.4. Caractéres antigéniques

L'étude des différents caractéres antigéniques permet de classer en sérotypes les

souches appartenant a une méme espéce ou au méme genre (Avril et al ., 2000).
I1 existe plusieurs types d’antigénes :

e Antigene commun : appelé « antigéne de Kunin » ou (ECA), est présent chez toutes
les entérobacteries sauf certaines Erwinia (Liverlli et al., 2007).

e Antigéne O (somatique) : localisé au niveau de la paroi bactérienne, de nature
lipopolysaccharidique, possede une endotoxine bactérienne complexes, tres toxiques.
(Faucheére et Avril, 2002).

e Antigéne H (flagellaire) : n'est pas toxique, il n'est présent que chez les souches
mobiles. Il est de nature protéique constitué d'une protéine « la flagelline»
(Drancourt, 2007).

e Antigene K (capsulaire) : ou Ag de surface généralement constitué d'une couche
externe de polysaccharides polysaccharidique ou protéique (Liverlli et al., 2007).

On trouve aussi Les antigénes d'adhérences ou d'adhésines, qui sont de nature protéique,

en relation avec la présence de pili (Bidet et Bingen, 2007).
1.4. Résistance au p-lactamines

Les entérobactéries ont la capacité de produire des béta-lactamases dont les génes de
résistance se situent soit au niveau du chromosome bactérien, soit sur des éléments extra-
chromosomiques (Maye 2000).Par exemple : Le gene codant pour SHV se situe sur le
chromosome pour la majorité des souches de Klebsiella pneumoniae, mais est habituellement

porté par un plasmide chez E. coli (Bradford, 2001).

En effet, une PB-lactamase spécifique a une bactérie peut apparaitre chez d’autres
especes par la suite, au vu du transfert de matériel génétique entre les différentes bactéries
(Mirabaud, 2003).

1.5. Principaux genres
Les entérobactéries constituent plus de 80 % des germes isolés en laboratoire, et les
genres les plus souvent retrouvées sont: Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Serratia,

Proteus, Morganella, Yersinia, Salmonelle et Sighelle.

1.5.1. Le genre Escherichia
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Isolée pour la premiére fois par Theodor Don Escherich en 1885, Escherichia coli
représente 1’espéce type de genre Escherichia. (Avril et al., 2000).Cette espece possede des
caracteres biochimiques particuliers permettant de la différencier des espéces voisines. La
production d’indole a partir de tryptophane, I’absence d’utilisation du citrate comme source
de carbone et oxydase négatif, nitrate positif et qui fermente le glucose et I’absence de

production d’acétoine (Joly et Reynaud, 2007 ; Farmer et al., 2007).

Chez I’homme, la colonisation par E. coli est précoce et peut étre responsable d’un
nombre varié de pathologie. Toutefois, trois types de syndromes majeurs résultent : infections
urinaires, les infections digestives (diarrhées, infections hépatobiliaires) et les méningites

néonatales et septicémies (Jaureguy, 2009 ; Croxen et al., 2010).
1.5.2. Les genres Klebsiella, Enterobacter, Hafnia, Serratia

Le groupe Klebsiella - Enterobacter — Hafnia- Serratia, dit KEHS sont rassemblées

des Enterobacteriaceae qui ont en commun les caractéres suivants :

v' Laréaction de Voges-Proskauer (\VP) est généralement positive.
v’ Bactéries pathogenes opportunistes.
v Multirésistance aux antibiotiques (Avril et al., 2000).

% Klebsiella

Sont des bactéries immobiles, en diplobacilles, généralement capsulées (Delarras, 2007)
et fermentent de nombreux sucres avec production de gaz, mais elles ne sont pas

protéolytiques (Fauchére et Avril, 2002).

«+ Enterobacter

Les especes du genre Enterobacter, en particulier E.cloacae et E.aerogenes, sont des
pathogenes responsables d'infections nosocomiales diverses y compris la bactériémie, les
infections des voies respiratoires et urinaires, I'endocardite, les infections intra-abdominales,

I'arthrite septique et les ostéomyélites (Fraser et al., 2010).

Enterobacter sakazakii est I’agent d’infections rares mais séveres,. Cette espéce se

différencie des autres Enterobacter par son pigment jaune (Leclercq, 2006 ; France, 2004).

« Serratia
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Le genre Serratia comprend maintenant dix espeéces (Sekhsokh et al., 2007), la
principale espéce pathogéne du genre est S.marcescens qui provoque habituellement des
infections nosocomiales. (Basilio et Ania, 2009).Toutes les Serratia possedent une gélatinase
et une DNAse sauf S. fonticola (Denis et Ploy, 2007).

« Hafnia

Une seule espece Hafnia alvei est une bactérie présente dans 1’environnement,
commensale de I’homme et des animaux, responsable d’infections opportunistes

occasionnelles. (Jehl et al., 2003).
1.5.3. Les genres Proteus, Morganella et Providencia

La tribu des Proteae se caractérise par la désamination d’acides aminés en acides

cetoniques qui additionnés d’ions ferriques, donnent des réactions colorées.
% Proteus

Les Proteus spp sont généralement trés mobiles, polymorphes, sont largement répandues
dans la nature et elles sont isolées du sol, de I’eau, de I’intestin de I’homme et de nombreuses
espéces animales. Actuellement, ce genre Proteus rassemble cing espéces dont 3 especes
importantes pour I’homme : P.mirabilis, P.vulgariset P.penneri (Goubau et Pellegrims,
2000 ; Lamnaouer, 2002).

«* Providencia

Les especes du genre Providencia sont habituellement considérées comme commensaux
dans le tube digestif, mais certaines especes (Providencia stuartii et Providencia
alcalifaciens) ont été associées a des infections nosocomiales et sont considérées comme des
pathogénes opportunistes (Tribe et Rood, 2002; O’Hara et al., 2000).

% Morganella

Le genre Morganella sont initialement appelé Proteus morganii, se compose

actuellement d’une seule espéce avec deux sous especes, morganii et sibonii (O'Hara et al.,
2000).

Morganella morganii ne fermente pas le lactose, fermente le glucose, réduit le nitrate en
nitrite, métabolisme du tryptophane en indole (Bilgin et al., 2003 , Flandris., 1997). Elle se
trouve normalement dans le sol, I'eau, les eaux usées, il fait également partie de flore fécale de

I’homme est souvent isolée dans les urines (Chou et al., 2009 ; Flandrois et al., 1997).
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1.5.5. Salmonella :

Le genre Salmonella avait individualisé sur la base de tests phénotypiques et de tests
sérotypiques a plusieurs sous-genres et de trés nombreuses espéces de Salmonella ((Weill,
2009). Depuis 2005, une nouvelle nomenclature est en vigueur sur le plan international
(Tindall et al., 2005). Elle fait suite aux études moléculaires qui ont révelé la présence de
seulement deux espéces dans le genre Salmonella (S. enterica, espéce majoritaire et
S.bongori, espece rare) (Popoff, 2001).

1.5.6. Citrobacter

Citrobacter sont des bacilles ou des coccobacilles possédant une [-galactosidase,
facultativement anaérobiques (Abbott, 2007), leur réservoir est I’intestin de I’homme et des
animaux, sol, eau, les eaux usées et les aliments (Holmes et Aucken, 1998 ; Knirel et al.,
2002 ; Doran, 1999 ).

L’espéce type du genre est Citrobacter freundii : germe fréquemment isolé en milieu
hospitalier. (Zhha-Zarifi, 1996; Ryan, 2004).

1.5.7. Yersinia

Ces bactéries ont une croissance plus lente que celle des autres entérobactéries. On les
rencontre dans diverses especes animales et plus particulierement chez les rongeurs (Nauciel,
2000). Ce genre comprend 3 espéces pathogenes pour I’homme : Y.pestis, Y.enterocolitica et
Y. pseudotuberculosis (Branger et al., 2009).

1.2. Bacilles a Gram négatif non fermentaires (BGN-NF)

Les bacilles a Gram négatif non fermentaire (BGN-NF) sont des bactéries ubiquitaires

retrouvées dans I’environnement étre responsables d’infections cliniques.

Au sein des BGN-NF, les souches Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter
baumannii sont les bactéries les plus fréquemment isolées lors des infections nosocomiales

dans les unités de soins intensifs (Berthelot et al., 2005).

0,

% Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa c’est la plus incriminée dans les infections nosocomiales au
service de réanimation car c’est un colonisateur de I’environnement de ces services. Elle peut

survivre plusieurs mois sur des surfaces inertes et méme humides (Allegranzi et al., 2011).

2.1. Classification
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L’espece Pseudomonas aeruginosa classé selon la classification de Bergey (2004) est :

X/
°e

Regne : Bacteria

X/
°e

Division : Proteobacteria

>

/7
*

Classe : Gammaproteobacteria

e

*

Ordre : Pseudomonadales

X/
°e

Famille : Pseudomonadaceae

X/
°e

Genre : Pseudomonas (Brenner, 2005).
2.2. Mécanisme de résistance aux R-lactamines chez P. aeruginosa
2.2.1. Résistance naturelle

Pseudomonas aeruginosa possede une résistance naturelle a un grand nombre
d’antibiotiques en raison de la production d’une B-lactamase chromosomique inductible de
classe C. Cette résistance naturelle est due aussi a une mauvaise permeabilité membranaire, il
est donc naturellement résistant aux pénicillines des groupes V, G, M et A, a la plupart des
céphalosporines de 3°™ génération et aux quinolones de 1°® génération. P. aeruginosa est
aussi généralement résistant a la kanamycine (Livermore, 1995).

A ces différents mécanismes s’ajoute le systeme d’efflux actif, ce systeme joue un réle
fondamental dans la résistance naturelle a de nombreux antibiotiques dont les B-lactamines et

les aminosides (Masuda et al., 2000).

P. aeruginosa a toujours été considéré comme un micro-organisme difficile a traiter en
raison de sa résistance aux antibiotiques, il n’est sensible naturellement qu’a un nombre

restreint d’antibiotiques (Poole et al., 2004).

2.2.2. Résistances acquises
> Résistance par hyperproduction de la céphalosporinase AmpC :

L hyperproduction de ce dernier permet & P.aeruginosa de résister a toutes les f-
lactamines a I’exception des carbapénémes. Son action échappe a 1’action des inhibiteurs de

B-lactamases (Bagge et al., 2002).
> Pénicillinases

Parmi les pénicillinases décrites : PSE-1 (enzyme spécifique de Pseudomonas) (Bert et al.,
2002). lls hydrolysent les Carboxypénicillines, les Uréidopénicillines et lacefsulodine, sont

inactives sur la Ceftazidime et les carbapénemes (Sanschagrin et al., 1998).
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> Les p-lactamases a spectre étendu (BLSE)

Cing types de BLSE de classe A ont éte detectés chez P. aeruginosa. La diffusion des
génes de la classe A des BLSE joue un réle important dans la diffusion de la résistance aux
antibiotiques (Touati, 2013).

» Reésistance par production de p-lactamases de classe B
L’isolement de ces enzymes est de plus en plus fréquent (Walsh et al., 2009).
> Résistance par production de p-lactamases de classe D

Chez P. aeruginosa, les BLSE dérivées d’OXA-10 et OXA-2 ont été isolées ainsi que la

B-lactamase OXA-18. Ces enzymes sont localisées sur des plasmides (Pechere et al., 1998).

Il.  Lescocci a Gram positive : Staphylococcus aureus
% Le genre Staphylococcus

1. Historique

En 1871, c’est les premiéres descriptions des Staphylocoques isolés a partir de pus
d’abces Ainsi en 1880, Louis Pasteur en 1880 décrivent des grappes de coques dans du pus
d’origine humaine (Karthik, 2007). Aprés En 1883, Ogston crée le nom de
« Staphylocoque » pour décrire ces grains groupés en amas irréguliers a la facon de raisin
(staphylo) (Spicer, 2003 ; Breche, 1988 ; Stephen et Hawkey, 2006), mais la distinction
entre staphylocoque doré et staphylocoque blanc revient a Rosenbach en 1884. (Avril et al.,
1992 ; Karthik, 2007).

2. Habitat

Ce genre jouent un role important dans 1’équilibre physico-chimique de la peau et
constituent une barriére de colonisation, empempéchant I’implantation de bactéries de la flore
transitoire (Wylie et al., 2005 ; Hirsh et al., 2004).

Les souches de S.aureus sont présentes également sur les membranes muqueuses du
tractus respiratoire ainsi que le tractus urogénétale et comme flore transitoire dans le tractus
digestif (Quinn, 2011). Cependant, I’habitat préférentiel de ces souches la muqueuse nasale
(Eveillard, 2007). Ils sont largement disséminés dans I’environnement, retrouvés dans le sol,
les poussiéres, I’eau et dans certains produits alimentaires (laitages, conserves salées)
(Shimeld et Rodgers, 1999).

3. Position taxonomique et classification
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Selon la 9°™ édition du Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, les staphylocoques

sont classés parmi les bactéries a Gram positif pauvres en GC, dans le phylum des firmicutes :

e Domaine : Eubacteria

e Phylum BXIII : Firmicutes.
e Ordre : Bacillales

e Classe : Bacilli

e Famille : Staphylococcaceae

Genre : Staphylococcus (Presscot, 2010)

Le genre Staphylococcus est séparé en deux groupes sur la base de la présence de la

coagulase :

- Le groupe des Staphylocoques a coagulase négative avec 33 especes dont la majorité ne
présente pas de risque sanitaire (Blaiotti et al., 2004).

- Le groupe des Staphylocoques a coagulase positive est constituée de 7 espéces, qui
peuvent étre impliquées dans des infections humaines : S.aureus, S.delphini, S.hyicus,
S.intermedius, S.lutrae, S.pseudintermedius, S.schleiferi (Avril et al., 1992 ; Quinn et al.,
2011).

4. L’espéce Staphylococcus aureus : agent pathogéne

Staphylococcus aureus est I’espéce la plus pathogéne du genre Staphylococcus est la

premiére cause d’infection bactérienne a travers le monde (Corne, 2004).

Les infections a S.aureus sont trés polymorphes, allant d’atteintes cutanées bénignes a des

pathologies mettant en jeu le pronostic vital (Gordon et Lowy, 2008).
4.1. Caractéres morphologiques

S. aureus se présente sous 1’aspect de cocci sphérique de 1pum de diamétre, a coloration de
Gram positive, immobiles. La grande majorité des souches sont capsulées, d’autres forment
des colonies mucoides et sont entourées d’une pseudocapsule (Fauchere et Avril, 2002 ;
Guiraud et Rosec, 2004).

Sur les cultures en milieu solide, ils se disposent en amas irréguliers polyédriques,

évoquant 1’aspect caractéristique de grappes de raisin (Ananthanarayan et paniker, 2006).

4.2. Caractéres biochimiques
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Toutes les souches de S.aureus ont un métabolisme aérobie prédominant et anaérobie
facultatif, produisent une coagulase, une nucléase thermostable et une catalase mais pas
d’oxydase. La plupart des souches sont lipolytiques (Ananthanarayan et paniker, 2006).

Contrairement aux autres espéces, les souches de S.aureus produisent de I’hémolyse p,
Cette bactéerie est capable de dégrader de nombreux substrats glucidiques, protéiques et

lipidiques grace a son équipement enzymatiques (Couture, 1990).

Le métabolisme glucidique est intéressant, la plupart des sucres sont fermentés : glucose,
saccharose, lactose et mannitol, dont le glucose et le mannitol sont utilisés en anaérobiose et
en aérobiose. (Couture, 1990 ; Guiraud et Rosec, 2004).

Globalement, ’espéce S.aureus peut étre différenciée des autres staphylocoques par la
présence simultanée d’une coagulase libre et d’une DNase thermostable (Fauchere et Avril,

2002).
4.3. Caracteres culturaux

Staphylococcus aureus sont des germes peu exigeants sur le plan nutritif, se cultivent
facilement sur milieux usuels simples en aérobie comme anaérobiose (Le loire et al., 2003 ;
Bhatia et Zahoor, 2007 ; Di Giannatale et al., 2011). lls sont capables de se multiplier dans
des milieux contenant 5 a 10% de NaCl, ces caractéristiques conferent a lui la capacité de

coloniser une grandes variété d’aliments (Bhatia et Zahoor, 2007).

Sur milieux solides, les colonies sont larges circulaires, Iégerement bombées, lisses et
luisantes, leur couleur peut varier du blanc au jaune ou jaune orangé (Denis et poly, 2007). En
milieu liquide, la culture est rapide, en quelques heures un trouble homogene puis un dépét, il

n’y a pas de production de pigment (Ananthanarayan et Paniker, 2006).

Sur gélose au sang, ils peuvent produire des colonies de grand diamétre que celles

produites sur gélose nutritive et de couleur jaune doré, entourées d’une hémolyse P.

(Couture, 1990 ; Denis et poly, 2007).
4.4. Pouvoir pathogene de S.aureus :

Staphylococcus aureus, parmi les autres pathogeénes de I’homme, est celui qui est

responsable de la plus grande variété de maladies (tableau 2) (Schaechter, 1999).

Tableau 1: Les maladies causées par les Staphylocoques (Schaechter,1999 ; Strobel , 2003).
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Localisation Maladies

la peau et les tissus mous Furoncles, abcés, infections des plaies (traumatiques,

chirurgicales), cellulite, impétigo

Sang Bactériémies (souvent avec des abces métastatiques)
systéme nerveux central Abces du cerveau, méningite-rare, abcés épidural
Pommons Embolie, aspiration

Tractus génito-urinaire Abces rénal, infection du tractus urinaire inférieur

Maladies provoquées par des | Syndrome du choc toxique, intoxications alimentaires

toxines (gastroentérites)

Muscles et squelette Ostéomyeélite, arthrite

4.5. Facteurs de virulence

Les souches de Staphylococcus aureus expriment de nombreux facteurs de virulence
potentiels qui contribuent a la pathogénicité du germe, en produisant des enzymes et des
cytotoxines (Todar,2005) qui permettent en particulier de convertir les tissus locaux de 1’hote
en nutriments nécessaires a la croissance bactérienne (Dinge et al., 2000 ; Nehal et al., 2010).

4.5.1. Composants de surface : comprend des éléments a la fois structurelle et solubles de

la bactérie (Nehal et al., 2010) , ils s’agissent de :

% Capsule polysaccharidique : confére a la bactérie une forme de résistance vis-a-vis
des antibiotiques, peut induire la formation d’abcés (Deverriere, 2007).

% Acide teichoique :, il assure La protection contre les antimicrobiens et le stress
environnemental (Xia et al., 2010).

% Peptidoglycane : produit en grande quantité lors d’infections locales qui provoque des

Iésions tissulaires et une hyperthermie (Garrity et al., 2007 ; Avril et al., 2003).

45.2. Facteurs d’invasion et d’adhésion

Sont des protéines exprimeées a la surface de la bactérie, elles favorisent ’attachement a
1I’hGte, ces adhésines jouent un rdle dans la colonisation de 1’hdte et au cours de la maladie

invasive (Stephan et al., 2006).
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Quatre protéines ont eté caractérisees :

% Protéine A: active le complément, déclenche la réaction de phagocytose
(Schlievert et al., 2010).

% Protéine de liaison au collagene : C’est un facteur de virulence important dans
les infections osseuses et articulaires (Buckinghame et al., 2004).

% Protéine de liaison au fibrinogéne : Il est responsable de la formation d’une sorte
de coque autour des germes qui deviennent résistants a la phagocytose (Fauchere
et Avril, 2002).

% Protéine de liaison a la fibronectine: elle contribue a I’adhérence aux

biomatériaux ayant un contact prolongé avec le sang (Foster et McDevitt, 1994).

4.5.3. Substances élaborées par S.aureus

Toutes les souches de S.aureus produisent des substances excrétées dans le milieu
extracellulaire ou restent fixées a la membrane cytoplasmique, qu’elles sont douées soit d’une

activité enzymatique, soit d’une activité toxique (Bhatia et Zahoor, 2007).
Les enzymes

% Coagulase libre: Elle forme avec la prothrombine du plasma, un complexe
« Staphylothrombine » qui converti le fibrinogene en fibrine (Todar, 2009).

% P-lactamase : elle inactive les B-lactamines et joue un role important dans la
résistance a ces antibiotiques (Motamedi et al., 2010).

% Lipases : ces enzymes capables de détruire les acides gras cutanées, favorisant la
survie et la dissémination de la bactérie (Tally, 1999).

% Hyaluronidase : hydrolyse 1’acide hyaluronique ce qui permet la diffusion tissulaire
des S. aureus (Makris et al., 2013).

% Fibrinolysine ou Staphylokinase : C’est une enzyme transforme le plasminogéne en
plasmine ((Deverriére, 2007).

% Désoxyribonucléase thermostable : hydrolyse de I’ADN de cellule de I’hote, elle
intervienne dans la formation des lesions (Guiraud et Rosec, 2004).

% Catalase : elle converti le peroxyde d’hydrogéne en molécules d’eau et d’oxygene,

(William, 2009).

B- Les toxines
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S.aureus produit un certain nombre de molécules cytotoxiques qui peuvent étre divisés en

quatre classes : (Prévost, 2004)
% Les hémolysines ou staphylolysines

Quatre hemolysines ont été isolées. Elles possédent toutes une activité hémolytique qui

s’exercent sur I'nomme et sur différents animaux (Azele, 1989).

= a- hémolysine : provoque la formation de canaux membranaires ce qui induit la lyse
de la cellule ciblée. (Seeger et al., 1990 ; Hiron, 2007).

= B- hémolysine : thermolabile altére les membranes riches en lipides (Todar, 2005).

= §-hémolysine : elle est comme un détergent sur les membranes biologique (Fanny et
al., 2008).

= v- hémolysine : elle est sécrétée par 50 a 60 % des souches (Gravet et al., 2001).

% La Leucocidine de Panton et Valentine (LPV) :

Il s’agit d’exotoxines, elle est toxique pour les monocytes, les macrophages et les

polynucléaires neutrophiles (Rainard et al., 2003, Fanny et al., 2008).
Les entérotoxines :

Les entérotoxines staphylococciques sont de potentiels agents d’intoxication alimentaire
Elles sont résistants aux enzymes protéolytiques du tube digestif (Bendahou et al., 2009 ; Di
Giannatal et al., 2011).

R/

% L'exfoliatine ou épidermolysine

Certaines souches de S.aureus (environ5%) secretent la toxine épidermolytique ou

exfoliatine. Elles sont responsables du "syndrome de la peau ébouillantée (Avril et al., 1992).

% Toxine du syndrome de choc toxique

C’est une protéine extracellulaire la cause majeure du syndrome de choc toxique

staphylococcique TSS (Nagase et al., 2002).
4.5.4. Variant microcolonies (SCVs)

Ces microcolonies constituent des sous populations de bactéries a croissance lente (Von
Eiff et al., 2001) survivants a des concentrations Iétales d’antibiotiques sans avoir pour autant

un mécanisme de résistance spécifique (Lewis et al., 2010).
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Discussion générale

La production de B-lactamase constitue le premier mécanisme décrit et identifié de
résistance a un antibiotique, ce méecanisme a éte décrit chez différentes bactéries, notamment
chez la plupart des souches de Staphylococcus aureus dont sont résistants a la pénicilline par
la production d'une B-lactamases nommé également pénicillinase (Robert, 2013 ; Devapriya
etal., 2013).

Néanmoins, les bactéries productrices de pB-lactamases a spectre élargi constituent une
préoccupation majeure en milieu hospitalier en raison de leur diffusion épidémique et de leur
multirésistance aux antibiotiques. En effet, les BLSE sont retrouvées chez une vaste
proportion de bacilles a gram négatif, mais les entérobactéries représentent les germes les plus
incriminés (Gniadkowski, 2001).

Notre étude a porté sur 1212 prélevements recus au laboratoire central d’EPH Fares
Yahia de Koléa, durant une période de trois moins, dont 1151 échantillons d’urines et 61
échantillons de pus, selon notre étude les prélevements urinaires occupe une place importante
parmi les prélevements recueillis, ces résultats corrobore avec les résultats d’une étude
réalisée en France en 2000 qui montre que 91,1% des prélévements communautaires sont des
prélevements urinaires (Péan et al.,2001). En effet, ce résultat est expliqué par le fait que,
I’infection urinaire est I’une des infections communautaires les plus fréquentes (Sekhsokh et
al., 2008).En Tunisie, un taux de 60% des souches isolées dans les urines, est rapporté par
Mkaouar et al.,(2008).

Selon nos résultats le taux de culture positive des pus est trés élevé (62%). Ceci
correspond aux résultats obtenus des études réalisées par Chaib et Zitouni (2010) a I’hopital
de Koléa (78.46%0) et a I’hopital de Salim Zemirli «EI Harrrach» (62.24%) (Touarigt, 2011).

Ces résultats sont dus probablement a la dénutrition et I’immunodépression. En outre, dans
les sites opératoires, I’acquisition de I’infection est trés fréquente, elle est due a la
transmission des germes provenant de 1’équipe chirurgicale, du patient lui-méme ou de son

environnement (Brucker, 1998).Par contre le taux des cultures négatifs est faibles (33%0).

Nous constatons aussi que 5% des prélévements sont contaminées, cette contamination
peut avoir deux origines, soit au niveau de patient donc au cours du prélévement lui-méme,

soit au laboratoire au cours du traitement.

[67]



PARTIE EXPERIMENTALE Chapitre 11 : Résultats et discussion

Dans les deux situations, la principale cause est le manque d’hygiéne qui engendre
I’inoculation de bactéries de I’environnement qui ne sont pas en relation avec I’infection mais
qui peuvent coloniser le malade (dans le cas de la contamination chez celui-ci) et provoquer

chez lui des infections nosocomiales. (Aouati, 2009)

En revanche, la fréquence faible des cultures positives des urines (10%) est peut
expliquer par une mauvaise orientation du diagnostic clinique ou a la présence des germes
exigeants tell que les anaérobies strictes qui nécessitent des milieux et des conditions
d’incubation spécifiques. Comme il peut s’agir d’un examen de controle que le médecin

demande pour mieux établir son diagnostic (Baudouin, 1999).

Par ailleurs, nos résultats sont proches aux résultats obtenus par les étudiants Bellit et
Derdour (2013) (9%) qui ont fait leur étude au niveau de I’hopital de Trichine Ibrahim
(FABOR) et a ceux de Touchene et Ghalmi (2015) a I’hopital de Koléa qui ont trouvé11%.

La présence des prélevements contaminés (7%b) est probablement liée au :

- Mauvaises conditions de prélévement.

- L’existence d’une leucocyturie sans germes a cause d’un traitement aux antibiotiques ayant
précédé le prélevement.

- Le désinfectant utilisé lors de la toilette avant la collecte des urines qui peut contaminer le

prélévement.

Notre étude montre une prédominance des infections urinaires chez les femmes avec un
taux de 67% contre 33% pour les hommes. En effet, les infections urinaires sont beaucoup
plus fréquentes chez la femme que chez I’homme, cela s’explique par le fait que les glandes
périurétrales n’ont pas d’activité antibactérienne (contrairement au liquide prostatique). Aussi,
I’infection chez la femme est favorisée par 1’osmolarité faible des urines en particulier durant

la grossesse (Saighi et al., 2004).

Ces constatations sont relativement semblables a celles de Medboua (2011) qui a trouvé
un pourcentage de 64.24% et ainsi les travaux de Hamrouni (2013) qui a trouvé un
pourcentage de 75.23%.Des resultats differents ont eté rapportés par Larabi et al (2003) en

Tunisie.
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L’étude de repartition des infections dans les pus selon le sexe montre que la fréquence
des infections est élevée chez les sujets masculins (58%) par rapport aux sujets féminins qui
présentent un taux de 42%. Cette variation n’a pas une importance selon Berche et al (1991),

le sexe ne semble pas avoir une influence déterminante sur 1’apparition de 1’infection.

D’apres nos résultats, 75.48% des préléevements provenant du milieu externe contre
24.52% provenant de milieu hospitalier, contrairement a ce qui est rapporté en Tunisie en
2008 ou 65% des isolats provenaient de malades hospitalisés (Mkaouar et al., 2008).

Notre étude montre une fréquence trés élevée des bacilles a Gram négatifs (79.89%) en
comparaison avec les cocci a Gram positifs (20.11%).Cette predominance des BGN
s’explique aussi bien par le fait que les entérobactéries et les bacilles a Gram négatif non
fermentaires (Pseudomonas) occupent une place tres importante en pathologie humaine
infectieuse. Leur importance est due a la variété des especes bactériennes qui les composent et

leur fréguence au niveau de la santé des populations. (Ramoul, 2014).

Parmi les bacilles a Gram négatifs, les entérobactéries dominent dans notre étude avec
une fréequence d’isolement de 73% (131 souches) notamment dans les urines (86%) par
rapport aux bacilles a Gram négatif non fermentant avec un taux de 7%. Selon Debré (2004),

les entérobactéries sont les germes les plus souvent responsables des infections urinaires.

De plus, ces agents infectieux présentent avec une forte proportion dans les pus
(48%).D’apres Berche et al (1991) ils sont des bactéries opportunistes provoquent des
infections cutanées chez les malades immunodéprimés ou apres les interventions
chirurgicales, et se développent rapidement lorsque la peau est endommagé en cas des

blessures ou des plaies.

Ces résultats sont en accord avec ceux de Souna (2011) au niveau du CHU de Sidi Bel
Abbes qui a trouvé un pourcentage de 56%. Nos résultats concordent aussi bien avec ceux
obtenus au Maroc (Elouennass, 2008), France (Zogheib et Dupont, 2005) et au Cameroun
(Gangoué Piéboji et al., 2007).

Globalement le profil bactériologique des isolats est marqué par une prédominance
d’Escherichia coli qui reste I’espéce la plus fréquente (51.15%), suivie par Klebsiella
pneumoniae (16.03%) comme cela été rapporté par plusieurs études (Messai et al., 2007 ;
Nadmia et al., 2010).Ainsi par les études de Boukeroui (2013) a I’hdpital de Boufarik qui a
trouvé un taux de 47.67%pour E.coli. En Tunisie E.coli occupe aussi la premiere place avec
81,7% suivi par K. pneumoniae avec 3.7% (Péan et al., 2001).
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Le taux élevé d’Escherichia coli est expliquée par le faite que cette bactérie est une
espéce ubiquitaire, elle est treés répondue dans 1I’environnement : eau, sols, et dans les aliments
et se retrouve en abondance dans la flore commensale humaine. Elle constitue 1’espece
dominante de la flore aérobie anaéro-tolérante (Ahoyo et al., 2007 ; Bonacorsi et al.,
2001).Par ailleurs, est un germe facile a diagnostiquer. Elle représente 60 a 80% des

infections urinaires communautaires (Caracciolo et al., 2011).

En effet, K. pneumoniae se distingue comme un agent pathogéne opportuniste causant des
infections nosocomiales surtout au sein des populations ayant un systeme immunitaire
affaibli. Elle constitue une cause fréquente d'infections urinaires, pneumonies et bactériémies
(Decre et al., 2011).

Pour les autres souches isolées sont classés par ordre décroissant : Klebsiella oxytoca
(9.92%0), Proteus spp (10.69%b), Enterobacter spp (6.11%0), Alors que, Morganella morganii
et Serratia spp occupent la derniére place avec des taux d’isolement faibles soit 3.05% et

0.76% respectivement.

Selon Lahlou et al (2009), Enterobacter spp et Proteus spp sont des bactéries
responsables surtout d’infections nosocomiales (Lahlou et al., 2009). Ils sont incriminés en
ambulatoire suite a une hospitalisation récente ou a une prise d’antibiotiques a large spectre

(Djennane et al., 2009).

Concernant les cocci a Gram positifs, Staphylococcus aureus est trés fréquente, isolé avec
un taux de 13% (27 % dans les prélevements de pus et 6% dans les prélévements des urines)
suivie de Streptococcus spp avec un taux de 5% et Enterococcus spp qui occupe la derniére
position avec un faible taux de 2%. Cela est due au fait que les Staphylocoques sont des
bactéries ubiquitaires que 1’on retrouve fréquemment sur la peau et dans les narines des
personnes. C’est I'un des principaux agents étiologiques des infections suppuratives
superficielles et profondes ainsi que des syndromes liés a 1’action des toxines. Ils sont doués
d’une grande capacité d’acquérir et d’exprimer un large éventuel de facteurs de virulence et
de résistance aux antibiotiques (Elazhari et al., 2010). En outre la vie commensale des
staphylocoques associée a la virulence de certaines espéces explique que ces bactéries

représentent une cause majeure d’infection (Avajjar, 2006).
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Les Streptocoques sont les germes les plus souvent isolées en clinique humaine apres les
entérobactéries et les staphylocoques (Kernbaum, 1990).

Nos travaux rejoignent ceux de Lazoul et Rabhi (2014) ou ils notent un taux de 17%o de
S.aureus. Une autre étude, menée au CHU de Béni Messous par Badis (2012) rapporte une
fréquence de 36 % des S.aureus dans les prélevements de pus et 5% dans les prélevements

des urines.

Les niveaux des résistances bacteriennes liées a la production de B-lactamase a spectre
étendu (BLSE) varient d’un pays a I’autre et d’une année a I’autre donc la connaissance de la
situation locale et de son évolution sont nécessaires pour le choix de 1’antibiothérapie (El
Bakkouri et al., 2009).

Durant notre étude, 30 souches d’entérobactéries productrices de BLSE sont recueillis
parmi 143 bacilles a Gram négatifs identifiés soit un taux de 21%o, dont 20 souches isolées a

partir des prélevements des urines (66.67%o) et 10 souches isolés dans les pus (33.33%).

Selon Ben Redjeb et al (2000), l'utilisation large des B-lactamines (céphalosporines de
3°Megénération) a eu comme conséquence le développement d'entérobactéries résistantes par
production de B-lactamases a spectre étendu. Elles sont souvent responsables d'épidémies
notamment dans les unités de soins intensifs. De plus, ces résistances acquises du fait de leur

déterminisme plasmidique, ont grand pouvoir de dissémination (Larabi et al., 2003).

En outre, le probléme lié aux BLSE est surtout la présence fréquente de co-résistances
rendant les souches multirésistantes (Leotard et Negrin, 2010). Aussi selon Giraud-Morin
et Fosse (2008) les entérobactéries produisant une BLSE sont toujours d’actualité dans les
structures de soins, malgré les mesures de prévention de leur dissémination aujourd’hui bien

codifiées et on note plutét une augmentation de leur nombre.

Les prévalences de production de BLSE que nous avons observées correspondent a peu
pres a celle retrouvee a Blida (Ballit et Derdour, 2013) et a Koléa en 2015 (Ghalmi et
Touchene, 2015).

Par contre, ces taux sont relativement élevés en comparaison a des fréquences de 5.8% et
7.4% respectivement trouvées a Bejaia (Touati, 2006) et a Laghouat (Lagha, 2015) et
inférieures a celles rapportées dans d’autres hopitaux a taux élevés de BLSE, comme I’hopital
de Tlemcen (39.22%) (Baba Ahmed-Kazi et al., 2013) et a Sidi Bel Abbes (37.1%).
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La prévalence globale de la production de BLSE a varié considérablement selon les zones
géographiques des pays et dans différents structures hospitaliers. A titre d’exemple, I’Egypte
a enregistré un taux élevé de 38.5%, en revanche la Hollande a enregistré un taux tres faible
de 2%(Ho et al., 2000 ; Bouchillon et al., 2004).La Turquie a marqué un taux de 21%, cette

valeur est égale a nos résultats.

Cependant des prévalences trés faibles ont été notées dans certains pays de 1I’Afrique
subsaharienne qui ne représentent probablement pas la réelle incidence des BLSE dans cette
région car la détection de cette résistance n’est pas utilisée comme test de routine dans les

laboratoires cliniques (Elhani, 2012)

La répartition des souches montre qu’E.coli représente 1’espece productrice de BLSE la
plus isolée (12 souche, 40%0) suivi par Klebsiella pneumoniae (9souches, 30%), Enterobacter
spp (5souches, 17%). Ce classement est identique a celle trouvées par Balahouane (2013) et
Lagha (2015). Pour les autres bactéries identifiées : K.oxytoca, Serratia spp, M.morganii et
P.rettgeri arrivent a la derniere position avec une souche pou rchacune (3%). Pendant notre
travaille aucune souche de Pseudomonas aeruginosa productrice de BLSE a été isolée.

Nous notons que le nombre de souches productrices de BLSE est plus élevé chez
Enterobacter spp (62.5%), cette prévalence est correspondent a celle trouvée par Debabza
(2015) a Annaba. Par contre elle est supérieure a celle retrouvée dans un travail réalise en
France par Belmonte et al (2010), qui a montré un pourcentage 39%o. Ce taux est largement

inférieur a celle retrouvée a Tlemcen par Terkia Derdra (2013).

Les prévalences de production de BLSE chez E. coli et K. pneumoniae que nous avons
observé dans cette étude ont été de 17.9% et 42.9% respectivement. Ces taux sont parait étre
du méme ordre de grandeur que les proportions trouvées respectivement par Dioman (2008)
et Duval et al (2009) au Mali.

Selon Lucet et Birgand (2011) certaines souches a BLSE comme K. pneumoniae et
Enterobacter spp sont plus facilement transmises que d’autres entre patients durant leur

séjour, ce qui reflete des capacités de diffusion plus importantes.

Ainsi, Carrer et Nordmann (2011) ont noté que K. pneumoniae est I’espéce
d’entérobactérie qui a démontré ses particularités d’acquisition de plasmide exprimant des f3-

lactamases a spectre étendu.
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Selon la provenance, nous avons marqué que 60% des souches a BLSE sont
provenant des patients externes et 40% provenant des patients hospitalisés contrairement a ce
qui est rapporté dans la littérature par Crivaro et al., (2007), ont également démontré que la
durée de séjour a I'hopital constitue I'un des facteurs de risque pour I'acquisition des EBLSE,
ce qui suggére que le milieu hospitalier joue un role crucial dans la transmission de ces
pathogenes. Toutefois, il est a noter que le taux EBLSE ne cesse d'augmenter partout a travers
le monde, non seulement dans les infections nosocomiales, mais aussi dans les infections

communautaires (Terkia Derdra, 2013).

Le profil de sensibilité aux antibiotiques des trente souches productrices de BLSE étudiées
montre la résistance a la plupart des B-lactamines sauf I’imipeneme (0%0), le taux de
résistance est de 100% pour : Amoxicilline, Céfazoline, Céfotaxime et Ticarcilline est de
16.67%vis-a-vis de Céfoxitine. D’aprés nos résultats 1’imipénéme est la seule B-lactamine
active. Cela indiquant sa place en premier choix dans le traitement alternatif des infections
séveres a bactéries multirésistantes (Lagha, 2015). Cependant, selon le réseau national de la
surveillance des bactéries résistantes aux antibiotiques, la résistance aux carbapénemes (IMP)

commence a disséminé dans les hdpitaux algériens (Benamrouche et al., 2009).

Concernant la résistance a I’AMX nos résultat est identique a celle de Dioman (2008) au
Mal iet de Lagha (2015).

Nous avons signalé aussi dans ce travail qu’aucune souche d’E.coli et K.pneumoniae est
résistante a la céfoxitine contrairement au Enterobacter spp ou toutes les souches sont
résistantes vis-a-vis a ce dernier. Des résultats semblables ont été rapportes par Lagha (2015)
qui montrent une résistance plus importante chez Enterobacter spp que chez E.coli et

K.pneumoniae.

Actuellement, Il est prouvé que lutilisation des antibiotiques, notamment les
céphalosporines de 3°™ génération dans un but thérapeutique est le facteur de risque le plus
important dans le développement de résistances bactériennes (Rubin et Samore, 2002).

Dans notre étude, le taux de résistance des entérobactéries aux C3G (Céfotaxime) observé
est de 100 %, ce dernier est identique a celui de Touati et al (2012) et proche de résultat

obtenue par Ghalmi et Touchene (2015) ou ils trouvent une valeur de 95.56%.

Cette résistance ne cesse de se renforcer depuis plus de 20 ans notamment par

I’acquisition de B-lactamases a spectre elargi (Belmonte et al., 2010).
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Néanmoins, notre étude enregistre des taux de résistance moindres aux autres familles
d’antibiotiques (50% a Ciprofloxacine, 43.33% a I’ Acide nalidixique, 0% a I’ Amikacine et a
la Gentamicine). En ce qui concerne 1’acide nalidixique des taux voisins ont été obtenus
représentant 46.4% et 41,67% dans les études établies par Souna (2011) et Medboua (2011)

respectivement.

La résistance aux quinolones (CIP, NA) résulte principalement : d'une accumulation de
mutations au niveau des génes codant les cibles de ces molécules, I'nyper expression des
pompes d'efflux ou l'imperméabilité qui entrainent une diminution de la concentration

intracellulaire de I'antibiotique (Merensa et Servonneta, 2010).

Selon Paterson et Bonomo (2005), les BLSE sont généeralement portées par de grands
plasmides qui portent aussi des genes de résistance aux classes d’antibiotiques non -
lactamines, tels que les aminosides et les quinolones. Aussi, I’utilisation de ces antibiotiques
contribue & la sélection de souches productrices de BLSE. De plus, L'utilisation intensive
d'agents antimicrobiens dans les hopitaux est I’un des facteurs qui contribue a 1'émergence de

souches multi-résistantes, insensibles a une large gamme d'antibiotiques (Touati, 2013).

La pénicilline a été présentée dans les années 40 comme étant le premier traitement
efficace contre Staphylococcus aureus. Cependant, peu de temps aprés son introduction, des
souches résistantes a la pénicilline sont apparues en raison d’une enzyme plasmidique : -

lactamase. (Halem et al., 2006).

Aujourd'hui, S.aureus est devenu résistant a de nombreux antibiotiques couramment utilisés.

L'émergence de la résistance a donné lieu a grande crise clinique (Ali et al., 2004).

Notre étude a montré une prévalence importante de S.aureus productrice de
pénicillinase (87%) contre une prévalence de 13% des souches non productrices de
pénicillinase. Selon Devapriya et al (2013), la production de pénicillinase protége S.aureus
contre la Peénicilline, cette enzyme hydrolyse le cycle B-lactame de la Pénicilline et la
Céphalosporine et les rendant inactives.

De plus, la sensibilité des souches de S. aureus aux B-lactamines varie selon la molécule,
80 % a 95 % des souches produisent une pénicillinase qui inactive la pénicilline G et
I’ampicilline, rendant leurs indications obsolétes dans le cadre d’une infection a S. aureus.

(Daurel et Leclercq, 2008).
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Ces pénicillinases sont extracellulaires, inductibles et généralement codées par des
plasmides. Le géne codant pour cette enzyme est bla Z qui est porté par un plasmide ou un
transposon. (Trotot-Voilliot, 2012)

Les résultats de notre étude rejoignent ceux signalés par Devapriya et al (2013), ou ils
ont trouvé une fréquence de 79%.Une autre étude menée au Maroc par Elazhari et al (2010)
rapporte un taux de 90%, elle a été de 1’ordre de 93% a Tlemcen (Rebiahi, 2012) .Dans une
étude menée par Faye (1997), il a trouvé 61%, ce qui est inférieur a notre valeur.

L’étude de la résistance de S.aureu saux ATB a révélé une résistance importante a la
Pénicilline avec un taux de 100%o. Ces résultats sont en corrélation avec la tendance générale
observée en France depuis quelques années (Medeiros et al., 2000) et avec une étude réalisée
par Devapriya et al (2013). Des autres études menées par Patrick et al (2006) au Trinidad et
Tobago, et par Islam et al (2008) au Bangladesh rapportent les méme taux de résistance.
Cette résistance est due a la production de pénicillinase qui confére a la bactérie de résister a
la pénicilline G. Ainsi, I’hyperproduction de pénicillinase responsable de I’hydrolyse des
pénicillines M, céphalosporines et des carbapénémes. (Bismuth et Leclercq, 2000)

Pour ce qui est de la résistance des souches a I’oxacilline (la méthicilline), nous
enregistrons un taux de 71%b, cette résistance résulte de la production d’une protéine de
liaison a la pénicilline (PLP2a) altérée qui posseéde une affinité diminuée pour la plupart des
antibiotiques de la famille des PB-lactamines (Deurenberg et Stobberingh, 2008).Cette

fréquence est comparable a celui d’une étude faite par Nsofor et al (2016) au Nigeria(68%b6).

Concernant la Vancomycine et la Rifampicine, elles gardent toujours une activité sur nos
souches (5%, 0%respectivement). Cette sensibilité est corroborée par Pesavento et al (2007),
Normanno et al (2007) en Italie et Vazquez-Sanchez (2012) en Espagne. Néanmoins,
I’émergence des souches résistantes a la Vancomycine a été déja décrite en milieu hospitalier
dans plusieurs pays, particulierement en Algérie par Rebiahi et al (2011). Mais elle reste
toujours active dans les hopitaux marocains (Elhamzaoui et al., 2009 ; Elazhari et al.,
2009).

Pour les macrolides, la résistance a I’Erytromycine était de 33% et 24% a la
Clindamycine. Ces résultats se rapprochent de ceux de Badis (2012) qui a trouvé des

fréquences de 33.33% et 16.67% respectivement.
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Nous avons noté une résistance assez importante pour les aminosides : Kanamycine
(48%), Amikacine (38%), Gentamycine (38%). Selon Aouati (2009) la résistance aux
antibiotiques de la famille des aminosides est surtout une résistance associée a la résistance a
la méticilline. (Une étude réalisée a I’hopital de Mustapha Bacha en 2012 par Ait Seddik qui a
trouvé que 47.94% et 19.17% des souches sont résistantes a la Kanamycine et a la

Gentamycine respectivement.

A la fin, on peut conclure que la détermination et la compréhension des mécanismes
moléculaires de 1’émergence des caractéres de résistance représentent 1’un des buts sessentiels
de la bactériologie médicale pouvant faire évoluer les stratégiesthérapeutiques (Boukerzaza,

2005)
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Matériel et méthodes

Notre travail a été effectué¢ au niveau du laboratoire central de 1’hépital Fares Yahia de

Koléa durant une période de stage de 4 mois allant du mois de Février au mois de Mai 2016.
» Objectifs de I’étude
Cette étude a pour but :

v Dans un premier temps d’isoler et identifier les différentes souches bactériennes a
partir divers prélevements pathologiques (urine, pus).
v Dans un deuxieme temps, détecter les souches productrices des enzymes B-lactamases

et étudier leur sensibilité vis-a-vis des antibiotiques.
I. Matériel

1. Matériel biologique
Durant notre travail, nous avons utilisé différents matériels biologiques comme suit :

v’ 1212 préléevements (pus et urine) a partir différents services tels que:
néphrologie, pédiatrie, rhumatologie, médecine interne et aussi a des malades
consultant a titre externe.

v Nous avons également travaillé avec des souches de référence :

S.aures ATCC 25923 sensible a penicilline.
S.aures ATCC 43300 résistant & penicilline.

2. Matériel non biologique
Le matériel non biologique est représenté par : les milieux de culture, les équipements,

la verrerie, les réactifs et les disques d’antibiotiques (voir annexe I).
1. Méthodes
1. Techniques de prélévements

Le résultat des examens bactériologiques dépend pour une grande part des conditions de
prélevement et de transport de I’échantillon. Les prélévements doivent étre effectues en
principe avant 1’administration d’antibiotiques, tous les prélevements sont évidemment
réalisés avec du matériel stérile & usage unique en respectant les régles d’asepsie. La nature du

prélevement est en fonction du site de I’infection (Nauciel et Vildé, 2005).
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1. 1 Prélévement des urines

Apres lavage hygiénique des mains et toilette soigneuse des organes génitaux externes, de
préférence les urines du matin (au moins 4 heures aprés la miction précédente). Apres
élimination du premier jet, les urines sont recueillis dans un tube stérile (environ10 a 20 ml),
le tube est fermé hermétiquement et porté au laboratoire dans une demi-heure, sinon il faut le

placer dans de la glace (Djennane et al., 2009).

e Chez ’adulte

Apreés toilette soigneuse au savon ou antiseptique doux de la région vulvaire chez la femme
et du méat chez I’homme suivi d'un ringage a I’eau, ’urine vésicale doit étre recueillie de
facon a éviter sa contamination de la flore commensale de 1’urétre et chez la femme, de la
région génitale externe (Orthez et al., 2015).
e Chez le nouveau —né

Le recueil des urines est fait a I'aide d'un collecteur (poche). Ce dispositif & usage unique

adapté a l'anatomie se pose apres désinfection soigneuse du périnée. Des la miction terminée
le collecteur est enlevé (ne peut étre laissé en place plus d'une 30 minute), si I'enfant n'a pas

uriné, le dispositif est éliminé et remplacé par un collecteur neuf (Francoise, 2010).

e Chez les porteurs de sonde a demeure
Le recueil s’effectue par ponction sur le site spécifique du dispositif de sonde, aprés
désinfection soignée et clampage, en suite les urines transférer dans un tube stérile (Orthez et
al., 2015).
e Ponction sus-pubienne
Réaliser aprés une désinfection soigneuse des téguments, par ponction directement

dans la vessie.

1. 2 Prélévement de pus

Les prélevements sont pratiqués par le personnel médical (les chirurgiens, les
cliniciens...) :

Dans le cas ou le pus est localisé dans un abcés superficiel fermé ou dans une cavité
séreuse, le pus est récolté par ponction a I’aide d’une seringue stérile et cela aprés une
désinfection soigneuse de la peau avec de I’alcool iodé, ensuite il est transvasé dans un tube

stérile.
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Dans le cas des abcés ouverts, plaies suppurées ou pustules et les fistules ou le pus
s’écoule a I’extérieur, le prélevement se fait a I’aide d’un écouvillon aprés désinfection de la
plaie. Le prélevement est effectué dans la partie la plus profonde de la plaie toute on évitant la
contamination par la flore cutanée saprophyte. L’¢couvillon doit étre acheminé au laboratoire
et humidifié par un bouillon afin d’éviter la dessiccation de prélévement (Ploy et Denis,
2007).

e Transport et conservation du prélevement

v" Les urines doivent étre conservées au réfrigérateur (12h au maximum a 4°C) jusqu'a
I'arrivée du coursier et doivent étre acheminées au laboratoire dans les plus brefs
délais (moins de lheure), afin d'éviter la multiplication bactérienne.

v la conservation de pus ne doit étre dépassée 2 heures a température ambiante pour les
plaies profonds ou 4 heures pour les plaies superficielles, si on utilise d’écouvillon

avec milieu de transport on peut le conserver 48h.

Tous les préléevements 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 prélevements.

e Antibiothérapie en cours.

2. Examens bactériologique

2.1 Examen macroscopique des prélevements

Cet examen nous a permis de connaitre les caractéres organoleptiques des prélévements :
I'odeur (purulente ou fétide), l'aspect et la couleur, qui peut fournir des renseignements
intéressants et des éléments d’orientation dont il faut tenir compte (Diop, 2001) :
e Urine : normalement est un liquide jaune claire plus ou moins foncee (la couleur est peut

changer par les aliments), en cas d’infection on observe trouble ou hématurique.
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e Pus: l’aspect granuleux et mal li¢ oriente vers la présence des streptocoques, les pus

crémeux orientent vers la présence des staphylocoques ou pneumocoques.

2.2 Examen microscopique

Cet examen doit étre réalis¢ rapidement afin de limiter I’altération des éléments
cellulaires. L’examen microscopique est fondamental, il permet d’orienter le diagnostic dans

tous les cas et d’envisager la suite des examens a effectuer.
A/ I’état frais et numération
But : cet examen permet d’observer :

e Laprésence ou I’absence des bactéries et leur mode de regroupement.

e Lamorphologie et la mobilité des bactéries.

e La présence des cellules d’accompagnant : soit des polynucléaire ou des lymphocytes
(étude qualitative et quantitative) et leur état.

e Laprésence des éléments anormaux (cristaux, cylindres,...) dans les urines.

% Pour les pus

» Technique
Diluer le pus avec I’eau physiologique, par la suite 1’étaler en utilisant 1’écouvillon de
prélevement sur lame puis recouvrir lame par une lamelle. L’observation se fait au

microscope optique au grossissement (X40).

» Lecture

On peut observer des bactéries (une ou plusieurs especes), différentes cellules
leucocytaires (signe d’inflammation) et des hématies (leur présence signifie des mauvaises

conditions de prélévement).

«+ Pour les urines

» Technique
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Prendre une cellule de Malassez propre recouverte d’une lamelle, apres remplir la pipette

pasteur avec quelques millilitres d’urine puis mettre I’extrémité de la pipette sur le bord de

la cellule et laisser la cellule se remplir, observer au microscope optique au grossissement
(X40).

» Lecture
On compte par champ microscopique :
v' Eléments organiques: cellules épithéliales, globules rouges, leucocytes
(leucocyturie) et des bacteries.

v Eléments inorganique : des cristaux d’acide urique, urates et du calcium.

B/ Examen apres coloration au bleu de méthyléne
» Principe

La coloration au bleu de méthylene indique la réaction cellulaire, la présence ou non de

polynucléaires altérés et la morphologie des bactéries (Diop, 2001).

» Technique

v’ Etaler le pus a I’aide de I’écouvillon qui a servi pour le prélevement sur une lame
propre avec des mouvements circulaires.

v" Pour les urines, déposer une goutte d’urine sur une lame a 1’aide d’une pipette pasteur.

v' Laisser sécher quelques secondes a I’air libre et fixer a la chaleur en passant la lame
au-dessus de la flamme de bec bunsen.

v Recouvrir la lame avec le bleu de méthyléne, laisser agir 20 minutes.

v Rincer a I’eau et laisser sécher (fixer a la chaleur en rapprochant la lame devant le bec
bunsen).

v Observer au microscope optique (GX100) avec une goutte d’huile & immersion.

> Lecture

Tous les éléments cellulaires et les bactéries apparaissent colorés en bleu.
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2.3 Examen bactériologique (Mise en culture)
v’ But

La culture permet I’isolement et 1’identification des germes responsables des infections,
elle représente 1’étape la plus importante pour le diagnostic bactériologique. Elle s’effectue en

plusieurs étapes étroitement liés 1’une a 1’autre.
v" Choix des milieux

Les milieux d’isolement les plus appropriés a la reprise des germes observés a 1’examen

direct sont ensemencés, 1’orientation microscopique guidant le choix de ces milieux.

Tableau 2 : Principaux milieux de cultures ensemencés.

Milieux Spécificité Incubation
Gélose nutritive Milieu de culture pour germes non | 37°C pendant 18 a 24 h
exigeantes

Gélose au sang frais | Milieu d’enrichissement pour les | 37°C pendant 18 & 24 h en

(GSF) germes qui ont I’action hémolytique | anaérobie

(exp : Streptocoques)

Gélose au sang cuit | Milieu d’enrichissement pour les | 37°C pendant 18 & 24 h en

ermes exigeants anaérobie

(GSC) g g

Chapman Milieu d’isolement hypersalé (riche en | 37°C pendant 18 &4 24 h
Na CI) pour les Staphylocoques

Hektoen Milieu  d’isolement  pour  les | 37°C pendant 18 a 24 h
Enterobacteries grace a la présence des
sels biliaire.

Sabouraud Milieu d’isolement pour les levures et | 37°C pendant 18 a 48h

autre champignons pathogénes.
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v Technique d’ensemencement

A/ Pus
L’ensemencement se fait sur cing milieux de cultures (GSF, GSC, Hektoen, Chapman et GN).
1. Etaler le pus avec I’écouvillon de prélévement prés du bord de la boite de pétri.
2. A l’aide d’une pipette pasteur on continue par des stries serrées jusqu'a ce que
I’ensemencement ait atteint toute la surface de la boite de pétrie.
3. Incuber les GSF et GSC dans une jarre avec une bougie (atmosphere riche en CO,) et

les GN, Chapman, Hektoen sont incubées dans 1’étuve a 37 °C pendant 18 a 24h.

B / Urine

1. Homogénéiser le tube contenant 1’urine.

2. Prélever 0.1 ml d’urine a 1’aide d’une pipette pasteur, additionner a 9.9 ml d’eau
physiologique pour obtenir une dilution de 1/100.

3. A l’aide d’une pipette pasteur déposer deux gouttes de dilution sur la gélose nutritive,
ensuite ensemencer par étalement en surface.

4. Incuber a 37 °C pendant 18 a 24.

+ Dénombrement des bactéries : Méthode de KASS
» Principe

Aprés ’incubation, on compte les nombres des colonies apparaissent sur la boite et
chaque colonie qui pousse a partir de 1'urine diluée correspond a 1000 UFC/ml,

I’interprétation se fait selon la formule de KASS :
N=n X 10 X inverse de dilution

N : nombre de germes /ml.

n : nombre de colonies sur la boite.

» L’interprétation des resultats cytologique et bactériologique

Depuis les travaux de KASS linterprétation des cultures s'effectuait de la maniere

suivante pour confirmer la présence ou I’absence d’infection urinaire :
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- Bactériurie < 10° CFU / ml : absence d'infection urinaire.
- Bactériurie > 10°CFU / ml : présence d'infection urinaire.
- Entre 10% et 10* CFU / ml : zone d'incertitude (valeurs a controler si besoin).
En cas d'infection urinaire, le processus inflammatoire se traduit le plus souvent par la
présence de :
e >5X 10*leucocytes /ml.

e > 10* hématies /ml.

Tableau 3 : Interprétation des situations basées sur le contexte épidémiologique, la présence

de signes cliniques, d’une leucocyturie et d’une bactériurie.

Catégories Critéres microbiologiques

Infection urinaire aigue non compliquée | >10000 GB/ml

de la femme >103 UFC/ml
uropathogeénes reconnus
Pyélonéphrite aigue simple >10000 GB/ml
>10* UFC/ml

uropathogénes reconnus

Infections du tractus urinaire a risque ou | >10000 GB/ml
compliquée dont celle de ’homme >10° UFC/ml

uropathogénes reconnus

Bactériurie asymptomatique (contrélée | >10000 GB/mi
sur 2 ECBU) >10° UFC/ml

2.4. ldentification

L’identification des souches isolées est réalisée en plusieurs étapes en basant sur les
caractéres morphologiques des colonies sur les milieux de cultures (forme, taille, couleur,
surface, 1’odeur).Aprés l'obtention de colonies pures sur les milieux de culture, nous avons
réalisé ensuite les tests de pre-identification : aspect des colonies, Gram, oxydase, catalase,
type respiratoire. Nous avons utilisé les milieux de la galerie classique afin de différencier les

bacilles a Gram négatif fermentaires ou non.
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2.4.1 Coloration de Gram
But :

La coloration de Gram permet de différencier les bactéries selon la structure de leur
paroi: bactérie a Gram positive et bactérie a Gram negative, il permis ainsi d'apprécier la
morphologie, le mode de groupement, I'abondance et l'aspect polymorphe de la flore

bactérienne.
» Principe et technique :

La coloration de Gram basée sur la perméabilit¢ de la paroi bactérienne a 1’alcool.
Cette perméabilité dépend de la composition de la paroi, elle s’effectue en trois étapes, en
premiers temps le colorant violet pénetre dans les cellules bactériennes, et colore le
cytoplasme de toutes les bactéries en violet.

En suite l'alcool dissout le violet de gentiane, si la paroi bactérienne est perméable a
I'alcool, celui-ci pénetre dans les bactéries et décolore leur cytoplasme. Si les bactéries ont
une paroi imperméable a l'alcool elles restent colorées en violet. A la fin, la fuschine

recolore en rose les bactéries précédemment décolorées.

Lecture : on observe la lame au microscope optique (GX100) et I’interprétation se fait selon

la couleur : Gram (+) : violet.
Gram (-) : rose.
2.4.2 Tests d’orientation

Test de la catalase

» Principe

La catalase est une enzyme présente chez les bactéries aérobies et anaérobies facultatif
dégrade le peroxyde d’hydrogene (H202) qui est toxique pour les bactéries. Ce test permet de
différencier les staphylocoques des streptocoques (Denis et al., 2007).

» Technique et lecture

Prélever une petite quantité de culture a I’aide d’une pipette pasteur, réagir la colonie
dans une goutte de I’eau oxygénée (H202) déposée sur une lame. Une réaction positive se

traduit par le dégagement de bulles de gaz (Oz).
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Test d’oxydase

» Principe

Ce test permet de faire la différenciation entre les Entérobactéries et les Pseudomonas, a
la base de mettre en évidence de ’enzyme : diamine oxydase chez les bactéries a Gram

négatif qui le produisent.

Cette enzyme est capable d’oxyder le réactif N-diméthyl- paraphényléne diamine, cette

réaction libére un composé coloré en rose-rouge.
» Technique

Déposer un disque d’oxydase sur une lame, apres prélever une colonie bien isolée et

I’écraser sur le disque, laisser agir pendant 30s.

» Lecture
-Coloration violette foncée puis noire : Oxydase (+) —Pseudomonas.

-Absence de coloration : Oxydase (-) — Entérobactéries.

+ Test de coagulase

» Principe

La coagulase est une enzyme présente chez les souches de Staphylococcus, capable de
coaguler le plasma humaine et de lapin. La recherche de cette enzyme se fait par le Staph-plus
qui permet la détection du facteur d’affinité pour le fibrinogéne de protéine A et des

polysaccharides capsulés de S.aureus.

» Technique
-Déposer une goutte de réactif latex dans un cercle de la carte d’agglutination.
-Prélever une colonie bien isolée et faire réagir avec le réactif.

-homogénéiser par des mouvements circulaires.

» Lecture
-Présence d’agglutination : test positif.

-Absence d’agglutination : test négatif.
2.4.3 ldentification biochimique

A/ La galerie classique
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+ Milieu T.S.I (Triple Suger Iron)

» Principe

Ce milieu permet de différencier entre les especes dites fermentants ou non-fermentants, il
consiste a étudier la fermentation de trois sucres (glucose, lactose, saccharose), d'apprécier la
production ou non de H>S et de noter la production ou non de gaz a partir du glucose.

» Technique
Elle consiste a ensemencer une colonie prélevée a 1’aide d’une pipette pasteur Stérile en
stries serrées la pente de la gélose puis par piqlre centrale le culot. La lecture se fait aprés 24h

d’incubation a 37°C.

» Lecture
-Virage de couleur de la pente vers le jaune : fermentation de lactose et saccharose.
- Virage de couleur de la pente vers le jaune : fermentation de glucose.
-Noircissement de du milieu : production de HzS.

- Formation de bulles de gaz dans la masse du culot : production de gaz.
Milieu du Citrate de Simmons (CS)
» Principe

Ce milieu contient un indicateur de pH qui est le bleu de bromothymol, ce qui confére au
milieu une coloration verte a 1’état acide. Les germes qui utilisent le citrate comme seule
source de carbone entrainent une alcalinisation du milieu, d’ou le virage du vert au bleu.

Nous avons la réaction suivante :
Citrate + 3H20 — Acide citrique + 30H
» Technique

Ensemencer le milieu par des stries serrées en laissant une partie comme témoin, apres
incuber a 37 °C pendant 24h.

Lecture
-Virage de couleur de vert au bleu : Citrate positive.

-Le milieu reste vert : Citrate négative.
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+ Milieu Urée-Indole

» Principe

C’est un milieu liquide dans lequel on recherche trois caractéres :

La production d’uréase: qui dégrade 1’urée en carbonate d’ammonium, qui se provoque
I’alcalinisation du milieu.
La formation de I’indole : a partir de tryptophane grace a I’enzyme tryptophanase, (apres

addition du réactif de Kovacs).

la présence de TDA : Le tryptophane désaminase agit sur le tryptophane en produisant 1’acide
indole- pyruvique(AlIP), qui en présence de perchlorure de fer(FeCLs) donne une coloration
rouge-brun.

» Technique
-Ensemencer une colonie dans le milieu urée-indol pour la recherche de 1’urée, puis incuber
24h a 37°C.
-Aprés I’incubation, ajouter quelque goutte de réactif Kovacs pour la mise en évidence de
I’indole et de réactif de TDA.

» Lecture
-Changement de coloration de jaune au rose : Uréase (+).
-Absence de virage de couleur : Uréase (-).
-Formation d’anneau rouge aprées 1’addition de Kovacs: Indole (+).

-Virage de couleur au rouge-brun : TDA(+).

Milieu Clark et Lubs

» Principe

Ce milieu permettre de réaliser deux tests: La réaction de Voges-Proskauer (VP) ou
acetoine et la réaction au rouge de méthyle (RM), qui  permettent de différencier entre la

fermentation par voie butan-2,3-diol et la voie des acides mixtes.

» Technique
-Prendre une colonie bien isolé a I’aide d’une pipette pasteur et I’ensemencer dans le milieu
Clark et Lubs.
-Incuber a 37°C pendant 24h.
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» Lecture
= Pour la reaction de Voges-Proskauer: Avant de la lecture ajouter les réactifs
suivant : deux gouttes de soude NaOH (VPI) et deux gouttes d’alpha-naphtol(\VPII)
pour accélérer la réaction et favoriser 1’oxydation. L’apparition d’une coloration
rose apres 10mn signifiant que la bactérie est VP+.
= Pour la réaction au rouge de méthyle (RM) : ajouter quelques gouttes de réactif
RM : si le milieu prend une coloration rouge la réaction est RM+, s’il reste jaune la

réaction est RM-.

+ Recherche de dégradation des acides aminés par une décarboxylase

» Principe

Les décarboxylases : 1’ornithine décarboxylase (ODC), la lysine décarboxylase (LDC) et
I’arginine déhydrolase (ADH), sont des enzymes sécrétées par certaines bactéries, elles
scindent les acides aminés, entrainant la formation de I’amine correspondante et la libération

de CO:; selon la réaction suivante :

R-CH-COOH » R — CH2— NHz+ COz

\

NH: Décarboxylase

Il s’agit d’enzymes induites dont la synthése est favorisée par un pH acide (pH optimum :

3,5 a5,5) et des conditions anaérobioses.

Le milieu d’étude contient du glucose, un indicateur coloré (le rouge phénol) et bien
entendu 1’acide aminé. On utilise pour la recherche des décarboxylases un milieu témoin sans

acides aminés.

Chez les bactéries, la fermentation du glucose entraine une baisse de pH qui fait virer
I’indicateur au jaune. L’alcalinité due a la décarboxylation de 1’acide aminé entraine ensuite le
virage de I’indicateur au violet aprés une courte phase de jaunissement. (Minor et Veron,
1989).
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» Technique

Ensemencer les trois tubes d‘acides aminées par une suspension bactérienne a étudie ainsi
qu’un témoin, ensuite ajouter quelques gouttes d’huile de vaseline, puis les incuber a 37°C

pendant 24h.

» Lecture
o Le témoin devient jaune et le tube d’acide aminé violet : décarboxylase positive.
o Le témoin devient jaune et le tube d’acide aminé jaune : décarboxylase négative.
. Si le témoin reste violet : test a refaire.

Test d’ONPG (Orthonitrophénylp-D-Galactopyranoside)
» Principe

Ce test consiste a la recherche de I’enzyme B-Galactosidase par les germes étudiées, ce
dernier dégrade le lactose en deux molécules : Glucose et Galactose.
Le test a ’ONPG est une technique basée sur I’action directe de I’enzyme sur une molécule
chromogéne 1’ortho-nitrophényl-b-D-galactopyranoside. Ceci est utilisé comme substrat et

libérent respectivement 1’orthonitrophénol de couleur jaune et le b-naphtol.

» Technique

Préparer une suspension bactérienne, introduire le disque d’ONPG a I’aide d’une pince
flambée, incuber 24h & 37°C.

» Lecture

-Couleur jaune : ONPG (+).
-Pas de coloration : ONPG (-).

B/ La Galerie APl 20E

» Principe

La galerie se compose de 20 microtubes contenant des substrats déshydratés pour la mise
en évidence d’enzymes ou de fermentation de sucres. Les tests enzymatiques sont inoculés
avec une suspension dense réalisée a partir d’une culture pure, qui réhydrate les substrats. Les
réactions produites durant la période d’incubation se traduisent par les virages colorés

spontanés ou révélé par I’addition de réactifs.
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» Technique

- On réunit fond et couvercle d’une boite d’incubation et on réparti environ 5 ml d’eau
distillée dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide et on place la galerie dans
la boite d’incubation.

- On préléve quelques colonies et on prépare une suspension bactérienne dans 1’eau
distillée stérile.

-On remplit les tubes et cupules des tests CIT, VIP et GEL avec la suspension
bactérienne et on remplit uniquement les tubes (et non les cupules) des autres tests.

- On réalise une anaérobiose dans les tests ADH, LDC, ODC, H-S, URE en remplissant
leur cupule d’huile de vaseline.

- On referme la boite d’incubation qu’on incube a 37°C pendant 24H.

- Aprés incubation, on note sur la fiche de résultat toutes les réactions spontanées.

- La révélation des trois TDA, VP et indole est faite par 1’ajout des réactifs nécessaires

(TDA, VP1, VP2 et KOVACS).

» Lecture

La lecture des galeries API20E se fait selon les indications du fournisseur. Apres codification

des réactions en profil numérique :

- les tests regroupe en groupe de 3 prendre les chiffre (1,20u3) pour le test positive et le

chiffre O pour test négative.

- On obtient nombre de 7 chiffres (profil numérique).

L’identification est alors obtenue en comparant avec le catalogue analytique.

2.5. L’antibiogramme
» Principe

L'antibiogramme est I'examen biologique destiné a mesurer I'interaction entre chacune
des molécules antibactériennes utilisables et une souche bactérienne susceptible d'étre
pathogéne. Le résultat contribue a évaluer la sensibilité de la souche bactérienne examinée ou
sa résistance, ce qui signifie que la molécule sera probablement active au sens thérapeutique

ou le traitement sera un échec (Scavizzi et al., 2000).
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Pour chaque souche identifiée un antibiogramme est réalisé par la méthode de diffusion
en milicu gélos¢ Mueller Hinton, selon la technique de 1’écouvillonnage, selon les
recommandations du Comité de 1’Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie.
(CA-SFM-2015).

» Technique

v" Milieu de culture

C’est la gélose de Mueller-Hinton coulé en boite de pétri sur une épaisseur de 4 mm.

Les boites doivent étre séchées a 37°C avant leur emploi.

v' Préparation de I’inoculum

A partir d’une culture pure de 18H a 24H sur milieu d’isolement, on préléve a 1’aide d’une
pipette pasteur quelques colonies bien isolées qu’on dissocie dans 10ml d’eau physiologique,
bien homogénéiser la suspension bactérienne, sa charge doit étre équivalente a 0,5 McFarland
(correspondant & environ 108 bactéries/ml).

v Ensemencement

- Tremper 1’écouvillon dans la suspension bactérienne, frotter I’écouvillon sur la totalité de la
surface, de haut en bas, en stries serrées.

-Etaler a trois reprises sur la surface entiére de la gélose, apres chaque application faire
pivoter 1’écouvillon sur lui-méme et tourner la boite a environ 60° afin d’obtenir une
distribution égale de I’inoculum.

- Faire pivoter 1’écouvillon sur lui-méme.

-Finir ’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

- Déposer les disques d’antibiotiques a tester a 1’aide d’une pince stérile en appuyant
Iégerement, puis incuber les boites pendant 24H a 37°C.

» Lecture

Mesurer avec précision les diamétres de chaque zone d’inhibition en mm a 1’aide d’un
pied de coulisse et classer la bactérie dans 1’une des catégories : sensible, intermédiaire ou

résistante en se référant aux normes de CA-SFM 2015. (Voir annexe V).
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2.5.1. Méthodes de détection de la pB-lactamase
2.5.1.1. Recherche de la B-lactamase a spectre élargi chez les bacilles a Gram négatifs

La détection de la résistance aux C3G est une étape essentielle dans la décision
thérapeutique et la surveillance épidémiologique.

Les souches d’entérobactéries présentant un diameétre réduit a la Céfotaxime avec ou sans
image de synergie (CTX-AMC), les souches de Pseudomonas spp et Acinetobacter ssp
présentant un diametre réduit a la Céftazidime avec ou sans image de synergie (CAZ-TCC) ou
I’imipénéme ont été retenues.

On recherchera une BLSE devant un diametre inférieur aux valeurs suivantes :
-Céfotaxime (CTX < 27mm)
-Ceftazidime (CAZ < 22mm)
-Ceftriaxone (CRO < 25mm)
-Aztréonam (ATM < 27mm).

Les BLSE ont été mises en évidence selon les techniques suivantes :
A/ Test de synergie

» Principe

Il consiste a rechercher une image de synergie entre un disque d’antibiotique contenant un
inhibiteur de B-lactamases et un disque C3G (ceftriaxone, ceftazidime et cefotaxime) ou un
monobactam (aztréonam). Cette image dite en bouchon de champagne est caractéristique de la
présence de BLSE. Un résultat positif est basé sur l'inhibition des BLSE par 1’acide
clavulanique et par conséquent I'augmentation de I'activité des céphalosporines de troisiéme et

quatrieme génération en présence d'acide clavulanique (Robin et al., 2012).

» Technique

La recherche de BLSE est fait dans les conditions standard de l'antibiogramme, en
disposant les disques d’ATB : un disque d’Amoxicilline + acide clavulanique (AMC 20/10pg)
a 30 mm (centre a centre) des disques de C3G (CTX 30ug, CRO 30ug, CAZ 30ug) et/ou
l'aztréonam (ATM 30ug) pour les entérobactéries et TCC (Ticarcilline+clavulanate) (75 /10
ug) pour les Pseudomonas spp et les Acinetobacter spp sur les boites de Pétri. Puis incubation
pendant 24h h a 37°C.
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» Lecture
La production d’enzyme peut se traduire par 1’apparition d’une image de synergie

(bouchon de champagne) entre les disques :

Pour les entérobacteries :

-AMC et CTX.

-AMC et ATM.

-AMC et CAZ

Pour les Pseudomonas spp et les Acinetobacter spp :

-TCC et CAZ.

-TCC et ATM.

-TCC et CTX.

La lecture du test de synergie s’avére souvent délicate pour cela un test complémentaire doit

étre pratiqué.

Figure 5 : Disposition des disques pour le test de synergie.

B/Test du double disque (test espagnol)

Ce test est fait pour les souches qui ne présentent pas une image de synergie, avec
diminution des diameétres des céphalosporines de 3éme génération.

» Principe

Ce test consiste a rechercher une augmentation de la zone d'inhibition d'un disque de C3G,
précédé par I'application d'un disque contenant 'AMC, comparé a un autre disque portant la
méme céphalosporine et placé cote a cote sur la gélose de Mueller-Hinton (Rahal et al.,
2005).

(50]



PARTIE EXPERIMENTALE Chapitre I : matériel et méthodes

> Technique

A partir d’une culture de 18h préparer une suspension, ensemencée une gélose Mueller-
Hinton selon la technique de I’antibiogramme :

Pour les entérobactéries on dépose un disque d’AMC et un disque de céphalosporine de 3°™
génération (céfotaxime) a une distance de 30mm (centre a centre).

Pour Pseudomonas spp et Acinetobacter spp on dépose un disque de TCC avec un disque de
céphalosporine de 3™ génération (ceftazidime) ou monobactam (aztréonam) & une distance
de 30mm.

Laisser diffuser les antibiotiques pendant une heure, a la température ambiante (sur la
paillasse en mettant le couvercle de la boite en haut).

Apres diffusion, on enléve le disque d’AMC (ou de TCC) et le remplacer par un disque de
cefotaxime, ceftazidime ou aztréonam selon la souche.

On incube la boite 37°C pendent 24 H.

» Lecture
Le test est positif quand le diamétre d’inhibition du disque de céphalosporine de
3*megénération appliqué aprés diffusion du disque AMC ou TCC est supérieur ou égal & 5mm

par rapport au diamétre d’inhibition du disque de céphalosporine de 3°™ génération.

2.5.1.2 Recherche de p-lactamase chez Staphylococcus aureus

s Testde Trefle :
La recherche de B-lactamase est réalisée pour toute souche présentant un diameétre a la

pénicilline < 28mm.

» Technique
-Ensemencer une souche de référence de S.aureus ATCC 25923 (sensible a la pénicilline) sur
une gélose Mueller-Hinton.
-Appliquer un disque de pénicilline G au centre de la boite.
-Ensemencer en stries radiales (du centre de la boite au périphérique) la souche a tester
prélevée a partir d’une culture pure de 18h la souche témoin négatif (S.aureus ATCC 25923)
et la souche témoin positive (S.aureus ATCC43300 résistante a la pénicilline).
-Incuber la boite 18h a 35°C.
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Souche ATCC 29523

Disque de pénicilline G

Souche a tester

Souche ATCC 43300

Figureb6 : Présentation de Test de trefle.

» Lecture
La production de B-lactamase (pénicillinase) par la souche a étudier et la souche témoin
positive induit la culture de la souche témoin négative jusqu’au contact du disque de

pénicilline.
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I. Résultats
Durant la période de notre stage pratique au niveau du laboratoire central de
I’établissement public hospitalier « Fares Yahia» de Koléa, nous avons collecté 1212
prélevements, dont 1151 prélévements d’urine et 61 prélevements de pus, adressés pour un
examen cytobactériologique.
Les données représentants le dénombrement total des échantillons et leurs interprétations

sont étudiées dans cette partie.

1. Etude statistique des prélevements
1.1. Fréquence d’isolement

Les résultats de 1’examen cytobactériologique des urines montrent que parmi les 1151
prélévements d’urines regues au laboratoire, 117 prélévements se sont révélés positifs (10%6)
(présence d’infection urinaire), 960 prélevements négatifs (83%) et 74 échantillons du
nombre total sont destinés a refaire (7%0) a cause de la présence d’une flore microbienne
polymorphe (prélévement contaminé) ou bien, d’une discordance entre I’examen direct et la

culture (leucocyturie sans germes).

On note aussi selon nos résultats que parmi les 61 prélevements de pus adressés, 38 sont

positifs (62%), et 20 sont négatifs (33%), avec un taux de 5% des préléevements contaminés.

u Culture positive u Culture positive
m Culture négative m Culture négative
Culture contaminé 7% Culture contaminé
/ 10% 5%

Urine Pus

Figure 7 : Répartition des cas positifs, négatifs et contaminés.
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1.2. Répartition des cas positifs selon leurs origines

Durant la période d’étude, nous avons regue 155 cas positifs dont, 117 prélevements révelés
positifs des patients externes a I’enceinte hospitaliére et seculement 38 prélevements des
patients hospitalisés dans les différents services de 1’hopital (pédiatrie, médecine interne,

chirurgie,..).

0,
80.00% | 75,48%
Q\i 60,00% m Hospitalisés
(5]
(@]
g 40,00% \ 24,52% Non hospitalisés
|
3 20,00%
& |
0,00%

Origine

Figure 8 : Réparation des cas positifs selon leurs origines.

Nous avons constaté également que la plupart des échantillons proviennent des patients
traitant a titre externe (75.48%) comparé avec un faible taux chez les patients hospitalisés
(24.52%).

1.3. Répartition des cas positifs selon le sexe

D’aprés notre étude, en constatant également une prédominance des infections urinaires
chez les femmes (67%0), avec une fréguence plus au moins faible chez les hommes (33%). Le
sex-ratio femme/homme = 78/39 = 2. 1l y’a donc deux fois plus de patient de sexe féminin

que de patient de sexe masculin.

Contrairement aux préléevements de pus, ou nous avons noté que le taux des infections
chez les hommes est plus élevé (58%) par rapport aux femmes (42%), avec un sexe ratio de

0.73, donc il n y’a pas une différence entre les deux sexes.
La répartition des cas positifs en fonction de sexe des patients est illustrée dans la figure 9.
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® Femme E Homme Femme ® Homme

Urine Pus

Figure 9 : Répartition des cas positifs selon sexe.

1.4. Résultats de I’identification bactériologique
1.4.1 Coloration de Gram

Les résultats obtenus apres la coloration de Gram des bactéries isolés a partir des pus et
urines a révéler que parmi les 179 cultures positives, 143 sont des bacilles a Gram négatif et

36 sont des cocci a Gram positif.

Selon nos résultats, nous remarquons que la plupart des souches isolées dans notre étude
sont des bacilles a Gram négatifs avec un pourcentage de 79.89%o, par rapport au cocci a

Gram positif qui représentent un faible taux de 20.11%.(Voir annexe V : tableau 10).
1.4.2 Résultats de I’identification biochimique

L’identification biochimique nous a permis d’identifier les différents germes isolés et leur

répartition. (figurel0).
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B Enterobacteriaceae

B Pseudomonas
Staphylococcus
Streptococcus

Enterococcus

Figure 10 : Fréquence globale des germes isolés.

On observe que la majorité des germes isolés sont des entérobactéries avec un taux de
73% suivie par Staphylococcus (13%) et Pseudomonas (7%0). Les Streptocoques sont

présents a raison de 5% du total des germes et enfin les entérocoques a seulement 2%o.

1.4.3 Distribution des germes isolés selon la nature de préléevement

Selon la nature des prélevements, il est a indiquer que les entérobactéries sont les plus
isolés dans les deux types de prélévements (86% dans les urines et 48% dans les pus) suivi
par Staphylococcus qui occupent une place importante dans les pus avec un taux de 27% et
représentent un taux de 6% dans les urines, on note aussi un taux faible des Enterococcus

(2%) dans les deux type de prélevements (figurell).
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H Enterobacteriaceae B Pseudomonas ® Enterobacteriaceae W Pseudomonas
Staphylococcus Streptococcus Staphylococcus Streptococcus
Enterococcus Enterococcus

3% 2%
6%

3%

Urine Pus

Figurell : Distribution des germes isolés selon la nature de prélévement.
1.4.4 Répartition des espéces d’entérobactéries isolées

L’analyse des especes identifiées par rapport a I’ensemble des souches d’entérobactéries
isolées a montré une prédominance d’Escherichia coli avec 67 souches soit 51.15%, suivie
par Klebsiela pneumoniae avec 21 souches (16.03%), Klebsiella oxyctoca avec 13 souches
(9.92%0) et finalement Proteus spp avec 14 souches (10.69%b).

Les différentes especes de Proteus sont représentées par Proteus mirabilis (6.11%b),
Proteus vulgaris (0.76%0) et Proteus rettgeri (3.82%).

Les autres entérobactéries viennent en derniére position avec 16 isolats soit 12.21% et qui
correspond a Morganella morganii (3.05%), Enterobacter spp (6.11%) et une souche de

Serratia spp. Répartition de ces espéces sont illustrés dans le tableau 13 (\Voir annexe V).
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2. Etude statistique des souches productrice de p-lactamases
2.1. Taux des bacilles a Gram négatif productrices de p-lactamase a spectre élargi

Au total, nous avons relevé la présence de 30 souches productrices de f-

lactamase (BLSE) (21%) Parmi les 143 bacilles a Gram négatif, avec 113 souches ne
produisent pas de BLSE (79%b).

Figure 12 : Taux des bacilles a Gram négatif productrices de BLSE.

2.2. Distribution des BLSE parmi les prélevements

La répartition des 30 cas des souches productrices de BLSE est mentionnée dans la figure
ci-dessous :

= 66,67%
S 80,00%
(5}
&
= 60,00%
o 33,330 ® Urine
(.
3 40,00% B Pus
[

20,00%

0,00%
Nature des prélévement

Figure 13 : Distribution des BLSE parmi les prélevements.
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La répartition des sites anatomiques présentée dans la figure 13, montre que le site le plus
concerné par les BLSE était les urines (66.67%0), suivis par le prélévement de pus avec un
taux de 33.33%.

2.3. Répartition des BLSE selon la provenance

Nous avons identifié 18 souches d’origine communautaires et 12 souches proviennent

des patients hospitalises.

Les résultats illustrés dans le tableau 14 (\Voir annexe V) montrent une prédominance
des souches productrices de B-lactamase a spectre élargi communautaires par rapport aux
souches hospitaliéres.

2.4. Répartition des BLSE selon I’espéce

Nous avons relevé la présence de 30 souches d’entérobactéries productrices de B-
lactamases a spectre étendu, les souches productrices de BLSE sont réparties comme suit : 12
Escherichia coli, 9 Klebsiella pneumoniae, une souche de Klebsiella oxytoca ,5 Enterobacter,
une souche de Proteus rettgeri, une souche de  Morganella morganii et une souche de

Serratia spp.

45% 40%
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30%

30%
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20% 17%
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Especes isolés
Figure 14 : Répartition des germes producteurs de BLSE.
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2.5. Sensibilité des entérobactéries productrices de BLSE aux antibiotiques

Les souches d’entérobactéries productrices de BLSE ont été testées vis-a-vis de 10
molécules d’antibiotiques appartenant a 3 familles différentes dont 6 [-lactamines, 3

aminosides et une quinolone. Les résultats sont illustrés dans la figure15.

0, 0, 0,
100% 100% 100% 96,67%
100% =
. 90%
2 80%
2 70%
3 60% 50%
2 so% 43,33% —
S a0%
2 30%
3 16,67%
()
S 20%
10% | | 0% 0% 0%
A S eV S
0%
AMX C€CZ CTX NA FOX TIC AK GN CIP IMP
Antibiotiques

Figure 15 : Pourcentage de résistance des entérobactéries aux différents antibiotiques.

On note d’apres la figure 15 que les souches d’entérobactéries sont montrées une
résistance a du nombreux antibiotiques. Les taux de résistances étaient les suivants :
Céfotaxime, I’Amoxicilline et Céfazoline avec un taux de 100%, et a la Ticarcilline
(96.67%), suivi par Ciprofloxacine (50%), 1’Acide nalidixique (43.33%) et Céfoxitine
(16.67%). Aucune souches également n’a été retrouvées résistantes a 1’Amikacine, ni a la
Gentamicine, ni a I’Imipénéme qui restent les antibiotique de choix qui inhibent la croissance

de toutes les souches d’entérobactéries isolées.
2.5.1. Escherichia coli BLSE

Les résultats de 1’étude de la sensibilité des 12 isolats d’Escherichia coli productrices de
BLSE montrent que toutes les souches sont 100% résistantes a 1’amoxicilline, a la

Ticarcilline, Céfoxatime, Céfazoline. Ainsi, les souches étaient résistantes a 1’Acide

[60]



PARTIE EXPERIMENTALE Chapitre 11 : Résultats et discussion

nalidixique (83%) et a la Ciprofloxacine (58%0). Une bonne activité a été marquée pour

I’'Imipénéme, I’ Amikacine, la Céfoxitine et la Gentamicine avec 100% de souches sensibles.

100% 100% 100% 100%

100%
90% 83,33%
80%
70%
58%
60%
50%
40%
30%
20%
0,
10% 0 00% 0% 0% 0%
~—

0%

%o des souches résistantes

IMP
Antlblothues

Figure 16 : Taux de résistance d’E.coli aux antibiotiques.
2.5.2. Klebsiella pneumoniae BLSE

L’étude de la résistance de 9 souches de Klebsiella pneumoniae révele des taux de
résistance tres élevés pour la Céfoxatime (100%), I’Amoxicilline (100%), la Ticarcilline
(100%0) et la Céfazoline (100%0).

100% 100% 100% 100%

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30% 22% 22%
20%
10% 0% 0% 0% 0%
A

0%

% de souches résistantes

CIP IMP
Antlblothues

Figure 17 : Profil de résistance de K.pneumoniae aux antibiotiques
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Concernant les quinolones, on assiste a une résistance assez marquée pour 1’Acide
nalidixique et la Ciprofloxacine (22%0). En revanche une excellente activité est enregistrée
pour les autres antibiotiques (FOX, AK, GN et IMP) dont on a constaté 0% de souches

résistantes.
2.5.3. Enterobacter spp

La résistance des souches d’Enterobacter spp productrices de BLSE aux différentes
familles d’antibiotique est donnée dans la figure 12. On remarque que 100% des souches sont
résistantes aux : I’Amoxicilline, Céfazoline, Céfoxitine, Céfoxatime et au ciprofloxacine. On

note aussi une résistance importante pour la Ticarcilline (80%0).

En revanche, les antibiotiques Imipénéme, Acide nalidixique, Amikacine et Gentamicine

demeuraient plus actifs a la plupart des souches.

100% 100% 100% 100% 100%
100%

90% 80%
80%
70%
60%
50%
40%
30%

% des souches résistantes

20%
10% 0% 0% 0% 0%

0%
AMX Ccz CTX NA FOX TIC AK GN CIp IMP

Antibiotiques

Figure 18 : profil de résistance d’Enterobacter spp aux antibiotiques.

2.5.4. Autres souches a BLSE

Le tableau montre les différents taux de résistance des souches productrice de BLSE. On
remarque que les souches de K.oxytoca, Serratia spp, M.morganii, P.rettgeri présentent une
résistance totale pour ces antibiotiques (AMX, CZ, CTX, TIC) et nulle pour FOX, AK, GN et
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IMP. En ce que concerne la famille de quinolone (CIP et NA) on note que la totalité des
souches sont sensibles sauf K.oxytoca qui résiste a 1’effet de Ciprofloxacine et P.rettgeri qui

résiste a I’effet de 1’ Acide nalidixique.

Tableau 4 : Taux de résistance des souches productrices de BLSE.

ATB
Espece AMX |CZ CTX |CIP |NA FOX TIC |AK |GN IMP
K. oxytoca R R R R |S S R S S S
Serratia spp R R R S |S S R S |S S
M. morganii R R R S |S S R S |S S
P.rettgeri R R R S R S R S |S S

3. Etude statistique de la production de B-lactamase chez Staphylococcus aureus

D’aprés la mesure des zones d’inhibition autour des disques de pénicilline, nous avons
réalisé le test de tréfle afin de confirmer la production de pénicillinase chez les souches de

S.aures isolées. Ce phénomene est illustré dans la figurel19.

Figure 19 : Resultat de test de tréfle
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3.1. Taux des souches de Staphylococcus aureus productrices de pénicillinase

A T’aide de test de tréfle, 21 souches de S.aureus productrices de B-lactamase ont été
identifiées soit un taux de 87.5% parmi 24 souches isolés, notre résultats montre que la

production de pénicillinase par S.aureus est tres fréquent.

Pénicillinase+ m Pénicillinase-

Figure20 : Taux des souches de Staphylococcus aureus productrices de pénicillinase

3.2. Fréquence des S.aureus productrices de p-lactamase selon leur origine

Parmi les 21 souches productrices de pénicillinase, 11 sont impliquées dans des
infections nosocomiales représentant les souches hospitalieres et 10 souches sont impliquées

dans des infections communautaires. Les résultats illustrés dans le tableau 15 (\Voir annexe V)

3.3. Répartition des S.aureus productrices de p-lactamase selon la nature de
prelevement

Les résultats de la figure 21 révélés une nette dominance des S.aureus productrices de
pénicillinase dans les urines (100%o).

Concernant les pus, on remarque également que le pourcentage des S.aureus productrices
de pénicillinase est tres important (82.35%) par rapport aux souches non productrices de
pénicillinase (17.65%b).
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Figure 21: Répartition des S.aureus productrices de B-lactamase selon la nature de

prélévement.

3.4. Sensibilité aux antibiotiques

Les taux de sensibilité et de résistance de S.aureus aux différents antibiotiques sont

représentés dans la figure 22.

Nous remarquons une tres forte résistance des souches de S.aureus vis-a-vis la
Pénicilline et 1’Oxaciclline (100%), la résistance a 1’Acide fusidique est de 57,14% et a la
Kanamycine est de 47,62%, les résistances aux autres antibiotiques sont par ordre de
fréquence décroissant: Gentamicine et Amikacine, Erythromycine, Clandamycine,

chloramphénicol, pour le reste des antibiotiques les résistances sont négligeables.
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Figure 22 : Taux de résistance de S.aureus aux antibiotiques
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Résumé

Abstract

Surveillance of antibiotic sensitivity to the hospital is an essential step; it guides the
choice of empirical treatment and reduces the selection pressure by antibiotics.

The purpose of this study was to isolate and identify the strains producing p-lactamase,
study their sensitivity to different antibiotics and their prevalence.

During this study, which took place in the EPH Koléa "Fares Yahia" we collected 1212
samples of urine and pus, a total of 179 strains were isolated and identified, of which 131 are
enterobacteria and 24 are S.aureus.

The results of this study showed a high prevalence of producing Enterobacteriaceae
strains of B-lactamase extended spectrum (21%) and a very high prevalence of penicillinase
production in strains of S. aureus (87%). ESBL producing strains are distributed as follows: 12
Escherichia coli, 9 Klebsiella pneumoniae, a strain of Klebsiella oxytoca, 5 Enterobacter spp,

a strain of Proteus rettgeri, a strain of Morganella morganii and strain of Serratia spp.

Vis-a-vis different antibiotic resistance revealed the emergence of strains of
Enterobacteriaceae ESBL-producing B-lactam-resistant and most other classes of antibiotics

except for Imipenem, the Amikacin and Gentamicin is 100% sensitive strains.
On the other hand, the (S. aureus) strains have expressed an unacceptable level of resistance;
have also expressed multidrug resistance, characterized by the emergence of resistance to

vancomycin (5%).

Keywords: B-lactamase, B-lactam antibiotics, Enterobacteriaceae, Staphylococcus aureus,
Multiresistance.
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Conclusion

Les résultats de cette étude permettent de fournir des données épidémiologiques sur les
souches productrices de B-lactamase ainsi qu’une évaluation de la sensibilité a plusieurs
antibiotiques. Ce type d'étude d'incidence représente un des éléments épidémiologiques qui
peut étre intégré dans un programme plus global de lutte contre les souches multi-résistantes.
En résumé, nous avons obtenu au cours de notre étude les résultats suivants :

e 155 souches ont été isolées et identifiées parmi 1212 échantillons collectées.

e Autotal 131 souches d’entérobactéries ont été isolées, dont 30 sont productrices de f3-
lactamase a spectre élargie.

e Une résistance importante des souches d’EBLSE vis-a-vis de Céphalosporine de 3°™
génération (100%).

e La plupart des souches de Staphylococcus aureus sont secrétrices de pénicillinase avec
un taux de 87%.

e Les souches de S.aureus productrices de pénicillinase expriment une multirésistance
qui touche plusieurs molécules allant des B-lactamines, des aminosides et atteignant

méme la vancomycine.

Au terme de ce travail, nous avons assisté a une augmentation fulgurante de la résistance
aux antibiotiques, en particulier chez les bactéries a Gram négatif. En effet, 1’émergence
d’entérobactéries produisant des B-lactamase & spectre ¢largie est un fait établi a ’EPH de

koléa, la nature de type de BLSE incriminées n’a pas encore été déterminée.

Nous avons obtenu aussi un taux élevé de souches de S.aureus sécrétrices de
pénicillinase. Ce qui confirme que la sécrétion de pénicillinases est un des mécanismes de

résistance les plus importants de S. aureus a la Pénicilline G.

L’ actualisation des données locales, sur le profil épidémiologique de ces germes et leurs
sensibilités joue un role important dans la rationalisation de I’utilisation des antibiotiques et
dans la détermination d’une stratégie de contrdle du développement de bactéries multi-

résistantes notamment les souches productrices de - lactamase.
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Conclusion

Ainsi, notre travaille ouvre de nombreuse perspectives :

v" Prévenir les infections par les techniques d’hygiéne.

v' Le traitement d'une infection doit nécessairement se baser sur les résultats d'une étude de
sensibilité aux antibiotiques.

v Il faut promouvoir et développer la surveillance de la sensibilité des germes dans les
laboratoires des structures sanitaires publiques et privées.

v' Définir un protocole de traitement des infections qui permettrait de recourir d'abord aux

B-lactamines, ensuite aux autres antibiotiques.

En fin, 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 hopitaux. La gestion du
risque infectieux que représente la diffusion des souches multi-résistantes exige une

collaboration étroite entre les différents acteurs de santés concernés.
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Annexe

Annexe | : Matériel non biologique

1-Composition des milieux de culture (Le Minor et Richard, 1993)

Bouillon glucosé tamponné (BGT)

Peptone ...l 20¢g
Extrait de viande ................... 2g

Phosphate di-sodique ........... 83¢g
Glucose .....oovvviiiiiiiiii, 4¢g
pH 7,7

Gélose Hektoen

Protéose peptone................ 12¢g
Extrait de levure.................. 30
Chlorure de sodium .............. 59

Thiosulfate de sodium ........... 590

Sels biliaires....................... 99
Citrate de fer ammoniacal.... 1.5 g

Salicine............coooviii 29
Lactose ........ccveiiiiiiinnnn, 129

Saccharose.............oeevene.e. 129
Fuchsine acide ................ 0.04¢g
Bleu de bromothymol ...... 0.065 g
Agar 14 g

pH 7.5

Gélose Mueller Hinton

Infusion de viande de beeuf....300 g

Hydrolysat de caséine ........ 1759
Amidon.............cooie 159
Adar ..o 17 ¢
pH 7.4

Gélose nutritive

Peptone ...l 10g
Extrait de viande ................... 4¢g
Chlorure de sodium ............... 59
Adar....ooooviiiiii 139

pH 7.2

[105]

Gélose Chapman

Peptone .........cooviiiiiiiii Ilg
Extrait de viande ..................1 g
Chlorure de sodium ................75 g

Mannitol...............oooeiiiinl.. 10g
Adar...cooviiiii 15¢

Rouge de phénol.................... 20ml
pH 7.6

Gélose au sang

Mélange spéciale de peptones....... 23g
Amidon..........coooiiiiiiiiii lg
Chlorure de sodium .................... 5g
Adar......oooevviiis i, 0.7g
SaNg o, 50ml
pH 7.3

Gélose TSI

Extrait de viande de boeuf ............ 3g
Extraitde levure........................ 3g
Peptone trypsique ..................... 20¢g
Chlorure de sodium ..................... 5¢g
Citrate ferrique.............coeouveene. 03g
Thiosulfate de sodium............... 03¢g
Lactose ....covvvvvviiiiiiiiie 10g
Glucose.....cvvviviiiiiiiiiii lg
Saccharose...........cccovvveiiiinn.n 10g
Rouge de phénol .................... 0.05¢
Agar......ooiiii 12¢g
pH7 .4

Milieu Clark-Lubs

Peptone trypsique de viande .......... 5g
Phosphate bipotassique ................ S5¢g
GluCoSe. ..o 6g
pH 7



Milieu Urée-Indole

L-tryptophane ........................... 3g
Phosphate monopotassique ............ lg
Phosphate bipotassique ................ lg
Chlorure de sodium ..................... S5¢g
Ur€e...vvviiiiiiiiii i, 20g
Alcool a90° ... 10 ml
Rouge de phénol .................. 0.025 ¢
pH 7

2-Réactifs et solutions :

- Eau physiologie stérile

- Eau oxygeénée a 10 volumes
- Violet de gentiane

- Lugol

- Alcool 90 C°

- Fuschine

- Huile a immersion

- Huile de vaseline

3- Appareillage et verrerie :

- Boites de Pétri

- Lames et lamelles

- Pipettes Pasteur

- Micropipette

- Cellules de Malassez
- Tubes a essai stériles
- Tube sec

- Pince métallique

- Pied de coulisse

- Ecouvillon stérile

Annexe

Milieu de Citrate de Simmons

Citratede sodium ...........................

Chlorure de sodium ........................ 5¢
Sulfate de magnésium.................... 02¢g

Phosphate monoammoniaque.............
Phosphate bipotassique .....................

Bleu de bromothymol.................. 0.08 g
AGar.. oo I5¢g
pH 7.0-7.2

- Réactifs de kovacs

- Bleu de méthyléne

- Réactif de voges-proskaner (VPI et VPII)
- Disques d'ONPG

- Disque imprégnés du réactif oxydase

- Disque imprégnés d'antibiotiques

- Galerie API 20E

- Réactif de Tryptophane désamine (TDA)

- Embouts en plastique

- Reéfrigérateur a 4 C°

- Etuve r a séchage (37C°)

- Microscope optique

- Bec bunsen

- Congélateur a -80°C

- Bain-marie

- Jarre CO2

- Distributeur des disques
d'antibiotiques.
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Annexe

Annexe 11 : Milieux et tests d’identification de la galerie biochimique classique

Milieu Identification Utilisation
T.S.1 (Triple-Sugar-
lron)

-Culot jaune : fermentation de glucose

-Pente jaune : fermentation de lactose
et saccharose.

- Noircissement de du milieu :
production de H>S.

-Présence de bulles de gaz ou
d’écoulement de la gélose : production
de gaz.

-Recherche de trois
sucres (Glucose,
Lactose,
Saccharose).

- Apprécier la
production de H2S.

- La production de
gaz

Citrate de Simmons

.

e e

-Réaction positive : Virage de couleur
de vert au bleu.

-Réaction négative : Le milieu reste
vert

Recherche de
Putilisation de
citrate comme seule
source de carbone

Clark et Lubs

VEFRIUR ),
L ? ~2Ag
™ “"l( R

ONY On
WS N

-Test RM : Ajouter le réactif RM, si la
couleur devient rouge signifie que le test
RM+, si la couleur reste jaune RM-.

-Test VP : Ajouter quelques gouttes de
Réactions VPI et VPII : s’il y a apparitiol
couleur brun rouge, la réaction est VP+.

La désamination de
la voie fermentaire
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Annexe

Urée —Indol

- Test uréase : virage de couleur au rose,
Uréase(+).si la couleur reste jaune
Uréase(-).

-Test Indole : Formation d’anneau rouge
aprés I’addition de Kovacs : Indole (+).

-Test TDA : aprés 1’addition de réadtif
TDA, virage de couleur au rouge-brun
TDA(#).

Recherche de :
-Uréase.
-Indole-
-TDA.

Meétabolisme des acides

aminés

- Le témoin devient jaune et le tube
d’acide aminé violet : réaction positive.

-Le témoin devient jaune et le tube
d’acide aminé jaune : réaction négative.

-Si le témoin reste violet : test a refaire.

Recherche de :
ADH, ODC, LDC

Test ’ONPG

- ONPG (+) : Couleur jaune.

- ONPG (-) : Pas de coloration

Recherche de
p-Galactosidase
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Annexe

Annexe 111 :

Tableau 5 : Identification biochimique de quelques espéces d’entérobactéries.

Souches

A\ka]

dA

a1eald

SeH

991N

9|opu

HAal

HAaVv
2do

zeo)

Je7]

9dNO

C. freundi

E. cloacae

+

E. coli

+|+|+

+ Qi

K. oxytoca

o |+

K. pneumoniae

M. morganii

+ |+

+|+

+ |+ |+

+|+ |+ |+ |l

++ [+ |+ |+ |+

P. mirabilis

+

P. vulgaris

+l+ [+ |+ |+ ]+ +

Salmonella spp

+ |+ |+ |a|al+

+ |+

S. marcescens

+|+

+|+

Ser. liquifaciens

+ |+

+|+

+|al:

+ |+

Sh. dysenteri

Sh. sonnei

+ |+ |+

+ : test positive

- : test négative

d : divers selon la souche.
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Annexe

Tableau 6 : Lecture de la galerie Api 20E.

Tests Réactions/enzymes Résultats positifs
ONPG B-galactosidase Jaune
ADH Arginine dihydrolase Rouge/orange
LDC Lysine decarboxylase Rouge/orange
oDC Ornithine decarboxylase Rouge/orange
CIT Citrate utilisation Bleu-vert/bleu
H2S H2S production Dépdt noir/fin liseré
URE Urease Rouge/orange
TDA Tryptophane desaminase Marron-rougeatre
IND Indole production Rose
VP Acetoin production Rose/rouge
GEL Gelatinase Diffusion du pigment
noir
GLU Glucose Jaune/ jaune gris
fermentation/oxidation
MAN Mannitol
fermentation/oxidation
INO Inositol
fermentation/oxidation
SOR Sorbitol
fermentation/oxidation
RHA Rhamnose Jaune
fermentation/oxidation
SAC Sucrose
fermentation/oxidation
MEL Melibiose
fermentation/oxidation
AMY Amygdalin
fermentation/oxidation
ARA Arabinose

fermentation/oxidation
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Annexe IV

Annexe

Tableau 7 : Valeurs critiques des diamétres d’inhibition pour les entérobactéries (CA-

SFM, 2015).

Charge Diametre critique
du (mm)
Antibiotiques Sigle disque
(1) sensible résistante
Amoxicilline AMX 259 >21 <16
Céfazoline CZ 30 ug
Amoxicilline/ | AMC 20/10 g >21 <16
B- Acide

lactamines | clavulanique
Imipénéme IMP 10 ug > 22 <16
Aztréonam ATM 30 pg > 24 <21
Céfoxitine FOX 30 pg >19 <19
Céfotaxime CTX 30 ug >26 <23
Céftazidime CAZ 30 pg >26 <21
Ticarcilline TIC 75 g >23 <23
Aminoside | Gentamicine GN 15 ug > 18 <16
Amikacine AK 30 pg >17 <15
Acide NA 30 pg >19 <14

Quinolone | Nalidixique
Ciprofloxacine CIP Sug >22 <19
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Tableau 8 : Valeurs critiques des diameétres d’inhibition pour S. aureus (CA-SFM,

2015).
Charge Diametre critique
du (mm)
Antibiotiques Sigle disque
(ng) sensible résistante
Pénicilline G P 6Lg
(1oul)
Oxacilline OX 5ug
B-lactamines Céfoxitine FOX 30 ug 25 22
Aminoside Gentamicine GN 10 ug 18 18
Amikacine AK 30 ug 18 16
Kanamycine K 30 Ul
Macrolides Erythromycine E 15Ul 21 18
Clindamycine CM 219 22 19
Quinolone Ofloxacine OFX 5ug 20 20
Glycopeptides | Vancomycine VA 30 g
Autres Acide fusidique FA 10 ug 24 24
Rifampicine RA 5 ug 26 23
Chloramphénicol C 30 ug 18 18
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Annexe V : Tableaux des résultats

Tableau 9 : Répartition des cas positifs selon sexe.

Urine Pus
Le sexe Femme Homme Femme Homme
Nombre 78 39 16 22
Pourcentage (%) 67% 33% 42% 58%
Totale 117 38

Tableau 10 : Résultats de la coloration de Gram

Bacilles a Cocci a Gram
Gram négatif positif Totale
Pourcentage
(%) 79,89% 20,11% 100%
Nombre 143 36 179

Tableau 11 : Fréquence globale des germes isolés.

Germes isolés Nombre Pourcentage (%)
Enterobacteriaceae 131 73.18
Pseudomonas 12 6.7
Staphylococcus 24 13.41
Streptococcus 9 5.03
Enterococcus 3 1.68
Totale 179 100

Tableau 12 : Distribution des germes isolés selon la nature de prélévement.

Urine Pus
Nombre Pourcentage Nombre Pourcentage

(%) (%)
Enterobacteriaceae 101 86.32 30 48.39
Pseudomonas 3 2.56 9 14,52
Staphylococcus 7 5.99 17 27.42
Streptococcus 4 3.42 5 8.06
Enterococcus 2 1.71 1 1.61
Totale 117 100 62 100
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Annexe

Tableau 13 : Répartition de 131 souches d’entérobactéries en fonction de ’espéce.

\ Escherichia | Klebsiella [ Klebsiella | Proteus | Proteus | Proteus
Espéce . . L . . | Autres | Totale
coli pneumoniae [ oxyctoca | mirabilis | vulgaris | rettgeri

Effectif 67 21 13 8 1 5 16 131

Fréquence| 51,15% 16,03% 9,92% 6,11% | 0,76% | 3,82% |12,21% | 100%

Tableau 14 : Répartition des BLSE selon la provenance

Nombre | Pourcentage (%0)
Hospitaliéres 12 40%
Communautaires 18 60%
Totale 30 100

Tableau 15 : Fréquence des S.aureus productrices de p-lactamase selon leur origine

Nombre | Pourcentage (%)
Hospitaliéres 11 52,38%
Communautaires 10 47,62%
Totale 21 100%

Tableau 16 : Répartition des S.aureus productrices de B-lactamase selon la nature de
prélevement

Nature de
prélevement Urine Pus
Pénicillinase Positive Négative Positive Négative
Nombre 7 0 14 3
Pourcentage (%0) 100% 0% 82.35% 17.65%
Totale 7 17
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Annexe VI

Préléevement urinaire

Ecouvillon

Cellule de Malassez

Boite de pétri

Galrie Api20E Disques Rouge de Méthyle Pied a coulisse
d’antibiotiques

——

Micropipette

Microscope optique

Etuve

Bec bunsen

Bain marie

Coloration de Gram




Annexe

Test de double disque (+) : BLSE(+)

Test de double disque (-) : BLSE(-)

Test de synergie (+) : BLSE (+)

Bactérie a Gram positive
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Annexe VII : Fiche de renseignement
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