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Résumé

Enterobacter sp et Acinetobacter sp sont des bacilles a Gram négatif responsables des
infections nosocomiales séveres. La pathogénicité réside dans leurs pouvoirs de résister
envers des multiples antibiotiques souvent associées aux béta lactamines, aminosides et aux
quinolones.

Au cours de notre étude au niveau des différents services de I’hdpital Mohamed
Boudhiaf de Médéa, huit bacilles a gram négatif sont isolés a partir de divers prélevements
(urine, pus, I’environnement hospitalier et I’air), dont les éspeces les plus fréquentes sont
E.coli et klebsiella sp avec un taux de 37.5%, suivi par Proteus sp et autre bacille a Garm
négatif de pourcentage 12.5 %.

Les résultats de I’étude statistique de I’antibiorésistance des Enterobacter sp réalisée a
partir des données enregistrées dans les archives de I’EPSP de Médéa, montrent que les taux
de résistance les plus élevés sont observés a I’égard des béta lactamines : I’amoxiciline +
I’acide clavulanique (59%), I’amoxiciline (37%), I’ampiciline (29%). A I’opposé, les
antibiotiques les plus actifs sur ces souches sont les aminosides et les fluoroquinolones avec
des taux de résistances faibles de (10%) pour gentamicine, (2%) pour ciprofloxacine et acide

nalidixique.

Mots clés : Enterobacter sp, Acinetobacter sp, infections nosocomiales, pathogénicité

Antibiorésistance.



Abstract

Enterobacter sp and Acinetobacter sp are Gram-negative bacilli responsible for
severe nosocomial infections. Pathogenicity lies in their ability to resist against
multiple antibiotics often associated mainly with beta-lactams, aminosides and
quinolones.

During our study at the various units of Mohamed Boudhiaf Hospital in
Medea, eight gram-negative bacilli were isolated from differents samples (urine, pus,
hospital environment and air), of which the most frequent speices are E.coli and
klebsiella sp with a rate of 37.5%, followed by Proteus sp and other negative Garm
bacilli of 12.5%.

the results of statistical study of the antibiotic resistance of Enterobacter sp
carried out on the basis of the data recorded in the archives of the EPSP of Médéa,
show that the highest resistance rates are observed with regard to beta-lactams:
amoxicilin + clavulanic acid (59%), amoxicilin (37%), ampiciline (29%). In contrast,
the most active antibiotics on these strains are aminosides and fluoroquinolones with
low resistance rates of (10%) for gentamicin and (2%) for ciprofloxacin and nalidixic
acid.

Key words: Enterobacter sp, Acinetobacter sp, nosocomial infections,
pathogenicity, antibiotic resistance.
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Introduction

A la fin du XIX e siécle, les travaux de grands microbiologistes comme Pasteur et
Koch ont changé I’approche du traitement des maladies infectieuses. En 1929, la découverte
de la pénicilline par Alexander Fleming venait d'ouvrir I'ere des antibiotiques (Merad, 2014).
En peu de temps, un grand nombre d’agents antibactériens ont ¢té¢ développés et
commercialisés a des fins thérapeutiques, réduisant ainsi la morbidité et la mortalité humaine
importantes (Muylaert et Mainil, 2012).

L’usage des antibiotiques avec une mauvaise compréhension de leur impact
écologique et leur utilisation sur les bactéries induit a la sélection des mutants résistants
(Sanders, 2001) ; la sur-utilisation des antibiotiques et la diffusion épidémique des souches
résistantes sont les deux sources importantes conditionnant I’évolution de la résistance
(Andremont, 2002).

De plus en plus, de souches bactériennes deviennent multi-résistantes, et placent alors
les soignants dans une situation d’impasse thérapeutique, et Selon I’Organisation mondiale de
la santé (OMS), nous pourrions bientot basculer dans « une ére post-antibiotique » dans
laquelle des infections bactériennes auparavant facilement guérissables deviendraient a
nouveau mortelles.

La résistance a d'abord été constatée en milieu hospitalier qui est considéré comme le
réservoir le plus important de microorganismes resistants, puis s'est développé dans la
communauté de maniere cosmopolite (Cassini et al., 2019). L’augmentation et la
dissémination de ce phénoméne chez les bacilles a Gram négatif représentent un probléeme
majeur de santé publique a I’échelle mondial, dont POMS a déclaré que le groupe des
bactéries « ESKAPE » composé des: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa et Enterobacter spp et Acinetobacter
baumannii représente les especes les plus inquiétantes sur le plan de la résistance (Howard et
al., 2012;Potron et al., 2015).

Enterobacter sp et Acinetobacter sp sont des pathogénes opportunistes responsables
d'infections diverses, y compris la bactériémie, les infections des voies respiratoires et
urinaires, l'endocardite et la meéningite (Fraser et al., 2010) . Ills sont fréquemment
responsable d’épidémies en milieu hospitalier en raison de sa capacité a acqueérir des
mécanismes de résistance a certains antibiotiques tel que béta-lactamine, aminosides et
fluoroquinolones (Peleg et al., 2008 ; Towner, 2009).

Ces bactéries multirésistantes peuvent présenter deux types de résistances soit

naturelle ou acquise, dont les principaux mécanismes de résistance sont tantdt enzymatique
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(production de béta lactamase, céphalosporinase...) ou non enzymatique (modification de la
cible, les pombes d’efflux...).
Dans ce contexte, notre travail a été entrepris dans 1’objectif de :
- L’isolement et identification des Enterobacter sp et Acinetobacter sp.
- Ladetermination de profil de résistance de ces deux genres.

Ce manuscrit comporte une partie de synthése bibliographique des données de la
littérature concernant les genres Enterobacter et Acinetobacter, leurs particularités
bactériologiques ainsi que la résistance aux antibiotiques, une partie de matériel et méthode
appliquée suivie par les résultats avec illustrations statistiques.

Nous terminons par des discussions relatant la comparaison de nos résultats aux

travaux d’autres chercheurs avec une conclusion et prospectives.
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Chapitre I Généralités sur les Enterobacter et les Acinetobacter

I. Généralités

1. Infection nosocomiale

D’apres I’Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS), les infections nosocomiales
peuvent étre décrites comme « des infections survenant chez un patient au sein d’un hopital
ou d’un autre établissement de santé et chez qui cette infection n’était ni présente ni en
incubation au moment de 1’admission. Cette définition inclut les infections contractées a
I’hdpital mais qui se déclarent apres la sortie, et également les infections professionnelles
parmi le personnel de 1’établissement» (OMS, 2008).

Les infections nosocomiales représentent aujourd’hui un probléme majeur de santé
publique a I’échelle mondiale, étant responsables d’une lourde morbidité mais également
d’une létalité non négligeable (Hamza, 2010) et du fait de leur fréquence, leur coft
socioéconomique (Zerrouk, 2013). Le délai d’acquisition est variable selon le type
d’infection mais il est habituellement admis qu’un minimum de 48 heures entre
I’admission et les premiers symptdmes est nécessaire pour parler d’infection nosocomiale
(Cahn et Vezin, 2002).

L’origine principale et la cause majeure de transmission des bactéries de ces
infections était d'une part, le manque d’hygiéne et d'autre part les progrés de la médecine et
de la chirurgie avec par exemple des soins et des thérapeutiques de plus en plus agressifs
qui peuvent étre des sources possibles d'infection (Omar, 2010).

Les épidémies de ces infections nosocomiales sont presque toujours associées a une
transmission inter-humaine, ou a la contamination de dispositifs médicaux (Ministére de
la santé francaise, 2002).

Il existe plusieurs types de bactéries responsables de ces infections, les plus

fréquents sont les bacilles Gram (-) comme les entérobactéries et 1’ Acinetobacter sp.

2. Les Entérobactéries

Les entérobactéries constituent un grand groupe de bactéries ayant une forte
similitude. La création de ce groupe a été proposée par Rahn en 1937 qu’il dénomma
Enterobacteriaceae. Si le nom de famille est toujours maintenu, en revanche le classement
des bactéries dans la famille a beaucoup ¢évolué¢ (Joly et Reynaud, 2007). Actuellement,
les entérobactéries sont classées sur la base du séquengage des ARN 5S et 16S dont 44
genres sont regroupés en cinq tribus, d’apres leurs propriétés fermentatives: Escherichiae,
Klebsielleae, Proteae, Yersiniae et Erwiniae (Larpent, 2000). Les genres les plus

communément isolés en Dbactériologie clinique sont:Citrobacter, Enterobacter,
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Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Morganella, Proteus, Providencia, Salmonella, Serratia,
Shigella et Yersinia (Morice, 2003).
Parmi les genres de la famille d’Enterobacteriaceae, Enterobacter est le genre

d’intérét dans ce chapitre.

I. Enterobacter sp

1. Taxonomie du genre Enterobacter

Selon le manuel de Bergy’s, le genre Enterobacter proposé par Hormaeche et
Edward en 1960 appartient a la famille des FEnterobacteriaceae, a 1’ ordre
Enterobacteriales, a la classe Gamma Proteobacteria, au phylum Proteobacteria, et au
domaine des Bacteria (Garrity et al., 2005).

Jusqu'a 1963, ce genre a été composé de deux especes : Enterobacter aerogenes
(Décrite par Escherich en 1885) et I’espéce type Enterobacter cloacae (Décrite par Jordan
en 1890) (Grimont et Grimont, 2006).

Vers la fin du 20éme siécle, un total de 15 especes appartenait au genre
Enterobacter : Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Enterobacter dissolvens et
Enterobacter asburiae (Brenner et al., 1986), Enterobacter hormaechei, Enterobacter
kobei, Enterobacter nimipressuralis, Enterobacter amnigenus, Enterobacter cancerogenus,
Enterobacter taylorae,, Enterobacter gergoviae, Enterobacter pyrinus, Enterobacter
agglomerans, Enterobacter sakazakii et Enterobacter intermedius (Grimont et Grimont,
2006). Par la suite, des études taxonomiques basées sur I’hybridation ADN-ADN ont mené
au transfert de trois espéces d'Enterobacter aux genres alternatifs (Enterobacter
intermedius = Kluyvera intermédia (Pavan et al., 2005), Enterobacter agglomerans =
Pantoea agglomerans, Enterobacter sakazakii = Cronobacterspp.). Le genre comprenait
ainsi 12 especes (Lehner, 2011).

Au fait, la classification des especes dans le genre Enterobacter fait encore 1’objet
de différents ajustements car de nombreuses études ont rapporté de nouvelles especes.
Pendant la derniére décennie, 17 nouvelles espéces ont été incluses dans ce genre :
Enterobacter cowanii (Inoue et al., 2000), Enterobacter ludwigii (Hoffmann et al.,
2005), Enterobacter radicincitans (Kampfer et al., 2005), Enterobacter turicensis,
Enterobacter helveticus (Stephan et al., 2007), Enterobacter pulveris (Stephan et al.,
2008), Enterobacter oryzae (Peng et al., 2009), Enterobacter arachidis (Madhaiyan et
al., 2010),Enterobacter mori (Zhu et al., 2011), Enterobacter massiliensis (Lagier et
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al.2013), Enterobacter siamensis (Khunthongpan et al., 2013), Enterobacter oryziphilus
et Enterobacter oryzendophyticus (Hardoim et al., 2013), Enterobacter sacchari (Zhu et
al., 2013), Enterobacter xiangfangensis (Gu et al., 2014), Enterobacter tabaci (Duan et
al., 2015), Enterobacter muelleri (Kampfer et al., 2015). Ce qui fait qu’actuellement ce
genre comporte 29 especes.

Basées sur des études de génotypage du hsp60- et rpoB, d'analyse MLSA et
d'hybridation génomique comparative (CGH), les especes : Enterobacter dissolvens,
Enterobacter asburiae, Enterobacter hormaechei, Enterobacter kobei, Enterobacter
ludwigii et Enterobacter nimipressuralis ont ¢été étroitement reliées a Enterobacter
cloacae, ayant un ADN lié de plus de 60 % et ont été englobées dans un groupe nommé

Enterobacter cloacae complex (Lehner, 2011).

2. Habitat

Les Enterobacter peuvent €tre trouvées dans l'environnement naturel tel que le sol,
lI'eau et la végétation, également dans une vaste gamme de produits alimentaires (viandes,
ceufs, produits laitiers...) (Lehner, 2011).

Les especes les plus rencontrées en milieu clinique sont Enterobacter cloacae
complexe et Enterobacter aerogenes, elles sont également des commensaux du tube
digestif de 1'homme et des animaux, elles végetent ¢galement la peau et les muqueuses
(Grimont et Grimont, 2006).

En milieux hospitaliers ces espéces d’Enterobacter ont été isolées comme des
polluants communs de diverses surfaces inertes, des équipements de préparation et du
matériel médicochirurgicaux. Aussi bien que les mains et les vétements de personnel
médical. Elles sont présentes dans les unités d’urgences dans le monde entier (Lehner,

2011).

3. Caractéres bactériologiques

3.1. Caracteres morphologiques et culturaux
Les especes du genre Enterobacter sont des bacilles droits & Gram négatif, de 0.6 a
1.0 um de diametre sur 1.2 a 3.0 um de longueur, ils se présentent de maniére isolée,
groupée, ou en courtes chainettes ; mobiles par des flagelles péritriches (généralement de 4
a 6) et ils sont asporogénes comme toutes les entérobactéries .
L'isolement d’Enterobacter sp se fait sur les milieux classiques du laboratoire

généralement utilisés pour I’isolement des entérobactéries (Drigalski, éosine bleu de
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méthyléne, MacConkey et Hektoen), elles se développent en aéro-anaérobiose aux
températures mésophiles d'incubation (de 30°C a 37°C) et forment aprés 18 a 24 heures
des colonies rondes, de 2 a 3 mm de diamétre, 1égeérement irisées ou mates, seches ou
mucoides et avec des contours irréguliers. Des virements de couleur sur le milieu sont
observés suite a la fermentation du lactose chez 80% des souches (Lehner, 2011).
3.2. Caracteres biochimiques
Les espéces de ce genre présentent les mémes caractéres biochimiques généraux
des entérobactéries. Elles fermentent le glucose avec production d'acide et de gaz, elles ont
une (- galactosidase et elles sont rouge méthyle négatives, oxydase négatives, catalase
positives; VP (+/-), ODC (+), ADH (+/-), uréase (-), la TDA, la production d'indole et
d'H2S sont négatives (Berche et al., 1988; Avril et al., 2000).Les différentes réactions
permettant la différenciation des principales especes sont indiqués dans le Tableau 1.
Tableau 1. Caracteres différentiels des principales especes du genre Enterobacter et

des espéces anciennement rattachés (Denis et al., 2016).

E.cloacea | E.aerogen | E.gergov | Cronoba | E.asbu | E.amnig | E.cancero | Pantoea | Hafnia-
es iae cter riae enus gnus - alvel
sakasaki aglomer
i anc
+a
VP L + + + - + I d 22°C
da
37°C
+a
Mobilité + + + + + + + d 22°C
da
37°C
Pigment - - - 4 - - - d -
jaune
Uréase - - + - - - - - -
LDC - = d = = o - +
ODC + + + + + + + - +
ADH + - - + d d d - -
Citrate -(+
de + + + + + d - + en 3j)
simmon
+a
+ + + + + + + + | 22°C
ONPG da
37°C
Sorbitol + + - - + d - d -
Raffinose + + + + + d d -

d : différent suivant les genres ou les espéces.
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4. Pouvoir pathogéne

Différentes especes constituent ce genre. Certains n’ont jamais été associés a des
infections humaines. Les espeéces les plus souvent isolés incluent Enterobacter cloacae et
Enterobacter aerogenes qui 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 et ophtalmiques, l'arthrite septique et les
ostéomye¢lites (Fraser ef al., 2010), méningites ou suppurations diverses (Iabadene et al.,
2010).Ces especes sont suivi par I’ Enterobacter sakazakii qui est 1’agent d’infections rares
mais séveres , touchant particulierement les trés jeunes enfants, les personnes agées et les
sujets immunodéprimés. Cette espéce se différencie des autres Enterobacter par son

pigment jaune (Leclercq, 2006).

5. Facteurs de virulence
5.1. Toxines

Les especes du genre Enterobacter ont une endotoxine (le lipide-A) qui joue un
role majeur dans la septicité et aussi elle est le stimulant majeur de la libération des
cytokines, qui induit l'inflammation systémique et ses complications. Plusieurs autres
toxines ont été rapportées chez Enterobacter, les plus importantes ont été une toxine Shiga-
Like, et une thermostable a-hémolysine coli-Like isolées chez des souches d’Enterobacter
cloacae complex (Lehner, 2011).

5.2. Adhésines

L’adhésion de pathogeéne se fait généralement par 1’intermédiaire des fimbriae
organisées en hélice formant les filaments, plus fins et plus courts que ne le sont les
flagelles. Ils sont souvent hemagglutinant (HA).

La plupart des souches d’Enterobacter produisent un hemagglutinant mannose-
sensible (MME HA) associ¢ au type 1 fimbriae (épais, canalisé, de diamétre externe 7 a 8
nm). Ou au type 3 fimbriae (mince, non canalisée, de diamétre externe de 4 a 5 nm)
(Lehner, 2011).

5.3. Les sidérophores

Les Enterobacteriaceae potentiellement pathogénes produisent des systémes de
haute affinité (les sidérophores) pour solubiliser et importer le fer (Grimont et Grimont,
2006 ; Lehner, 2011).

Le fer est associ¢ aux molécules transporteurs comme la transferrine (le sérum), la

lactoferrine (le lait et d'autres sécrétions), ou isolé dans des cellules (les protéines héme).



Chapitre I Généralités sur les Enterobacter et les Acinetobacter

La production de sidérophores enterobactines est commune chez toutes les especes du
genre Enterobacter, et la production d'aérobactines a été¢ rapportée uniquement chez
Enterobacter cloacae complex (Lehner, 2011).
5.4. La capsule

Environ 81 % des souches d'Enterobacter aerogeness ont entourées par une capsule
mince liée aux antigeénes capsulaires de Klebsiella. Ainsi, cette capsule protége la bactérie
de la phagocytose par les polynucléaires neutrophiles et de 1’effet bactéricide des facteurs
sériques. Les antigénes capsulaires d’Enterobacter aerogenes téagissent avec les
antisérums suivant : K4, K11, K26, K42, K59 et K68 (Garrity et al., 2005; Lehner,
2011).

II. Acinetobacter sp
1. Taxonomie actuelle

L'histoire du genre Acinetobacter débute au début du XXeéme siécle avec la
description par un microbiologiste néerlandais Martinus Wiliem Beigerinck d'un
microorganisme dénommé Micrococcus calcoaceticus isolé a partir de prélévement de sol.
C'est en 1954 que Brisou et Prévost proposent la désignation du genre Acinetobacter (du
grec akinetos « Incapable de bouger ») (Beijerinck, 1911 ; Brisou et al., 1954). Une
avancée majeure dans l'histoire du genre Acinetobacter a été réalisée en 1986 grace aux
techniques d'hybridation ADN/ADN de Bouvet et Grimont qu'ils ont distingué 12 espéces
génomiques d’Acinetobacter parmi lesquelles quelques-unes ont ¢ét¢ dénommées
Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter baumannii, Acinetobacter haemolyticus,
Acinetobacter junii, Acinetobacter johnsonnii, Acinetobacter Iwoffii. Le genre
Acinetobacter comprend 34 espéces génomiques et 25 especes dénommées (Nemec et al.,

2009,2010,2011).

Cependant il a appartenu pendant longtemps a la famille des Neisseriaceae, mais il
fait parti depuis 1991 de la famille Moraxellaceae avec Moraxella et Psychrobacter, au sein
de I’ordre Gammaproteobacteria (Gordon et Wareham, 2010).

2. Habitat

Les bactéries du Genre Acinetobacter sont des bactéries ubiquitaires, elles se
rencontrent dans I'environnement (sol, eau douce et marine) et dans les produits
alimentaires (lait, viande, volailles). Elles peuvent appartenir a la flore transitoire de
I'homme notamment la flore cutanée (creux axillaire, espaces interdigitaux et région

inguinale), digestive et oropharyngée (Riviére, 1995).

8
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Tableau 2. Habitat et écologie des principales especes d 'Acinetobacter (Nemec et

al., 2011 ; Joly-Guillou et Kempf, 2013)

Nom de ’espéce Habitat principale et réservoir

A.calcoaceticus Sol , homme

A. baumannii Homme : 80% des isolats cliniques: secondairement
environnement

A.pittii Sol , homme ( < 1% en France ) :1 épidémie décrite

A.nosocomialis Homme : secondairement environnement

A.haemolyticus Boues actives ;homme ocasionnel

A.junii Environnement : isolats cliniques (4 a 11 %)

A.johnsonnii peau humain — isolats cliniques ( 3%) ; carcasses volailles ;
boues actives ; élimination des phosphates

A.lwoffii Animaux et produits dérivés ; sol ; boues actives

A. baumannii constitue de loin la principale espéce du genre Acinetobacter
impliquée en clinique et est responsable de prés de 10 % des infections nosocomiales
(Denis et al., 2016).

Elle peut étre isolé de divers matériels ; les cathéters, les appareils de ventilation
artificielle, le robinet, les matelas et les oreillers (Bergogne-Bérézin, 2010).

A. baumannii est également retrouvé sur la peau de personnels soignants et de patients
avec un portage plus ¢élevé chez les patients (Joly-Guillou et Bergogne-Bérézin, 2006 ;
Savov et al., 2002). Elle colonise aussi les voies respiratoires et le tractus intestinal des
patients hospitalisés.
3. Caractéres bactériologiques

3.1. Caracteres morphologiques et culturaux

Les Acinetobacter sont des coccobacilles a Gram négatif, immobiles et non
sporulés. En phase exponentielle de croissance, ilss sont des bacilles de diamétre de 0,9 a
1,6um et de longueur de 1,5 a 2,5um, souvent associés en paires ou en chaines de
longueurs variables (Doughari et al., 2011).

Les bactéries du Genre Acinetobacter sont peu exigeantes, elles se développent
facilement sur les milieux classiques : gélose au sang et Mueller Hinton, sur milieux
différentiels tels qu'E.M.B (Eosine Bleu de Me¢thyleéne), Drigalski et Mac Conkey.
Récemment un nouveau milieu sélectif et différentiel a été décrit : Leeds Acinetobacter

Medium (L.A.M.) qu’il permet d'isoler les souches d’Acinetobacter recueillies dans

9
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'environnement ou dans des prélevements cliniques. Acinetobacter croissent bien sur les
milieux de culture de routine avec une température optimale de 33 a 35°C. Seule
Acinetobacter baumannii se croitre a 44°C.

Les colonies d'Acinetobacter se développent en 24 heures sur milieux cités
géloses, elles ont 2 a 3 mm de diamétre, elles sont convexes, luisantes, blanchatres et
parfois hémolytiques sur gélose au sang (Riviere, 1995).Dans les cultures agées les
bactéries présentent un aspect sphérique ou filamenteux (Doughari et al., 2011).

3.2. Caracteres biochimiques

Ces bactéries sont aérobies strictes, oxydases négatives, catalases positives, non
fermentaires et ne réduisent pas les nitrates. C’est le test d’oxydase négative qui sert de test
rapide et présomptif pour distinguer 1’Acinetobacter des autres bactéries non fermentaires

(Bergogne-Berezin et Towner, 1996).

4. Pouvoir pathogene et virulence

Par le passé, le genre Acinetobacter était considéré comme faiblement pathogene.
Mais la description de pneumonies communautaires graves a Acinetobacter indique que
ces bactéries peuvent avoir un pouvoir pathogene important (Joly-Guillou, 2005).

Cette bactérie est responsable d’une bactériémie et d'autres manifestations cliniques
tel que : pleurésies, péritonite chez les dialyses, méningites, ostéomyélites, endocardites
sur protheses valvulaires (Denis et al., 2016).

Bien qu’a Dlorigine, il s’agisse de saprophyte de I’environnement, de virulence
limitée, 1’ Acinetobacter posséde en réalité plusieurs facteurs de virulence qui s’expriment
selon les conditions de son développement (Baidoo, 2017) :

» Lipopolysaccharide (LPS) : impliqué dans le choc septique endotoxinique

(Joly-Guillou et Bergogne-Bérézin, 2006).

» Hydrophobicité de la surface cellulaire : Acinetobacter spp présente une
surface cellulaire de caractére hydrophobe, une -caractéristique favorisant son
adhérence sur des polymeéres (cathéters, sondes) (Figueiredo, 2011)

» Enzymes extracellulaires : L’activité enzymatique de certaines enzymes
comme les estérases, les aminopeptidases, les uréases et les phosphatases acides,
pourraient aussi jouer un réle dans la virulence chez Acinetobacter spp (Bergogne-

Bérézin et al., 2008).

10
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» Protéine de membrane externe (« OQuter Membrane Protein » OMP) :
OmpA est une protéine de membrane externe, elle est impliquée dans 1’apoptose
cellulaire, et est a I’origine de la réponse inflammatoire (Choi et al., 2005).

» La production d’exopolysaccharides, décrite pour 30% des souches
d’Acinetobacter protege les bactéries vis-a-vis des défenses de 1’hote (Obana, 1986).

» Verotoxin (vtx) : La production de vérotoxine est associée a des diarrhées
sanglantes et a ét¢ mise en évidence la premicre fois chez A. haemolyticus (Grotiuz et
al., 2006).

» Sidérophores : Ce sont des chélateurs de fer synthétisés et sécrétés par les
microorganismes et chez les Acinetobacter sont appelés « acinetobactins » et sont
principalement constitués de 1’histamine (Mihara et al., 2004).

» Le quorum-sensing : c’est la capacité d’une bactérie a percevoir et a répondre
a la densit¢ de la population bactérienne au moyen d’une molécule de lactone-
homosérine acétylée (Joly-Guillou et Bergogne-Bérézin, 2006).chez Acinetobacter,
quatre systémes de quorum-sensing ont ¢t¢ décrits. Ces derniers semblent jouer un rdle
d’auto-induction de facteurs de virulence multiples. (Figueiredo, 2011) .

» Biofilm : Une étude récente a montré la capacité d’Acinetobacter spp a former
un biofilm qui est une structure constituée de cellules bactériennes entourées de
polysaccharides. Cette structure permet un échange de matériel génétique entre les
bactéries et assure leur survie, notamment dans I’environnement hospitalier .le
complexe A. baumannii-A. calcoaceticus a la plus grande capacit¢ de former un
biofilm, par rapport a d’autres espéces (4. johnsonii, A. Iwoffii et A. radioresistens)

(Marti et al., 2011).
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I. Les antibiotiques
1. Définition

Les antibiotiques sont définis comme toute substance antibactérienne d’origine
biologique, synthétique ou semi synthétique (Lavigne, 2007), capable d’inhiber
sélectivement certaines voies métaboliques des bactéries, sans exercer habituellement
d’effets toxiques pour les organismes supérieurs (Perronne, 1999).L’efficacit¢ d’un
antibiotique dépend de sa cible ou son point d’impact. Si cette cible n’existe pas, le germe
est résistant a I’antibiotique (Florian, 2017).

Les antibiotiques sont groupés par familles ou classes en fonction de leurs
propriétés structurales. Pratiquement toutes les classes d’antibiotiques ont été découvertes
dans un « age d’or », qui s’est étendu de 1936 a 1962 (Chardain et al ,2006).

2. Mode d’action

Les antibiotiques peuvent atteindre des cibles différentes et ainsi agir selon
différents modes ; notamment inhibant la synthese de la paroi cellulaire (peptidoglycane),
des acides nucléiques, des protéines, le fonctionnement de la membrane cytoplasmique ou

des voies métaboliques (Figure 1) (Prescott ez al., 2010).

Inhibition de la Inhibition de la Inhibition de la synthése
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Figure 1. Différents modes d’action des antibiotiques (Belhabla et al., 2017).
3. Classification

Les antibiotiques sont classés en fonction de leur origine, leur structure et leur
mécanisme d’action (Fomba, 2006). 11 existe sept classes majeures d’antibiotiques utilisés
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en milieu clinique : les [-lactamines, les glycopeptides, les aminoglycosides, les
tétracyclines, les macrolides, les quinolones et les sulfamides (Nukaga et al., 2003).
Dans cette partie nous nous intéressons aux B-lactamines, aminosides et aux quinolones,
qui ont fait 1'objet de la partie pratique de ce mémoire.
3.1. Les p-lactamines
3.1.1. Définition

Les béta lactamines constituent la famille d’antibiotique la plus vaste et la plus
importante, aussi bien par le nombre que par la diversité des molécules utilisables par leurs
indications en thérapeutique et en prophylaxie des infections bactériennes, et leur nombre
n’a cessé de croitre depuis la découverte de la pénicilline G. Cette famille comprend un
grand nombre de molécules, toutes caractérisées par une structure de base : le noyau de

base est le cycle B-lactame (Figure 2) (Cavallo et al., 2004).

—NH
7

Figure 2. Le cycle béta-lactame (Figueiredo, 2011).

3.1.2. Structure chimique et Classification
Les béta-lactamines partagent une structure commune qui comprend de facon
constante un cycle B-lactame et pour la plupart d’entre elles, un second cycle. Ainsi, en
fonction des cycles et des chaines latérales associées, on les exprime dans le tableau ci-

dessus (Tableau 3) (Chaabane et al., 2009).
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Tableau 3. la classification et la structure simplifiés des B-lactamines.

Nomenclature Les composants La structure
les molécules de ce groupe
e e e NH = - 18
Les pénames (Les | possedent un cycle thiazolidine L!' , 2
——MNL_>
pénicillines) accolé au noyau B-lactame. O//
\ J
(Nauciel, 2000). Y
Noyau péname
constituées d’un noyau [-lactame ﬁ :
- . . R;y—C — NH
Les céphémes (Les | associé a un noyau dihydrothiazine | c—n }
N CH,— R,
céphalosporines) (Yala et al., 2001) 2
. COOH ,
1
Noyau céphéme
se distinguent des pénicillines par R H
la présence d’un atome ce carbone j;[’s
Les carbapénémes au lieu d’un soufre en position 1 et G N‘k{/
une liaison insaturée en C2-C3. L COOH ]
(Wolff et al., 2009). T
Noyau carbapénéme
Antibiotiques  constitués  d'une R
. ™,
molécule caractérisée par un noyau
Les monobactames de base, limitée au cycle béta- l_o///‘ — N
J

lactame (Chaabane et al., 2009).

Novau monoebactam

Les clavames

(Pacide clavulanique)

Ces molécules sont des inhibiteurs

de B-lactamases, ayant une

structure de pénicilline mais
dépourvues d’activité antibiotique

significative (Perronne, 1999).

o H COOH
NN H
—{\o CH,OH

H

3.1.3. Mode d’action

Les antibiotiques de type P-lactamines sont des inhibiteurs de la synthése de la

paroi bactérienne. En mimant la structure tridimensionnelle de la séquence D-Ala-D-Ala
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du pont peptidique du peptidoglycane (Distance adéquate entre le carboxylate et le cycle
amide), les B-lactamines se comportent comme des inhibiteurs de la transpeptidase,
enzyme clé dans la synthése du peptidoglycane qui assure la forme et I'intégrit¢ de la
cellule bactérienne, que 1'on connait aussi comme des protéines de liaison a la pénicilline
(PLP) (Fisher et al., 2015 ;Héltje, 1993 ;Molitor, 2010).

Une fois le noyau de la molécule de béta-lactamine est li¢ irréversiblement au site
actif du PLP, il empéche la transpéptidation finale (crosslinking) de la nouvelle double
couche de peptidoglycane et perturbe donc la synthése de la paroi cellulaire. Cette
inhibition aboutit a I’arrét de la croissance bactérienne (l'effet bactériostatique) (Tankovic,
2000). L'effet bactéricide arrive de I'activation de 1’auto-hydrolyse de la paroi bactérienne,
déclenchée par une accumulation de précurseurs de peptidoglycane et donc la mort
cellulaire (Tankovic, 2000).

3.2. Les aminosides
3.2.1. Définition

Les aminosides, ¢galement appelés aminoglycosides sont des molécules naturelles
produites par des actinomyceétes ou en sont dérivées par hémi-synthese. Ils sont constitués
de deux ou plusieurs sucres aminés liés par une fonction glycosidique a un noyau hexose
(Tuikens et Spinewine, 2002). Leurs fonctions amines sont ionis€ées formant des
polycations. Les premiers aminosides étaient la streptomycine et la néomycine, suivies de
la gentamicine, I'amikacine, la netilmicine et la tobramycine (Belabbeci, 2014).

3.2.2. Structure chimique

Les aminoglycosides sont des molécules comportant de Nombreuses fonctions
alcool et amine qui peuvent étre éventuellement  modifiées par méthylation |
guanidinylation ou ajout d’une chaine secondaire (Lombes, 2012) .

3.2.3. Mécanisme d’action

Les aminosides inhibent la synthése des protéines, mais perturbe aussi la paroi
cellulaire. Malgré leur taille petite et leur caractére hydrophile, seulement une petite
quantité¢ des aminoglycosides est transportée par les porines (Molitor, 2010). Donc la
pénétration dans les membranes externe et cytoplasmique est divisée en deux étapes EDP |
et EDP II (Energy dépendent phase I et II). Pendant EDP I une accumulation
d'aminoglycosides sur la membrane extérieure ou la structure polycationique de
I'aminoglycoside aide a interférer avec le LPS, cette étape a déja un effet bactériostatique.

Par la suite EDP II est représenté par l'activité bactéricide qui finit en accumulation plus
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rapide de I'aminoglycoside en créant des fissures dans la membrane extérieure aboutissant
a une assimilation plus rapide d'antibiotique, et la sortie de contenu intracellulaire
(Tankovic, 2000).

Une fois dans le cytoplasme, les aminoglycosides causent un taux accru d'erreur
pendant la synthese protéique, en alternant presque toutes les étapes de la traduction, soit
par la fixation incorrect d’ARNt sur I’ARNm soit par I’empéchement de la translocation
ribosomale , ce qui induit la syntheése de protéines erronées qui causent ’augmentation de
la perméabilité, ’altération de la respiration cellulaire et donc conduit a la mort de la
bactérie (Belabbaci, 2014).

3.3. Les quinolones
3.3.1. Définition et structure chimique

Les quinolones sont des agents antibactériens obtenus par synthése chimiques,
dérivent de I’acide nalidixique (Page et al., 1999) .

Ces antibiotiques de premicre génération, n’agissent que sur les bacilles a Gram
négatif et ne sont utilisées que dans le traitement des infections urinaires (Perronne,
1999). Actuellement de nouveaux composés de cette méme famille d’antibiotiques ont été
mis au point, dont certains additionnés d’un atome de fluor (norfloxacine, péfloxacine,
ciprofloxacine, ofloxacine...) (Figure 3) et la nomenclature devient fluoriquinolones qui
possedent une activité¢ plus étendue et sont indiqués dans le traitement des infections
systémiques et tissulaires a bacilles a Gram négatif et a cocci a Gram positif (Nordmann,
2006).Toutes les quinolones actuelles présentent une structure bicyclique , avec un azote
en position 1, un carboxylate en position 3 et un carbonyle en position 4 (Figure 3)

(Faure, 2008).
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Figure 3. Structure de base des quinolones et fluoroquinolones (Faure, 2008).
3.3.2. Mode d’action

Pour atteindre leur cible, les quinolones doivent traverser la paroi bactérienne et la
membrane cytoplasmique des bactéries a Gram positif. Chez les bactéries a Gram négatif,
ce passage est facilité par une diffusion passive a travers les porines en fonction de leur
degré d’hydrophobicité et de leur poids moléculaire, et il s’agit d’un transit direct
lorsqu’on parle de la double couche phospholipidique.

Les quinolones inhibent les enzymes cellulaires impliquées dans le maintien de la
structure de ’ADN ce qui aboutit alors I’arrét de la synthese d’ADN (Battraud, 2017).1ls
ont pour cible deux enzymes de la classe des topoisomérases, I'ADN-gyrase [cible
principale chez les Gram (-)] et la topoisomérase IV [cible principale chez les Gram (+)].1a
spécificité d'action est assurée par la liaison des quinolones a ces enzymes avec une

affinité 1000 fois plus grande qu'aux enzymes eucaryotes (Bambeke et al., 2008) .

II. La résistance aux antibiotiques
1. Historique de la résistance

Les premiéres résistances sont apparues en 1940, a la pénicilline G, puis la
streptomycine en 1947. Il s’est passé¢ seulement une courte période pour que les
déterminants de la résistance s’incorporent définitivement dans la bactérie, nécessitant
alors la création d’autres antibiotiques. La sélection peut étre trés rapide. La premiere
population résistante a ¢été celle du staphylocoque aureus a la pénicilline G passant de 8%

en 1945 a 60% en 1949. Puis les mécanismes de résistance sont identifiés ce qui a permis
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le développement de pénicillinases, de la 2éme génération de glycopeptides et des
céphalosporines de 2¢me puis 3¢me génération (Bush, 2004).

La description de bactéries résistantes a toujours suivi de preés chaque nouvel
antibiotique. En 1943, avant méme que l'usage de la pénicilline soit autorisé, des bactéries
résistantes par production de béta-lactamases avaient été décrites. Des souches résistantes
sont ainsi apparues tres rapidement pour chaque nouvel antibiotique, et ce, quelque soit le
mécanisme développé (Lai, 2013).

Alors, Le phénomene d’antibiorésistance n’est pas nouveau, mais le nombre de
micro-organismes résistants, et multi-résistants, ainsi que les localisations géographiques
affectées ne cessent de croitre dans des proportions inquiétantes (Ziai, 2014).

2. Définition

Une souche est dite résistante lorsqu’elle se cultive en présence de concentration
plus élevée en antibiotique comparativement a d’autres souches qui lui sont
phylogénétiquement liées. Par conséquent, la résistance est une propriété qui ne peut étre
¢tudiée que par comparaison d’au moins deux souches, dont I’'une de référence souvent
appelée souche sauvage et développée en laboratoire a partir d’individus prélevés dans la
nature, d’une méme espece ou d’'un méme genre, cultivées dans les mémes conditions
(Guardabassi et Courvalin, 2000).

3. Types de résistances

Il existe de nombreux mécanismes aboutissant a I’expression de la résistance et

suivant son caractere inné ou acquis : la résistance naturelle et la résistance acquise.
3.1. Résistance naturelle (ou intrinséque)

La résistance naturelle est un caractere présent chez toutes les souches appartenant
a la méme espece, elle est détecté dés les premicres €tudes réalisées sur 1’antibiotique afin
de déterminer son activité et contribue a définir son spectre antibactérien. Cette résistance
peut étre due a I’inaccessibilité, une faible affinité ou encore a ’absence de la cible pour
I’antibiotique. Par exemple, la résistance des entérobactéries et du Pseudomonas aux
macrolides ou des bactéries a Gram négatif a la vancomycine est naturelle. La résistance
bactérienne naturelle est permanente et d’origine chromosomique. La résistance naturelle
est stable, transmise a la descendance (transmission verticale) lors de la division cellulaire,
mais elle n’est généralement pas transférable d’une bactérie a I'autre (transmission
horizontale) (Carle, 2009).Dans les résistances naturelles, on trouve la capacité de certaine

espece de bactérie a former un biofilm. Ce dernier joue un role dans le ralentissement de la
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diffusion de I’antibiotique par la syntheése et ’augmentation de 1’épaisseur de glycane.
Bien qu’il est chargé négativement va retenir certains antibiotiques comme les aminosides
qui ne pourront pas atteindre leur cible d’action (Lebeaux et al., 2014) .
3.2. Résistance acquise

La résistance acquise résulte d’une modification du capital génétique de la bactérie,
lui permettant de tolérer une concentration d’antibiotique plus élevée que celle qui inhibe
les souches sensibles de la méme espece (Wright, 2005). Elle ne concerne que quelques
souches d’une méme espece mais peut s’étendre a d’autres bactéries. Sa fréquence varie
dans le temps mais aussi dans l'espace (région, ville, hopital ou méme service). Elle
constitue un marqueur épidémiologique (Calgagno et Lacroix, 2011).

Ce type de résistance est souvent instable et possédent deux formes d’acquisition:
Soit par une mutation spontanée, soit par 1’acquisition de genes par un autre

microorganisme (Carle, 2009).

v' Mutation chromosomique spontanée (évolution verticale)

La mutation chromosomique spontanée constitue une mécanisme de résistance aux
antibiotiques chez environl0 a 20 % des bactéries. Les geénes de résistance se situent alors
dans le chromosome de la bactérie. Une mutation n’affecte qu’un caractere, et la résistance
ne concerne généralement qu’un antibiotique ou qu’une famille d’antibiotiques ayant le
méme mécanisme d’action. La prévention de I’émergence de mutants résistants est due de
’association de deux ou plusieurs antibiotiques. Par exemple, la résistance a la rifampicine
et aux quinolones résulte toujours d’une mutation (Carle, 2009).

Cette forme d’acquisition est un événement stable dont la résistance va passer aux
générations suivantes de bactéries, donc a la descendance. C’est une transmission verticale

(Battraud, 2017).

v Acquisition de génes de résistance par un autre organisme (évolution
horizontale)

L’acquisition de nouveau matériel génétique peut se faire soit par échange direct de
matériel chromosomique, soit par échange d’éléments mobiles. Dans ce dernier cas, les
genes de résistance se trouvent dans un fragment d’ADN bactérien situe a I’extérieur et sur
certains ¢léments mobiles du chromosome, tels que les plasmides. La résistance a

plusieurs médicaments est augmentée par Le transfert d’un seul plasmide. Par exemple, le
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Shigella, responsable de la diarrhée, peut transférer un plasmide avec résistance a quatre ou
cinqg antibiotiques différents.
Les génes ou les groupes des geénes de résistance peuvent s’acquérir par transformation,
transduction ou conjugaison.

La transformation permet I’acquisition et I’incorporation d’ADN libre dans
I’environnement (dénudé¢) a la suite de la mort de la bactérie mére. (Exemple : le
gonocoque résistant a la pénicilline). La transduction est un mécanisme de transfert de
genes, dont le vecteur est un virus bactérien appelé bactériophage. Ce mécanisme permet le
transfert d’information génétique entre les bactéries appartenant essentiellement a la méme
espece. Les plasmides sont souvent transférés par conjugaison qu’est un transfert de
I’ADN d’une bactérie donatrice a une bactérie réceptrice. En pareil cas, la résistance se
transmet aux bactéries filles. Les bactéries ayant recul cet élément mobile peuvent se
rétablir et redevenir sensibles aux antibiotiques si elles ne sont pas exposées a ces derniers.
La Figure 4 résume la mani¢re dont les bactéries peuvent acquérir de la résistance aux

antibiotiques (Carle, 2009).

Bactérie sensible

@/

Bactérie résistante

Mutations

Transfert d’'un géne de résistanc L
Nouvelle bactérie résistante

Figure 4. Emergence d’une résistance acquise aux antimicrobiens (Carle, 2009).

4. Mécanismes généraux de résistance

Nous savons que pour agir, un antibiotique devra dans un premier temps pénétrer la
bactérie, il devra ensuite arriver a sa cible (via un transporteur ou par diffusion passive),
puis se fixer a sa cible pour produire son effet : bactéricide ou bactériostatique (Battraud,

2017).les mécanismes de résistance sont au nombre de 4. (Figure 05)
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Figure 5.Stratégies bactérienne de la résistance aux antibiotiques (Battraud, 2017).

a. Résistance par imperméabilité
v" Imperméabilité de la paroi

Chez les Gram (-) : la diffusion est bien plus compliquée que celle des Gram (+) a
cause de phospholipide et de LPS qu’ils sont composés de membrane externe. A noter que
souvent, il y a présence de porines, canaux permettant quand méme le passage de certain
produit y compris d’antibiotiques a travers la membrane externe (Battraud, 2017).

v' Imperméabilité de la membrane externe :

Chez les enterobactéries ou les Pseudomonas, il y a une résistance naturelle aux
macrolides, pénicillines G et M, a I’acide fusidique et a la vancomycine. Ces antibiotiques
n’arrivent simplement pas a traverser la membrane souvent en raison de leur taille trop
importante. Pour ce qui est des antibiotiques hydrophiles, ces derniers traversent la paroi
via les porines (Battraud, 2017).

v' Imperméabilité de la membrane cytoplasmique

Pour pénétrer dans la bactérie, I’antibiotique va avoir deux possibilités, il utilisera
soit un transport passif ou un transport actif. Pour que ce dernier qu’il est dépendant d’une
phosphorylation oxydative de la bactérie se déroule normalement, la bactérie a besoin
d’oxygeéne donc on voit clairement que les bactéries anaérobies seront naturellement

résistances aux aminosides puisqu’elles n’utilisent pas d’oxygene pour leur
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fonctionnement. La membrane interne cytoplasmique porte sur sa face externe les PLP
(protéine liant les pénicillines) enzymes cible des B-lactamines (Battraud, 2017).
v" Imperméabilité par formation d’un biofilm :

Certaine bactérie sont capables de produire un film épais qui va ralentir la diffusion
de I’antibiotique et I’exposer plus longtemps aux enzymes de dégradation (Briandet et al.,
2012).

b. Résistance par efflux actif

Il s’agit d’un systeme d’exportation de 1’antibiotique en dehors de la bactérie. 11
s’agit d’'un mécanisme actif, la bactérie synthétise des protéines d’export qui vont emporter
I’antibiotique a I’extérieur de la bactérie. Ainsi il ne peut pas se fixer a sa cible et est
inefficace. On connait ce mécanisme notamment pour les tétracyclines (Poole, 2005).

c. Résistance par modification de la cible

La modification structurelle de la cible entrainant une perte d’affinité dans le couple
cible antibiotique. La bactérie peut synthétiser une cible modifiée additionnelle via 1’apport
d’un plasmide par exemple. C’est le cas de Staphylococcus aureus résistant a la méticilline
ou SARM (Courvalin et al., 2006) , elle peut également induire une hyperproduction de la
cible : il s’agit d’un phénomeéne trés fréquent qui touche tétracyclines, macrolides,
quinolones, [-lactamines, aminosides, rifampicine, bactrim® notamment (Battraud,
2017).

d. Résistance par dégradation de I’antibiotique

La bactérie va synthétiser une enzyme qui va modifier I’antibiotique le rendant
inefficace (ATB ne reconnait plus ou ne peut pas se fixer sur son site d’action).Parmi les
exemples de la littérature, ’exemple le plus connu est celui du couple B-lactamase et
pénicilline. On retrouve ce phénomeéne pour une autre famille, les céphalosporines
cousines des pénicillines (Ruppé, 2010).

e. Résistance par modification du métabolisme bactérien

Ce type de résistance concerne surtout les sulfamides Inhibant la voie métabolique
conduisant a la synthése des bases puriques et pyrimidiques. Les bactéries peuvent
compenser en fabriquant plus de précurseur (le PAB) ou en augmentant sa synthése
d’enzyme (la dihydrofolate réductase par exemple) car ces dernieres sont inhibées par
I’ATB. Elles peuvent ¢galement synthétiser des enzymes avec moins d’affinité pour I’ATB

(Battraud, 2017).
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4.1. Mécanismes de résistances des Enterobacter sp aux antibiotiques
4.1.1. Résistance enzymatique
a. Les bétalactamines : production de béta-lactamases

Les béta-lactamases sont des enzymes bactériennes qui hydrolysent le noyau béta-
lactame et qui rendent I’antibiotique inactif avant qu’il n’atteigne sa cible : les « protéines
de liaison a la pénicilline » (PLP).L’inactivation des béta lactamines se fait par les béta-
lactamases qui partagent une affinité structurale avec les PLP leur permet de lier, acétyler
et hydrolyser (Massova et Mobashery, 1998).

Selon la classification moléculaire d’Ambler les béta-lactamases sont divisés en
quatre groupes (A, B, C et D) (Ambler, 1980).Les béta-lactamases des classes A, C et D
possedent dans leur site actif une sérine qui intervient dans le mécanisme d’acétylation au
cours de I’hydrolyse des béta-lactamines. En revanche la classe B inclut les métallo-béta-
lactamases dont D’activité nécessite la présence d’ions métalliques. Une classification
fonctionnelle a été proposée par Bush ef al. (Bush et al., 1995), dans laquelle les auteurs
tiennent compte de la fonctionnalité des béta-lactamases (substrat, profil d’inhibition) et
divisent ces enzymes en quatre groupes (de 1 a 4) avec plusieurs sous-groupes.

Chez Enterobacter, il existe plusieurs systémes enzymatiques responsables de la
dégradation des bétalactamines, et qui permettent aux especes de ce genre d’acquérir
différents niveaux de résistance :

v" AmpC chromosomiques

Les béta-lactamases AmpC sont des céphalosporinases du groupe fonctionnel 1 et
de la classe moléculaire C dans la classification Bush-Jacoby-Medeiros des béta-
lactamases. Elles sont codées par des génes ampC (Bush et al., 1995). Une mutation au
niveau du geéne régulateur (répresseur ampR) du géne ampC rend les souches fortement
résistantes par hyperproduction constitutive des béta-lactamases a la plupart des
antibiotiques de la famille des bétalactamines. Chez Enterobacter spp , I’expression du
gene ampC est réprimé , mais sa dérépression peut étre induite par la présence de béta-
lactamines . Ces enzymes ne sont pas inhibées par des inhibiteurs classiques de béta-
lactamases (acide clavulanique, tazobactam, sulbactam) (Molitor, 2010). L’ampicilline,
I'amoxicilline, la premiere génération des céphalosporines, la deuxiéme génération des
céphalosporines et les céfamycines sont des inducteurs puissants de béta-lactamase AmpC.

e Béta-lactamases a spectre étendu (BLSE)
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Les BLSE sont des B-lactamases de classe A qui dérivent des pénicillinases de type
TEM-1, TEM-2 et SHV-1 suite a la substitution de 1 a 4 acides aminés. La résistance de
ces enzymes est a haut niveau a toutes les pénicillines, aux C1G, C2G et elle est variable
aux C3G et C4G et a ’aztréonam (Elhani, 2012). Ces enzymes sont inactivées par les
inhibiteurs de béta-lactamase et elles ne possedent pas de mécanisme moléculaire
d'induction ou de dérépression. Contrairement a I’AmpC, une autre enzyme IBC-1, portée
par un intégrant et capable d’hydrolyser le céfotaxime et le céftazedime a été détectée pour
la premiere fois chez une souche d’Enterobacter cloacae (Giakkoupi et al., 2000). Ces
derniéres années, une nouvelle famille de BLSE de type CTX-M qui hydrolyse
préférentiellement le céfotaxime est apparue, ces enzymes se sont rapidement propagées au
niveau mondial chez Enterobacter dans certaines zones géographiques (Rossolini et al.,
2008) y compris I’Algérie .Un autre type de BLSE, les oxacillinases (OXA) qui
hydrolysent ’oxacilline et ses dérivés a été rarement rapporté chez Enterobacter, elles sont
classées dans le groupe fonctionnel 2d et la classe moléculaire D.

v' Les carbapénémases

La résistance du genre Enterobacter aux carbapénémes a ¢été rapportée et
considérée comme une menace clinique émergente posée par les especes du genre
Enterobacter, aussi bien que par d'autre Enterobacteriaceae.

Les premicres béta-lactamases impliquées dans la résistance a I’imipénéme qui font partie
de la classe moléculaire A (sérine actif) et le groupe fonctionnel 2f étaient NMC-A
(Mourey et al., 1999;Osterblad et al., 2012) et IMI-1 (Teo et al., 2013; Huang et al.,
2015).

La production des métallo-béta-lactamases est un autre type de résistance aux
carbapénemes, ces enzymes sont classées dans le groupe fonctionnel 3 et la classe
moléculaires B (Bebrone, 2007).

Chez Enterobacter sp, plusieurs types de métallo-béta-lactamases ont été décrits, causant
des épidémies hospitalieres dans le monde entier. Elles sont essentiellement de type VIM,
IMP, KPC et NDM-1 (Khennouchi, 2016). Ces enzymes sont codées par des genes
plasmidiques facilitant leurs propagations chez toutes les entérobactéries.

b. Aminoside

L'inactivation enzymatique des aminosides est le mécanisme de résistance le plus

souvent observé (Perichon et al, 2007). Il existe trois classes d'enzymes différentes

classées en fonction du radical qu'elles ajoutent a la molécule d'aminoside : les N-
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acétyltransférases (AAC) qui neutralisent les fonctions -N112, les O-
nucléotidyltransférases (ANT), et les O-phosphotransférases (APH) qui neutralisent les
fonctions -OH (Vakulenko et Mobashery, 2003) Le déterminisme génétique de ces
enzymes est souvent plasmidique, ce qui permet leur échange entre les bactéries (Perichon
et al, 2007).

Les genes codant pour ces enzymes de résistance sont souvent portés sur des
plasmides, ensemble avec les BLSE, qui est une autre raison a leur grande diffusion. Par
exemple : le plasmide trouvé chez E. aerogenes qui code pour la BLSE de type TEM-24,
porte également le déterminant de résistances aux aminoglycosides de type Aminoacétyl-
transferase AAC-6’ (Bosi et al., 1999).

c. Les quinolones

Chez le genre Enterobacter des mécanismes de résistance enzymatique aux ces
antibiotiques sont médiés par les plasmides. Ces derniers codent pour des enzymes de la
famille des pentapeptides, qnrA, qnrB et qnrS, qui protege 'ADN-gyrase, et le topo-
isomérase IV de l'activité inhibitrice des quinolones (Hooper, 2000 ; O’Donnell et
Gelone, 2000).Elles sont fréquemment décrites dans des souches d’E. cloacae complex et
E. aerogenes.

Elles sont généralement codées par des genes plasmidiques qui portent d'autres
mécanismes de résistance comme les BLSE (Iabadene et al., 2008;Huang et al., 2012).
4.1.2. Résistance non enzymatique
» Modification de la cible de ’antibiotique

¢ Les bétalactamines : Modification des « protéines de liaison a la pénicilline »

La modification de la cible de la famille des bétalactamines qui est les PLP, rend
I’attachement (donc I’activité) de I’antibiotique difficile, voire impossible (Molitor, 2010).
Le changement du PLP la, 1b et/ou 2 méne a la résistance car les PLP modifiées
présentent une affinité plus faible pour les bétalactamines. Elles sont relativement
résistantes a I’inactivation par les pénicillines et sont capables de remplir les fonctions des
PLP lorsque ces derniéres sont inactivées (Pfeifle et al., 2000).

e Les aminosides : Modification de la cible ribosomale

Les modifications de la cible ribosomale relévent de plusieurs mécanismes :
mutation de I'ARN 16S, et méthylation de ' ARN 16S sur certaines bases impliquées dans
la fixation des aminosides au niveau du site A (Galimand et al., 2003; Nguyen et

Lambert, 2012).Les mutations de I'ARN16S peuvent étre responsables de la résistance a
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la streptomycine ou a la spectinomycine. Le facteur limitant a l'apparition de la résistance
qui nécessite plusieurs mutations est du aux plusieurs copies de l'opéron rRNA qui se
trouvent plusieurs bactéries (Molitor, 2010).

La méthylation de 'ARN 16S confére une résistance de haut niveau a tous les
aminosides disponibles utilisés pour la thérapie systémique, a I'exception de la
streptomycine. ArmA est la premiere méthylase responsable de ce type de résistance
détectée sur une souche de Klebsiella pneumoniae, (Galimand et al., 2005). Cette
méthylation a été rapportée chez des souches d’Enterobacter cloacae complex et des
souches d’Enterobacter aerogenes dans plusieurs pays (Bogaerts et al., 2007;Wu et al.,
2008) y compris I’Algérie (Khennouchi et al, 2015).Une autre méthylase RmtB a été
¢galement rapportée sur des souches d’Enterobacter cloacae, le géne codant a été porté par
des plasmides IncF et IncN (Yao et al., 2011) .

e Les quinolones : PADN gyrase et topoisomérase IV

Généralement les cible pour les quinolones sont I’ADN gyrase et le topo-isomérase
IV (respectivement gyrA et parC). Ces antibiotiques ne peuvent plus se lier a cause des
mutations qui meénent aux changements structurels légers de ' ADN gyrase ,ce qui implique
ainsi la résistance (O'Donnell et Gelone, 2000). Les mutations sont localisées dans la
Région Déterminant la Résistance aux Quinolones (QRDR) de 40 acides aminés de
longueur, appartenant a la sous- l'unité A du gyrase (Hooper, 2000). Ces mutations menent
a une résistance importante aux fluoroquinolones (ciprofloxacine, norfloxacine, ofloxacine
et levofloxacine) (Deguchi et al., 1997;Brisse et al., 1999; Minarini et Darini, 2012).

En pareil, sur le topo-isomérase IV (parC) les mutations généralement décrites pour le
genre Enterobacter sont dans les positions similaires a celles du gyrA (Brisse et al., 1999;
Minarini et Darini, 2012).

» Diminution de la perméabilité membranaire

La cellule des bactéries a Gram négatif, avec sa double couche de lipide
asymétrique composée de lipopolysaccharides (LPS) et de phospholipides, forme une
barriere presque imperméable pour les éléments hydrophiles et ralentit le transport de
substances lipophiles (Molitor, 2010). Pour assurer le passage des substances nutritives
nécessaires, la cellule posséde des porines qui sont des canaux de transport de nature
protéique fortement sélective (Nikaido, 2003). Ces derniers jouent un role dans 1I’échange
du matériel nécessaire pour la survie des cellules, ainsi le travers de I'enveloppe

bactérienne par certains antibiotiques comme les céphalosporines. L’entrée de certaines
26



Chapitre IT Résistance aux antibiotiques

bétalactamines dans 1’espace périplasmique est limitée par la perte ou la diminution de
I’expression des porines. Si Cette diminution de la perméabilité associée a d’autres
mécanismes, elle contribue a une résistance plus importante aux bétalactamines.

Chez Enterobacter aerogenes et Enterobacter cloacae complex seulement quelques
porines sont étudiées :

*Les porines OmpF (35), OmpC (36) qui réduisent le diametre le leur port en additionnant
des polypeptides ce qui limite la diffusion des substrats dont les fluoroquinolones et les
béta-lactamines (Bornet et al., 2004 ;Thiolas et al., 2004;Pagés et al., 2008).

*OmpA semble principalement jouer un role dans la stabilisation de l'enveloppe
bactérienne (Molitor ,2010).

*OmpX a été reliée a la virulence en promouvant l'adhérence bactérienne et I'entrée dans
des cellules mammiferes. Chez Enterobacter aerogenes la surexpression d'OmpX baisser
la production d'OmpF et OmpC et changer donc le niveau de résistance aux bétalactamines
(Gayet et al., 2003;Dupont et al., 2004).

Des ¢études précédentes ont suggéré qu’une diminution de I’expression des genes
codant pour les porines cause la résistance de certaines souches d’Enterobacter aerogenes
a I'imipénéme.

Donc il existe Trois mécanismes de changement des porines qu’ont été rapportés en
réponse aux antibiotiques : diminution de I’expression des porines, changement de type de
porine exprimée et mutation des porines (Pages et al., 2008).

Dans le cas des aminosides, l'imperméabilité résulte d'un mécanisme différent. Elle est due
a des mutations modifiant le systéme de transport actif de ces molécules et provoquant une
diminution d'activité de tous les aminosides. C'est alors une modification de la membrane
cytoplasmique (Molitor, 2010).

» Mécanismes d’efflux

A coté des porines déja mentionnées, des pompes d’efflux contribuent a la
diminution de la concentration intracellulaire des composés toxiques comme les
médicaments ou les détergents et sont par conséquent impliquées dans le contrdle de la
sensibilité aux antibiotiques.

Les systemes d’efflux sont des complexes protéiques tripartites constituées d’une
pompe transmembranaire, d’une protéine périplasmique de jonction (MFP : Membrane
Fusion Protein) et d’une porine enchassée dans la membrane externe (OMP : Outer

Membrane Protein) (Blair et Piddock, 2009).
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Le systeme AcrAB-TolC d’Enterobacter aerogenes est la meilleure pompe d’efflux
décrite, il est pensé que la protéine transporteur AcrB capture ses substrats de 'intérieur de
la double couche phospholipidique de la membrane intérieure ou du cytoplasme et les
transporte ensuite au moyen extracellulaire par la TolC, qui forme un canal dans la
membrane extérieure (Pradel et Pages, 2002; Piddock, 2006).

L’une des premicres étapes de la résistante bactérienne est L'augmentation de
l'expression de geénes des pompes d’efflux, les transporteurs d’efflux conférent un
phénotype de résistance général en raison de leur poly-spécificité, cela peut conduire a
l'acquisition des mécanismes supplémentaires de résistance aux antibiotiques comme la
mutation de la cible ou la sécrétion des enzymes qui dégradent les antibiotiques, et
renforcent aussi l'effet de ces mécanismes acquis (Chevalier et al., 2008; Li et al, 2015).

4.2. Mécanisme de résistance des Acinetobacter sp aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques d’4. baumannii est la plus étudiée du fait de son
implication clinique largement dominante par rapport aux autres especes d’Acinetobacter,
c’est pour ¢a nous avons choisi d’expliquer le mécanisme de résistance de cette espece,
sachant que cette derniere ne diffeére pas trop des autres especes de méme genre.

4.2.1. Mécanismes enzymatiques
a. Les bétalactamines

> Les B-lactamase classe A

Diftérentes enzymes de cette classe ont été décrites chez A.baumannii et autres
especes telles que TEM- 1, TEM-2, CARB-4, CARB-5, CARB-14, SHV-1, SHV-56,
SHV-71 et SCO-1 (Bonnin et al, 2013). Ces enzymes hydrolysent les pénicillines a
spectre étroit, mais pas les céphalosporines et les carbapénémes, et sont inhibées par
I’acide clavulanique et le tazobactam (Potron et al., 2015).

» Les B-lactamases Classe B

Ces enzymes sont dénommeées Métallo-B-Lactamases (MBL) et possedent un ou
deux atomes de zinc dans leur site actif. Elles hydrolysent les carbapénemes et autres -
lactames a 1’exception de I’aztreonam, et ne sont pas inhibées par les inhibiteurs classiques
des B-lactamases tels que 1’acide clavulanique et le tazobactam (Nordmann et al., 2012;
Walsh et al., 2005).

Ex: L’IMP, ou Imipénéme Metallo-B-Lactamase a été rapportée mondialement

chez les bacilles a Gram négatif, y compris 4.baumannii (Roca et al., 2012).
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> Les B-lactamases de Classe C

A.baumannii posséde naturellement un géne qui code pour une céphalosporinase de
type AmpC dont la quantité produite de cette enzyme n’a pas d’impact sur ’activité¢ des
céphalosporines a spectre €largi car le gene est souvent exprimé a faible niveau (Bou et
Martinez- Beltran, 2000).

Ex : Les céphalosporinases de type ADC (Acinetobacter- Derived Cephalosporinase) qui
ont été décrites chez les Acinetobacter baumannii ainsi que non baumannii y compris
A.pittii et A.nosocomialis.

> Les B-lactamases Classe D

Appelées oxacillinases, sont des enzymes capables d’hydrolyser aussi bien
I’oxacilline et la cloxacilline que les benzylpénicillines, d’ou le préfixe OXA. Elles ne
sont pas inhibées par I’acide clavulanique ni les autres inhibiteurs. En outre, les CHDLs
(carbapenem-hydrolysing classe D -lactamases) qui possedent une activité carbapénémase
(Poirel et al., 2010) sont les enzymes les plus répandues chez Acinetobacter sp (Bonnin et
al., 2013).

b. Les aminosides

Les principales classes des enzymes modificatrices décrites sont : aminoside
acétyltransferase (AAC), aminoside nucleotidyltransférase (ANT) et aminoside
phosphotransférase (APH) (Jung et Park, 2015). Ces enzymes ont également €té détectées
chez d’autres espéces d’Acinetobacter comme A.pittii, A.nosocomialis, A.haemolyticus et
A.johnsonii (Espinal et al., 2011).

Ils sont inactivés par diverses enzymes produites par la bactérie : acétyl-transférases
conférant la résistance a kanamycine, la tobramycine, dibékacine ; adényltransférases
conférant la résistance a streptomycine et gentamicine ; phosphotransférases inactivant
I’amikacine (Lai et al., 1999).

c. Les quinolones

Les quinolones ont une bonne activité¢ contre Acinetobacter sp. Cependant, la
résistance a ces antibiotiques a augmenté rapidement (Espinal et al., 2011). Chez
A.baumanii, ’acquisition de la résistance a cette famille d’antibiotiques est principalement
liée a des mutations chromosomiques au niveau d’une région appelée « quinolone
résistance determining region (QRDR), notamment dans les génes gyrA et ParC codant les
topo-isomérases, I’ADN gyrase et la topo-isomérase IV (Potron et al., 2015; Roca et al.,

2012).
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4.2.2. Mécanismes non enzymatiques

Les mécanismes de résistance non enzymatiques chez A.baumannii sont moins
fréquents mais font I’objet d’un nombre croissant de publications. Les mécanismes
enzymatiques et non enzymatiques peuvent é&tre associés dans une méme souche
(ALAtrouni, 2017).

Parmi ces mécanismes, on cite :
a. Diminution de la perméabilité membranaire

Des modifications de la perméabilité membranaire chez 4.baumannii peuvent jouer
un réle important dans la résistance, notamment aux carbapénémes. Ainsi, la perte de la
protéine de membrane externe (OMP) CarO (29 kDa), secondaire a I’interruption du géne
carO par différentes séquences d’insertion (notamment 1S4ba825) peut étre a 1’origine
d’une résistance aux carbapéneémes (Mussi et al., 2005).

b. Les pompes a efflux

L’implication dans la multi-résistante aux antibiotiques des systémes d’efflux
d’origine naturels ou acquis est de plus en plus rapportée. Parmi les superfamilles de
pompes a efflux, les systtmes RND (Resistance-Nodulation-Division) sont les plus
fréquents chez 4. baumannii.

Les pompes RND comme 1’AdeABC ou I’AdelJK présentent typiquement un large
spectre de substrats incluant des antibiotiques, des antiseptiques ou des détergents (Coyne
etal., 2010).

La surexpression de I’AdeABC est associée a une augmentation du niveau de
résistance a I’imipénéme et au méropéneme, surtout lorsqu’elle est associée a 1I’expression
des enzymes de type CHDL (Lee et al., 2010; Perez et al., 2007). AdelJK est une pompe
spécifique d’A.baumannii qui contribue a la résistance intrinseque de bas niveau aux B-
lactamines et aux autres antibiotiques (Damier-Piolle et al., 2008).

¢. Modification des Protéines Liant les Pénicillines (PLP)

A ce jour, plusieurs PLP ont été décrites chez A.baumannii. La résistance aux
carbapénemes serait due a une baisse de I’affinité vis-a-vis des PLPs par des mutations qui
conferent une diminution de I’expression de PLP2 et PLP6b (Cayé et al., 2011; Perez et
al., 2007).
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I. Lieu et période d’étude
Notre étude expérimentale a été réalisée sur une période allant du 01 au 18 Mars
2020. Les prélévements ont été réalisés au niveau de 1’hdpital Mohamed Boudiaf de Médéa
a partir de divers services a savoir : Médecine interne (femme et homme), Chirurgie
(homme), post opératoire et le service de Néphrologie et dialyse.
Ces prélevements ont ét¢ rapidement transportés dans une glaciere au sein du
laboratoire de L’EPSP (Etablissement Public de Santé de Proximité) de Médéa.
II. Type d’étude
Il s’agit d’'un travail de paillasse des échantillons qui ont été¢ prélevés de 1’hdpital
avec une ¢tude descriptive des résultats des antibiogrammes enregistrés dans les archives
2019 -2020 de laboratoire EPSP de Médéa.
III. Matériel biologique
Les souches ont été isolées de différents prélévements : Pus, Urines, a partir de
I’environnement : des surfaces séches (tables de soins, lits, plateau métallique, paillasses,
draps, bords du lit, poignées de portes et de fenétres, tables de lit médical), des surfaces
humides (lavabos, siphons) par écouvillonnage et a partir de I’air.
Un total de 49 prélévements ont été réalisés au niveau des différents services dont
25 a partir des patients (pus, urines), 21 de I’environnement et 3 de 1’air (Tableau 4).

Tableau 4. Les différents prélévements réalisés.

Patients

Urine Pus Environnement L’air

Total

18 07 21 03

IV. Isolement et identification des souches :
1. Prélévements des échantillons
a. A partir d’urines (ECBU)
Les urines sont recueillies de préférence le matin dans des tubes stériles (Denis,
2016), Puis un ensemencement par étalement a été réalisé sur les géloses sélectives

(Hektoen, EMB, Mac Conkey) (Annexe 1) et incubé a 37°C pendant 24 h.
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Figure 6. Des ¢chantillons urinaires (prise personnelle, 2020).

b. A partir de pus
Pour les prélévements superficiels (prélévements de plaies, brilures, ulcérations,
escarres, lésions cutanées, etc.), un nettoyage et une antisepsie de la peau, ou de la partie
superficielle, seront nécessaires avant prélévement. Il est aussi possible d'injecter du sérum
physiologique en faible quantité dans la Iésion et de ré-aspirer ensuite tout ce qui est
possible (Cattoir et al., 2016 ) .
L’ensemencement a été réalisé par strie sur les géloses précédemment mentionnés
et incubé dans les mémes conditions.
¢. Prélévement de surface par écouvillonnage
Les écouvillons doivent étre humidifi¢ (eau distillée stérile, sérum physiologique)
puis on passe 1’écouvillon en stries paralle¢les rapprochées, en faisant tourner légérement
I’écouvillon mouillé. On répéte 1’échantillonnage de la méme zone par des stries
perpendiculaires aux premicres et noter les conditions de prélévements (Quesnel, 1998).
L’ensemencement des écouvillons se fait  directement sur milieux choisis
(Hektoen, Mac Conkey , EMB ) et I’incubation a 37°C pendant 24 h.
d. Prélevement a partir de I’air
C'est la technique la plus simple pour mettre en évidence les micro-organismes
vivant dans l'air qui nous entoure et que nous inhalons.
Une boite de Pétri, remplie d'un milieu gélosé nutritif est laissée ouverte pendant
12 h. Elle est placée ensuite a incuber plusieurs jours a I’étuve. Seuls les germes vivants
peuvent étre isolés et ensemencés dans les milieux sélectifs. (Echantillonnage et analyses

microbiologiques, s. d.)
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2. Purification
A partir de I’aspect des colonies suspects des souches d’intéréts , des repiquages
sont réalis¢ successivement sur les mémes milieux de culture ou sur GN pour obtenir des
cultures pures (Boudjemaa, 2015).
3. Identification
Aprés la purification et a partir des colonies bien isolées, 1’identification
préliminaire des souches a été orientée par les résultats de la coloration de Gram (Annexe
3), catalase, oxydase, et par les caracteéres culturaux des souches observés sur les milieux
utilisés.
v Recherche de I’oxydase
Le disque de papier filtre imprégné de réactif : [’oxalate de N-dimethyl
paraphenyléne diamine, qui est incolore sous forme réduite et rouge-violet sous forme
oxydée a ¢été utilisé. Déposer, sur une lame porte-objet propre, un disque « Ox » et
I’imbiber avec une goutte d’eau distillée ou d’eau physiologique stérile. Prélever une partie
de la colonie a I’aide d’une pipette Pasteur boutonnée stérile et 1’étaler sur le disque
(Delarras, 2007).
v Recherche de la catalase
La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d’hydrogéne
(H20,), produit toxique du métabolisme aérobie de nombreuses bactéries en H,O et /2 O,

(Delarras, 2007).

H,0, » HO+ %20,

On prend une goutte d’eau oxygénée (H,0O,) a 10 volumes qu’on dépose sur une
lame avec une colonie bien distincte de culture jeune de 24 h, le dégagement immédiat de
bulles d’oxygene exprime la présence d’une catalase. (Garnier et Denis, 2007)

v Production de la B-galactosidase (Disques ONPG)

Le test est pratiqué en réalisant une suspension dense de la bactérie testée dans
I’eau distillée puis a I’aide d’une pince flambée et refroidie nous avons ajouté un disque
imprégné d’ONPG et nous avons mis le tube dans I’étuve pendant 24 h.

La présence d’une béta-galactosidase se traduit par le virage de couleur en jaune (la

libération de I’orthophényle soluble) (Delarras, 2007).

p-gal
ONPG —— > ONP + galactose
Substrat produit

Incolore jaune
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En plus de tests que nous avons réalisés précédemment, I’identification repose ainsi sur des
galeries biochimiques.

v' Galerie biochimique classique
Elle comporte plusieurs tests résumés dans le tableau 05 suivant.

Tableau 5. Techniques d'identification biochimiques des bacilles gram négatif

(Boukerouaz et Benmehidi, 2017).

Test Réactif | Résultats | Résultats
Milieux de recherché ensemencement | incubation a positifs négatifs
culture ajouter
Utilisation de
Citrate de citrate de
simmons sodium Stries 37°C Bleu Vert
comme source | longitudinale de pendant
de carbone la pente 24h
Production des Quelques 37°C VPI et coloration
Clark et acides gouttes de pendant VPII rouge du | incolore
Lubs organiques et suspension 24h milieu
acides mixtes bactériennes
Hydrolyse de Rouge,
I’urée rose a Jaune
violet
Formation
production d’un Absence
d’indole a Quelques Kovacs anneau d’anneau
partir de gouttes de 37°C rouge ala | rouge
tryptophane suspension pendant surface
bactériennes 24h
La
Urée-indole | dé¢samination
du tryptophane
par le TDA Rouge orange
tryptophane
désaminase
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v Galerie API 20E (bio Mérieux, France) :
1. Principe de la technique :

Le systtme API 20E est un systtme standardis¢ pour l'identification des
Enterobacteriaceae et autres bacilles a Gram négatif non fastidieux. La galerie comporte
20 microtubes contenant des substrats sous forme déshydratée, dont 8 tests biochimiques
conventionnels et 12 tests d’assimilation des sucres. Les tests sont inoculés avec une
suspension bactérienne qui reconstitue les milieux. Les réactions produites pendant la
période d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par
I’addition de réactifs. (BioMérieux API 20E manual. 2010).

2. Méthode de réalisation (BioMérieux API 20E manual. 2010):
2.1. Préparation de l'inoculum :

A partir d’une culture fraiche sur milieu gélosé, on préleve 4 a 5 colonies bien
isolées et on met en suspension dans un tube contenant 5 ml d'eau physiologique stérile
ou d'eau distillée stérile, puis on homogénéise soigneusement les bactéries dans le milieu.

2.2. Inoculation de la galerie :

Le fond et le couvercle d’une boite d’incubation sont réunis, ensuite environ 5 ml
d’eau distillée stérile sont répartis dans les alvéoles pour créer une atmosphere humide.

On introduit la suspension bactérienne dans les microtubes de la galerie a 1'aide de
la méme pipette :

-Pour les tests CIT, VP et GEL, remplir tube et cupule.

-Pour les autres tests, remplir uniquement les tubes (et non les cupules).

-Pour les tests : ADH, LDC, ODC, H2S, URE créer une anaérobiose en remplissant
leur cupule d'huile de paraffine.

La boite est refermée et incubée a 36°C + 2°C pendant 18-24 heures, Aprés on
ajouter 1 goutte de réactif TDA dans la cupule du test TDA, 1 goutte de réactif Kovacs sur
le test IND et 1 goutte des réactifs VP 1 et VP 2 sur le test VP (attendre au minimum 10

minutes).
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Cupule
M
Tube
Inoculation de la galerie Détail d'un tube
Référence
U@U@U@Ut vy 888 HBBHE0E -
ONPGADH LDC QDC CIT H2S URE TDA IND GE GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA 2!’0;:-]0!1':

Figure 7. Remplissage de la galerie API 20E (Koridak et Bekkouche, 2019).
2.3 .Lecture et interprétation des résultats

Apres I’incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de
lecture (Annexe 4). L’identification biochimique peut se faire également par les galeries
API 20NE pour les bactéries non fermentaires (BNF) comme les Acinetobacter.
(BioMérieux API 20E manual. 2010)

V. Conservation des souches

A partir d’une suspension microbienne ou d’un prélévement d’une colonie a 1’aide
d’une anse de platine, on ensemence un volume de bouillon nutritif et on 1’incube a 37° C
pendant 24 h. Apres incubation, prélever un volume (en fonction des besoins, par exemple
10 ml pour dix cryotubes) de la culture et ajouter un volume de glycérol a 30 % autoclavé.
Ensuite homogénéiser par agitation douce manuelle et répartir en tubes d’Eppendorf (1,5
ml de suspension maximum pour un contenant de 2 ml), puis les stocker dans le
congélateur (— 20 °C) (Denis et al., 2007).

VI. L’antibiogramme

L’¢tude de la sensibilité aux antibiotiques a été réalisée par la méthode de diffusion
sur milieu gélos¢ Mueller-Hinton selon les normes et les recommandations du comité de
I’antibiogramme de la société frangaise de la microbiologie (CASFM, 2008).

v" Technique

A partir d’une culture pure de 18 a 24 h sur milieu d’isolement approprié, on racle a
I’aide d’une anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques, on
décharge bien ’anse dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile ou I’eau distillée stérile
puis on homogénéise la suspension bactérienne au vortex, son opacité doit étre équivalente
a 0,5 MF dont La suspension bactérienne a 0,5 MF doit étre diluée au 1/10€me.

I’écouvillon déchargé de 1I’inoculum est frotté¢ sur la totalité de la surface gélosée, séche de
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haut en bas, en stries serrées en répétant I’opération 2 fois, en tournant la boite de 60° a
chaque fois, sans oublier de faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme puis I’ensemencement
est fini par son passage sur la périphérie de la gélose.

A T’aide de pinces bactériologiques stériles on prend chaque disque d’antibiotique
et on le presse sur la gélose, I’incubation est de 18 a 24 heures a 37°C. La liste des
antibiotiques a tester selon la bactérie isolée, figure dans (Annexe 5).

Les antibiotiques utilisés sont: les béta lactamines (Ampicilline, Amoxicilline,
Amoxicilline +Acide Clavulanique, Cefalotine, Cefalexine, Cefotaxime, Céftazidine,
Cefazoline), les aminosides (Amikacine, gentamycine, streptomycine), les fluoriquinolones
(acide nalidixique, Ciprofloxacine, Oflaxacine) et autres antibiotiques (Chloramphenicol,
Tremethoprime+Sulfamides, Fosfomycine, colistine).

v" Lecture

Les diametres des zones d’inhibition sont mesurés avec précision et comparés avec

des wvaleurs critiques, pour finir on Classe les bactéries dans 1’'une des catégories :

Sensible, Intermédiaire ou Résistance.
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Résultats

Suite a une période étendu de 15 jours depuisl mars 2020, un nombre de 49
prélévements ont étés réalisés a partir de différents services au niveau de 1’hopital Mohamed
Boudhiaf de Médéa. Suite aux conditions sanitaires du Covid-19 , nous n’avons pas pu
exploiter le sujet et cerner la problématique établie au début ,donc nous étions obligé de faire
une ¢tude statistique concernant 1’é¢tude de la résistance aux antibiotiques .

I. Identification des bactéries a Gram négatifs
1. Caracteres phénotypiques des souches Gram négatif isolées
a. Aspect macroscopique

La premiere étape du diagnostic bactérien et du biotypage d’un isolat est la description
macroscopique des colonies isolées (parfois cette seule étude permet de connaitre le germe
isolé car les colonies sont typiques) (Madani, 2019).

¢ Sur milieu Hektoen

Sur le milieu Hektoen, les colonies des bactéries de la famille des Enterobacteriaceae
qui fermentent 1’un ou les trois sucres présent dans le milieu (lactose, saccharose, salicine)
forment des colonies de couleur “saumon”, les autres donnant des colonies vertes. Si les
bactéries sont des producteurs de sulfure d’hydrogene, elles donnent avec le citrate ferrique,

des colonies a centre noir.

Figure 08. Aspect morphologique des colonies d’entérobactéries sur le milieu Hektoen

(prise personnelle, 2020).

¢ Sur milieux Mac Conkey
Sur ce milieu les bactéries qui fermentent le lactose, forment des colonies roses ou

rouges tandis que les bactéries qui ne fermentent pas le lactose apparaissent incolores.
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Figure 09. Aspect morphologique des colonies d’entérobactéries sur le milieu Mac

Conkey (prise personnelle, 2020).
% Sur milieu EMB
La dégradation du lactose se traduit par une coloration rose ou violette des colonies,
dans le cas contraire, les colonies sont incolores.
Les petites colonies plates, violet trés foncé, avec trés souvent un reflet métallique sont
probablement Escherichia coli. En cas des grosses colonies, convexes, rosées avec un centre
violet (aspect en oeil de poisson), muqueuses : colonies de Klebsiella (parfois Enterobacter

probable). Les autres bacilles & Gram (-) apparaissent en colonies grises.

5

Figure 10. Aspect des colonies d'E.coli  Figure 11. Aspect des colonies de klebseilla sp
(prise personnelle, 2020). (prise personnelle, 2020).
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b. Aspect microscopique (coloration de gram)
Apres la réalisation de la coloration de gram, on observe sous microscope optique

«G*100» des bacilles colorés en rose regroupé en amas ou isolé. Donc les isolats sont a

coloration Gram négative.

Figure 12. Observation microscopique apres coloration de gram de Klebseilla oxytoca

a partir de milieu Hektoen (prise personnelle, 2020).

2. Identification biochimique

¢ Test de catalase
Le résultat de ce test se traduit par le dégagement des bulles de gaz (production d’O2

provenant de la dégradation d’H,O,) (Delarras, 2007).

Figure 13. Le résultat positif de test catalase (Savadogo et Boubkeir, 2016).

% Test oxydase
Le résultat positif se traduit par une coloration violette sur le disque, I’absence de la

coloration violette révele un résultat négatif sur le disque d’oxydase. Les souches isolées sont

oxydase négative (Delarras ,2007).

% Test ONPG
Apres I’incubation, le résultat est positive s’il ya un virage de couleur en jaune, dans le

cas d’absence de couleur le résultat est négatif (Denis et al., 2016).
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Figure 14. Test ONPG positif Figure 15. Test ONPG négatif
(prise personnelle, 2020) (prise personnelle, 2020).

% Galerie classique
v Recherche de Iutilisation de citrate
L’utilisation du citrate se traduit par un virage au bleu du milieu. Certaines souches
sont citrate (+), d’autres par contre sont citrate (-) donc pas d’utilisation du citrate (coloration

verte) (Denis et al., 2016).

i
*
F
Figure 16. Résultat négatif de citrate Figure 17. Résultat négatif de citrate
(Prise personnelle, 2020). (Prise personnelle, 2020).

v" Production de VP sur milieu Clark et Lubs
Apres I’ajout des réactifs VP I et VP II. Une coloration rouge témoigne d’un VP+ et la
réaction négative est révélée par I’absence de la coloration rouge (Denis et al., 2016).
v" Recherche de I’indole et mise en évidence de ’uréase et de la TDA
= La présence de I’indole est révélée apres ajout du réactif de Kovacs par L’apparition
d’un anneau rouge a la surface de milieu (Denis et al., 2016).
= La TDA est mise en évidence apres ajout du réactif de la TDA. Une coloration rouge

brun témoigne de la désamination du tryptophane (Denis et al., 2016).
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= La poduction de I'uréase se traduit par virage au rose ou rouge du milieu urée-indole

(Denis et al., 2016).

Figure 18. Test uréase positif Figure 19. Test uréase négatif
(Prise personnelle ,2020). (Prise personnelle ,2020).
¢ Galerie Api 20E
La galerie API 20 E, nous a permis d’affiner nos résultats dans ’identification des
souches, et le catalogue analytique nous a permis de faire 1’identification de 1’espéce.
Nous avons réalisé les galeries API 20E des 3 souches seulement, nous avons trouvé

ces 2 especes respectivement 2 Escherichia coli et 1 Klebseilla oxitoca.

Tableau 06. Résultats de la galerie API 20E d'Escherichia coli

Tests ONPG | ADH |LDC |ODC |CIT |H2S |URE |[TDA |IND |VP

Résultats + - + + - - - - + -

Figure 20. Profil biochimique d’Escherichia coli (Prise personnelle, 2020)

Tableau 07. Résultats de la galerie API 20E de klebseilla oxytoca

Tests ONPG | ADH |LDC |ODC |CIT |H2S |URE |[TDA |IND |VP

Résultats aF - + + aF - - - + +
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Figure 21. Profil biochimique de klebseilla oxytoca (prise personnelle, 2020)

3. Répartition des souches selon les prélévements
Sur I’ensemble de 49 échantillons, 8 prélévements étaient positifs ce qui

représentaient (16 %), les 41 prélévements restants étaient négatifs avec un pourcentage de
84%.

M culture positive M culture négative Murine M pus

Figure 22. Répartition des souches selon les prélévements

4. Répartition des souches selon I’espéce et la nature de prélévement
Au total, 8 souches a Gram négatif ont été¢ isolées et identifiées a partir de 4
prélévements urinaires et 4 prélévements de pus. Nous avons identifié 3 souches d’E.coli, une
souche de Proteus sp ,3 souche de Klebseilla sp et une autre bacille a Gram négatif. (Figure
23)
La répartition des souches selon la nature de prélévements est représentée dans

(Figure 24).
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M Esherichia coli
H proteus sp
M klebseilla sp

M qutre bacille gram (-)

Figure 23. Répartition des souches isolées par espéce.

Le nombre de 1'éspece

1,8
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

M urine

M pus

E coli klebseillasp  proteus sp  autre bacille

Les éspeces

Figure 24. Répartition des especes selon la nature de prélévement.
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5. Répartition des souches selon le sexe et le service

Parmi les 8 isolats ,4 provenaient des sujets de sexe masculin soit 50% des cas,

alors que celle provenant de sexe féminin étaient de 4 isolats avec un taux de 50%.

50%
45%
40%
35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%

= Femme

Les pourcentages

Le sexe

Figure 25. Répartition des souches selon le sexe

Les services de médecine interne homme et néphrologie occupent la premiére place

avec un taux de 37%, suivi du service de médecine interne femme et de chirurgie homme avec
un taux de 12%.

H Médecine interne homme H Néphrologie et dialyse

i Médecine interne femme H Chirugie homme

Figure 26. Répartition des souches isolées selon le service.
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II. Etude de la résistance aux antibiotiques

Dans cette étude nous avons pris les résultats d’antibiogramme des souches
d’Enterobacter sp enregistrés dans les archives du laboratoire d’EPSP de Médéa depuis
janvier 2019 jusqu’a juillet 2020, vu que nous n’avons pas pu réaliser I’antibiogramme des
isolats d’intérét.
1. Répartition des souches selon le sexe et I’éspéce

Au total 37 isolats d’Enterobacter sp ont €té obtenu a partir de différents patients, 30
parmi eux sont de sexe féminin et 7 de sexe masculin, dont 26 sont des Enterobacter cloacae,

9 Enterobacter sp, 1 Enterobacter gergoviae et 1 Enterobacter aerogenes.

B Homme
B Femme
=8 O

Enterobacter Enterobacter Enterobacter  Enterbacter sp
cloacae aerogenes gergoviae

20
18
16

14

12

10

nombre de souches

o N b OO ©

les éspeces

Figure 27. Répartition des souches d'Enterobacter selon le sexe et les especes.

2. Profil de résistance des Enterobacter sp
L’analyse des résultats des antibiogrammes validés par le laboratoire EPSP de Méd¢a,

nous a permis d’introduire ces données dans 1’histogramme suivant .

46



Résultats

70%

60%

50%

40%

30%

M résistant

Les pourcentages

20% -

10% -

0% -

o Z xx X X N N ¥ un Z2z o WL = O
L = = O < O O O
6 Y 0 0O O < R

AMP
AMC
AMX

Les antibiotiques

Figure 28. Taux de la résistance des Enterobacter sp aux antibiotiques.

D’apreés ’histogramme, les souches d’Enterobacter sp, présentent une résistance
assez importante a certains antibiotiques. Nous constatons que les béta lactamines ont un taux
de résistance le plus élevé avec un pourcentage de 19% (AMC 59%, AMX 37%, AMP 29%,
CX 18%, CN 18%, CEP 16%, CTR 10%, CTX 8%, CAZ 5%) par contre les aminosides et les
fluoroquinolonnes représentent respectivement des taux de résistance les plus faibles de 3%
(GEN 10%) et 2% (CIP 5% et NA 2%).

Concernant les autres antibiotiques, nous constatons une résistance variable de 8%

pour Tremethoprime+sulfamides (COT), 18% pour colistine (CL) et les fosfomycine (FO).
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Les bacilles a Gram négatif sont des agents pathogeénes opportunistes responsables
essentiellement d’infections séveres non seulement en milieu hospitalier mais aussi en milieu
communautaire (McGowan, 2006).

Au cours de la période de I’étude, nous avons isolé 8 bacilles a Gram négatif a partir de
différents services de 1’hdpital Mohamed Boudhiaf de Médéa : médecine interne homme et
femme, néphrologie et dialyse et chirurgie homme.

Selon les prélevements, toutes les isolats obtenus a partir des prélévements urinaires et
de pus sont de fréquence identique 50%, par contre nous n’avons isolé aucune souche d’intérét
a partir des prélevements d’environnement hospitalier et I’air. On estime que ces résultats se
différencient de ceux de Madi et Djema du fait qu’elles ont trouvés que le pourcentage des
souches isolés a partir des urines est le plus élevé avec un taux de 40% suivi par 35% des
souches isolées des pus , 21% des souche isolées dans des prélévements d’environnement
hospitalier et 4% des souche isolées d’hémoculture (Madi et Djema,2019 ), et celui de
Boukhatem en 2013 qui a isolé un pourcentage 60% des souches a partir de 20 prélévements
de I’environnement et 40% des souches a partir des patients. On admet que cette différence
des résultats obtenus dans notre travail et celui des autres études est due essentiellement a la
différence de nombre des prélévements, de leurs variétés et de leurs natures.

Par ailleurs, dans 1’ensemble des souches isolées, Escherichia coli et klebsiella sp sont
les especes les plus fréquentes de pourcentage 37.5 % pour chacune, suivi par proteus sp et un
autre bacille a Gram négatif avec une fréquence de 12.5 %. Ce résultat concorde avec celui
obtenu au sein du laboratoire de microbiologie a 1’hopital de Médéa par Boubakeur et Bachi
en 2018 , dont les pourcentages d’isolement des Escherichia coli et klebsiella sp sont les plus
élevées et égales a 22 % .En revanche il existe d’autres souches isolées qui sont différents a
nos résultats et représentés par staphylocoque aureus , pseudomonas aeruginosa
Enterobacter sp et Acinetobacter baumannii avec des fréquences décroissantes , cet écart
obtenu est expliqué par la différence entre la duré de notre stage pratique (15 jours ) et celle de
Boubakeur et Bachi (4 mois).

De récentes données américaines indiquent qu'E. Coli est étiologiquement le plus
commun des micro-organismes Gram négatifs isolés lors des infections urinaires nosocomiales
(Hidron et al., 2008), ce qui est similaire a nos résultats ou 66 % des Escherichia coli isolés

sont a partir des prélévements urinaires, cela est exprimé¢ par la durée de séjour
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d’hospitalisation et 1’état des patients : opérés, subit une hémodialyse ou lors de la mise en
place de sonde, ce qui provoque 1’augmentation de risque d’acquisition d’une infection a
bactéries multi résistantes.

L’analyse des patients en fonction de sexe nous a permis de constater que le nombre
des entérobactéries est identique chez la population féminine et masculine, contrairement a ce
qui rapporté par Madi et Djema en 2019, qui ont trouvés une prédominance des souches
isolés chez le sexe féminin présentée par un taux de 53%.

Les souches isolées occupent une proportion de 37% dans les services de médecine
interne homme, néphrologie et dialyse et un taux de 13% dans chirurgie homme et médecine
interne femme . Ces résultats sont en divergence par rapport a des études maghrébines qui sont
trouvées que la répartition des souches isolées est importante dans le service de réanimation
avec un taux de 45% , suivi des services de chirurgie (19%), puis de médecine (14%) (El
Brahimi 2013) .Nous avons constat¢ que les services de médecine interne homme et
néphrologie et dialyse sont les services les plus touchés cela peut étre lices a la défaillance de
systéme immunitaire surtout chez les patients ayant subit une insuffisance rénal ou bien un
déficit de I’hygiéne hospitaliere par un manque au niveau de I’entretien du matériel et
équipement.

La résistance aux antibiotiques constitue un probléme majeur et un facteur essentiel
pour la sélection des bactéries multi-résistantes a de nombreux ATBs, eclle résulte
d’interactions complexes entre la bactérie et son environnement et liée essentiellement a

I’'usage excessif des antibiotiques contribuant ainsi a I’émergence et a la diffusion de certains
bacilles a Gram négatif en particulier les souches d’entérobactéries (Boudjemaa, 2015).Parmi

ces derni€res on a pris en considération 1’Enterobacter sp comme le genre type dans notre
mémoire.

Concernant I’étude d’antibiorésistance des Enterobacter sp , nous avons réalisé une
étude statistique a partir des données enregistrées dans les archives de laboratoire de I’EPSP
de Médéa , ainsi nous avons trouvé que parmi les Enterobacter sp, 1’espece la plus fréquente
isolée est Enterobacter cloacae de fréquence (26/37),dont la majorité est de sexe féminin ce
qui concorde avec I’é¢tude de Khenouchi en 2016 qui a trouvé Ila prédominance d’
Enterobacter cloacae avec une fréquence de (63/77) dans 1’est Algérien et le laboratoire de

microbiologie du CHU de la Timone a Marseille chez les femmes .
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Les niveaux des résistances bactériennes varient d’un pays a I’autre et d’une année a
I’autre. Aussi, la connaissance de la situation locale et de son évolution sont nécessaires pour
le choix de D’antibiothérapie de premiére intention (El Bakkouri et al., 2009). En effet
L’analyse du profil des Enterobacter sp montre des taux de résistances remarquables aux f3 -
lactamines : I’amoxicilline et a I’acide clavulanique (59%), I’amoxicilline (37%), ’ampiciline
(29%), CX 18%, CN 18%, CEP 16%, CTR 10%, CTX 8% , CAZ 5%, AMX 5%, ces taux
sont inferieurs a ceux rapportés par Bouzeraa et Berrihil a savoir un taux élevé de résistance
a I’amoxicilline et a ’acide clavulanique (75 %), du I’amoxicilline (100%), du I’ampiciline
(100%) et du Céfotaxime (95,65%) (Bouzeraa et Berrihil 2018).

Les béta lactamines sont la classe qui occupent une place importante dans I’arsenal
thérapeutique ce qui impose 1’émergence de 1’antibiorésistance de cette famille. La pluparts
des études ont montré une résistance partiellement total pour les Enterobacter sp, comme les
travaux de la facult¢ de médecine (Pierre et Marie Curie) en 2002 qui approuvent une
résistance naturelle a 1’amoxicilline par production d’une B-lactamase chromosomique de
classe C inductible AmpC (Djohar, 2013).

En France, certaines souches d’Enterobacter sp initialement sensibles au céfotaxime
peuvent devenir résistantes aux C3G (Céftriaxone) au cours d’un traitement par une de ces
céphalosporines. Il s’agit soit de I’induction d’une céphalosporinase chromosomique, soit de
la sélection d’un mutant déprimé produisant a haut niveau cette céphalosporinase (Avril et al.,
2000) . De manieére générale, La production des BLSE est le mécanisme major de la résistance
du genre Enterobacter sp aux béta-lactamines (Khenouchi, 2016).

Pour les aminosides le seul antibiotique exprimant une résistance est le gentamycine
avec un taux correspond a 10% qui est inferieur par rapport au résultat obtenu par Souna en
2011 qui a trouvé 53.8%. Les amikacines et les streptomycines restent les antibiotiques les
plus actifs contre les souches d’Enterobacter sp avec une sensibilité totale dans nos résultats
qui sont tout a fait semblables aux résultats de 1’étude précédente.

D’autre part les quinolones montrent une résistance tres faible de 5% et 2% pour
I’acide nalidixique et ciprofloxacine respectivement, ce résultat montre une différence assez
importante en comparant avec celui d’El Brahmi qui a détecté un pourcentage de 87.5% pour

ciprofloxacine (El Brahmi, 2013).
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L’¢étude réalis¢ par Khenouchi a permet d’exprimer la résistance aux aminoglycosides
par la présence de géne armA 16S rRNA methyltransférase chez I’ Enterobacter sp qui a été
détecté pour la premicre fois en Algérie et en Afrique. Il existe d’autres méthylases qui
inactivent les aminosides. Concernant les fluoroquinolones la résistance enzymatique a été
associée a la présence de mutation aux niveau des plasmides chez 33.3% des souches isolées a
I’est Algérien et chez 2% des souches isolées a Marseille, France .

Nous avons noté¢ que les taux des résistances des autres classes des antibiotiques
correspondent aux Triméthoprime+sulfaméthoxazol (COT), fosfomycine et colistine ne sont
pas assez importants avec des pourcentages de 8% ,18%, 18% respectivement. Ces données
ne sont pas semblables a ceux marqué par Souna et El Brahmi qui rapportent des résultats
plus remarquables pour Triméthoprime + sulfaméthoxazol et faibles pour la colistine.

Suite a notre étude statistique nous constatons que les proportions de résistance aux
différentes classes des antibiotiques sont moins significatives par rapport aux études déja
mentionnées, cela peut étre exprimé par la différence de 1’environnement des prélévements,
dont nos prélévements n’ont pas été effectués a partir de milieu hospitalier contrairement aux
¢tudes précédentes ou les prélevements des échantillons ont été faits a partir de différents
services de I’hopital.

Un parallélisme entre consommation d’antibiotiques et incidence des infections a
bactéries résistantes ; une multi résistance plus fréquente chez les souches bactériennes isolées
d’infections nosocomiales que chez les souches isolées d’infections communautaires ; en
général les services ou les hopitaux qui consomment le plus d’antibiotiques ont la plus forte

prévalence de bactéries résistantes (Biomérieux, 2002).
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Conclusion

Au cours des derniéres décennies, I’émergence des bactéries multi-résistantes aux
antibiotiques est devenue une préoccupation mondiale majeure et concerne non seulement
les infections nosocomiales mais également les infections communautaires.

Au terme de notre étude realisee au niveau de différents services de I’hopital
Mohamed Boudiaf de Médéa, huit bacilles a gram négatif de multiples espéces sur
I’ensemble de 49 prélevements (urine, pus, I’environnement et I’air) ont été isolé, dont la
totalité des isolats sont d’origine urinaire et de pus sachant que les espéces les plus
fréqguemment obtenus sont E.coli et Klebsiella sp.

L’objectif principal de notre travail était d’identifier Enterobacter sp et
Acinetobacter sp et de suivre leurs évolutions de la résistance aux agents antimicrobiens.
Vu les conditions sanitaires n’étaient pas favorables, cela ne nous a pas facilité la tache, du
coup apres I’isolement nous nous somme orienter vers une étude statistique des résultats
d’antibiogramme des Enterobacter sp validés par I’lEPSP de Médéa.

Face aux résultats cumulés lors de ce travail, nous avons constaté que les
résistances les plus marquées sont observées a I’égard de la famille de béta lactamine dont
I’lamoxicilline +acide Clavulanique et I’amoxiciline, qui ont montré les taux les plus
élevés, cela est due a I’utilisation massive de cette classe d’antibiotique dans les suivis
thérapeutiques ainsi que la production des béta lactamases a spectre étendu (BLSE) par les
Enterobacter sp. Pour les autres classes d’antibiotiques, I’activité est moyenne sur ces
bactéries.

Pour finir il faut dire que I’actualisation des données locales sur I’antibiorésistance
pourra jouer un role important dans la rationalisation de I’utilisation des antibiotiques.

En perspective, il serait préférable de :

- Lutter contre I’lautomédication, I’antibiothérapie probabiliste, la surconsommation
et I’anarchie dans la prescription des antibiotiques grace a une collaboration étroite entre
cliniciens, microbiologistes et pharmaciens.

- Appliquer les mesures d’hygiéne nécessaires pour éviter I’apparition d’autres
foyers d’infections et d’autres mécanismes de résistance.

- Il est impératif de baser le choix thérapeutique sur des lectures d’antibiogramme
dans des conditions critiques.

- Développer des alternatives évitant le recours systématique aux antibiotiques
comme exemple la médecine verte et les nouveaux biomolécules possédant une activé

antibactérienne.
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Annexe 1 : Les milieux de culture

e Gélose Nutritive (GN)

Extraitde viande ... 1,0g

Extraitdelevure ............cooviiiiiiiiiiii 2,5¢

Peptone .......coveiiiiii 5,0g

Chlorure de sodium ............ccoovviiiiiiiniiiinn... 50g

AGar .o 150 g
PH=17,0

» Préparation

= Mettre en suspension 20,0 g dans 1 litre d’eau distillée.

= Porter lentement le milieu a ébullition sur un agitateur magnétique chauffante jusqu'a
sa dissolution.

= Répartir en flacons. Stériliser a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

e Gélose d’éosine bleu de méthylene (EMB)

Peptone ......ovviiiiiiiii 10,0 grammes

Lactose .oovvvveeii i 10,0 grammes

Eosine ............ccceviiiiiiiiiiii .. 0,4 gramme

Bleu de méthyléne.....................cel 0,0625 gramme

Hydrogénophosphate de potassiu............... 2,0 grammes

AAT. .o 15,0 grammes
PH=6,8

» Préparation

» Verser les composants que nous avons pesés précédemment dans un erlenmeyer

1000 ml .

= Ajouter 1L d’eau distillé et porter sur un agitateur magnétique chauffante jusqu’a
I’homogénéisation et I’ébullition.

= Ajuster le PH au 6.8.

= Répartir en flacons. Stériliser a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
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e Milieu Hektoen

Protease-peptone..........ccoviviiiiiiiiiiia 12.0g
Extraitde levure.............oooiiiiiiiiiiii 3.0g
LactoSe. .ot 12.0g
Saccharose.......o.vvviiiiiiiii e 12.0g
SalCine. .. ..o 2.0g
Citrate de fer I1I et d’ammonium.......................... 1.5g
Sels bIliaire. ....o.veeeiei i 9.0g
Fuschine acide...............oooiiiiiiiiiiiii 0.1g
Bleu de bromothymole...................coooiiin. . 0.065g
Chlorure de sodium............coeviiiiiiiniii i, 5.0g
Thiosulfate de sodium............cccooeeiiiiiiiiiiiiiinn.n. 5.0g
A AT 13.0g
pH=7.5

e Gélose Mac Conkey (MC)

Peptone......cooviii 20,0 g
LactoSe «ounneeiee e 10,0 g
Sels biliaires .......o.evviiieiiii 50¢g
Cristal violet ........coooiiiiiiii e 0,001 g
Rouge neutre .........oooviiiiii i 0,075 g
Chlorure de sodium............coooviiiiiiiiiiiiiiennnn. 50g
AT o 120 g
pH final 7,4 + 0,2

e Gélose Mueller-Hinton

Infusion de la viande de beeuf ...................ool. 300ml

Peptone de caséine..............ccoveviiiiiiiiiiiiiiinn, 17,5¢g

Amidon de mais........cceviiiiiiiiii e 1,5¢

AT o 17¢g
PH=7,4
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1. Bouillon nutritif

Tryptone ...oonniiei e 10g
Extraitde viande ............cccooiiiiiiiiiii 10g
Chlorure de sodium .............ccooviiiiiiiiiiiiiiin, S5¢g
PH=7.2£0.2
e Milieu Clark-Lubs
Peptone trypsique de viande ................oociiiiinnl. 5¢g
Phosphate bipotassique...........covevviiiiiiiiiiiiiiniennn, 5¢
GIUCOSE. ..ttt 6g
PH=7
e Milieu Urée-Indole
L-tryptophane...........cocoiiiiiiiiiii e 3g
Phosphate monopotassique ............oevvveieiiniiiinninnnn. lg
Phosphate bipotassique ..........coovvviiiiiiiiiiiiiiiian. lg
Chlorure de sodium...........c.coeviiiiiiiiiiiiii e, 5¢
L 20g
Alcool a90°. ... i 10 ml
Rougedephénol................oooiiiiiiiii 0.025 g
PH =7
e Milieu Citrate de Simmons
Sulfate de Magnésium ...............cooviiiiiiiiiiiiiinnen. 0,2g/1
Phosphate mono ammoniaque ...............c.ceeeevviennnn... 1g/l
Phosphate dipotassique ...........cooevieiiiiiiiiiiiniiiiannnnn. 1g/1
Citrate de Sodium ..........cooiiiiiiiiiii e 2g/1
] R Sg/l
Bleu de bromothymol ... 80mg/1
A AT . 12g/1
PH=6,8
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Annexe 02 : Réactifs et solution

e Sérum physiologique

ChIOrure de SOAIUIM.........oeiiiiiiiiie ettt ettt e e e e e e e e e sbaeessaeeessbeeessseeesseeessaennns 9g

Eau diStIIEE ...t 1000 mL
e Violet de gentiane

PRENOL......iiieeeeeee ettt et e e e e e ta e e e e e e na e e eaba e e enreeeennes 20¢g

Violet de GENLIANE. ......ccueiiiieiiieiieeiieite ettt ettt st esaeeebeessaeenbeesaaeenbeennnas 1.0g

BHRANOL & 90°.......orierrieneiseeise ittt 10 ml

Eau diStIIEe. ...t 100 ml
e Lugol

JOAUIE de POLASSIUIM....cc.uviiiiiieeiiie ettt e et e et e e etae e eraaeeenseeeenseeennns 20¢g

Tode MELAIlOTAE. .......eeeeiiiieiieeee et e e e e e e e e e eaaeas 1.0g

Eau diSHIIEE ..o 300 ml

e Fuschine de ziehl

FUCRINE DASIQUE......coiiieiiieiiecie ettt ettt e et e e eseseenes 1.0g
PRENOL. ...ttt ettt et sttt e et e et e et eenteenbeeenee 50g
BHhANO0L @ 90°.......veuieriaeiseiseete e sisss sttt 10 ml
Eau diStIIEE ..o 100 ml

e Réactif de Kovacs

P-dimethyl aminobenzaid€hyde...............ooooiiii i 7g/1
ALCOOl aMYLIQUE. . ...t e 75ml
Acide chlorhydrique coOnCentre .............coouiiiiiii i 20ml

e Réactif de Voges-Proskauer

- VPI
Hydroxyde de Potassium...........oouiiiiiiiiiii e e 40g/1
R 100ml
- VPII
alpha-naphtol ... ... 6 g/l
Ethanol ... 100ml
e Réactif TDA
Perchlorure de fer ........ooui i 3,4¢g/1

Eau diStillEe StETILE ...ttt e e e, 100ml
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Annexe 3 : coloration de gram
La coloration de Gram a pour but de classer les bactéries selon leur Gram (G-, G+),
leur morphologie (Cocci, Bacille), et leur mode d’association (en chainette, libre). Elle est

consistée a la coloration d’un frottis a I’aide de réactifs spécifiques.

ETAPES MODE OPERATOIRE TEMPS

Coloration - Recouvrir la lame de cristal

primaire violet ou violet de gentiane 1 minute

- Laver I’exces du colorant par

ringage a I’eau distillée

Mordancage - Recouvrir de Lugol

- Rincer a l’eau distillée et 45 secondes

I’égoutter

-Traiter la lame inclinée avec un

g ' o
Décoloration solvant organique( I'alcool 95°)
jusqu'a écoulement incolore. 30 secondes
- Rincer immédiatement a I’eau

distillée et égoutter

Coloration secondaire - Recouvrir la lame de fuschine 1 minute

- Rincer a ’eau distillée

Séchage - Egoutter entre 2 morceaux de papier filtre et laisser sécher.

Pour I’observation microscopique (grossissement X 100), on ajoute une goute d’huile

d’immersion.
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Annexe 4 : tableau de lecture de résultat de galerie AP 20E

Tests | Réactions/enzymes Résultats négatifs | Résultats positifs
ONPG | B-galactosidase Incolore Jaune
ADH | Arginine dihydrolase Jaune Rouge/orange
LDC | Lysine décarboxylase Jaune Rouge/orange
ODC | Ornithine decarboxylase Jaune Rouge/orange
CIT Citrate utilisation Vert pile/jaune Bleu-vert/bleu
H2S H,S production incolore/grisatre Dépot noir/fin lisere
URE | Urease Jaune Rouge/orange
TDA | Tryptophane désaminase TDA/immédiat

Jaune Marron-rougeétre

JAMES/immédiat
IND Indole production Incolore Rose
Vert-pale/jaune
VP 1+ VP 2/ 10 min

VP Acetoin production Incolore Rose/rouge
GEL | Gélatinase Aucune diffusion | Diffusion du pigment noir
GLU | Glucose fermentation/oxydation Bleu /bleu-vert Jaune Jaune/jaune jaune gris
MAN | Mannitol fermentation/oxydation
INO Inositol fermentation/oxydation
SOR | Sorbitol fermentation/oxydation
RHA | Rhamnose fermentation/oxydation Bleu /bleu-vert Jaune
SAC Sucrose fermentation/oxydation
MEL | Melibiose fermentation/oxydation
AMY | Amygdalin fermentation/oxydation
ARA | Arabinose fermentation/oxydation
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Annexe 5 : Liste des Antibiotiques

Numéro | Antibiotique Abréviation

1 Ampicilline AMP

2 Amoxicilline +Acide Clavulanique | AMC

3 Amikacine AK/AN

4 Acide Nalidixique NA

S Cefazoline cz

6 Cefoxitine FOX/OX/CX

7 Cefotaxime CTX

8 Cefalexine CN

9 Cefalotine CF/CEP

10 Ceftraxone CRO

11 Gentamicine GN

12 Gentamicine 120(ghn) GN
120/HLG

13 Ofloxacine OFX

14 Kanamycine K

15 Pristinamycine PT

16 Ciprofloxacine CIP

17 Nitrofuranes FT

18 Nétilmicine NET

19 Colistine CS/CL

20 Tremethoprime+Sulfamides SXT/COT

21 Ticarcillin et Acide Clavulanique | TCC

22 Ticarcilline TIC

23 Teicophanine TEC

24 Chloramphenicol C/R

25 Pénicilline P

26 Erythromycine E

27 Clindamycine CM/DA

28 Lévofloxacine LEV

29 Vancomycine VA

30 Rifampicine RA

31 Fosfomycine FF/FOS

32 Acide fusidique FA

33 Tétracycline TE

34 Streptomycine S

35 Oxacilline 00X

36 Pipracilline PIP / PRL

37 Tobramycine TOB /TM




38 Azitromycin AZT/ATM
39 Céftazidine CAZ

40 Lincomycine L

41 Imépéneme [PM/IMP
42 Optochine Op

43 Amoxicilline AMX
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