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Résumé

Les entérobactéries productrices de Béta-Lactamase a Spectre Elargi représentent une
cause fréquente d’infections nosocomiales, difficiles a traiter en raison de leur forte
résistance aux antibiotiques. Malgré les mesures de prévention, leur présence en milieu
hospitalier reste préoccupante.

L'objectif principal de ce travail, réalisé au laboratoire de 'hopital de Médéa, était
d'identifier ces Entérobactéries BLSE a partir de divers prélévements pathologiques
(urines, pus, LCR, hémoculture), d'évaluer leur profil de résistance aux antibiotiques et
d'analyser la présence et la combinaison des geénes de résistance.

L'é¢tude combine une analyse rétrospective des entérobactéries N = 550 souches, dont
53 (10 %) sont identifiés comme producteurs de BLSE, ainsi qu'une étude prospective
de 25 souches intégrant des techniques moléculaires (PCR)

Les especes les plus fréquemment identifiées sont Escherichia coli (38 %) et Klebsiella
pneumoniae (27 %), retrouvées principalement dans les prélévements de pus (51 %) et
d’urines (38 %). La distribution touche divers services, notamment la chirurgie et la
gynécologie. Les profils de résistance montrent une multi-résistante marquée aux f3-
lactamines et fluoroquinolones, mais une bonne sensibilité est conservée vis-a-vis de
I’imipéneme et de I’amikacine.

Concernant le mécanisme de résistance, les souches EBLSE ont montré une résistance
a plusieurs béta-lactamines, mais restaient sensibles a la céfoxitine (FOX) et aux
pénémes. Une résistance de 57% a la Gentamicine a été observée, tandis que
I'Amikacine restait efficace. La résistance a la ciprofloxacine était de 64%.

L'étude génotypique a identifié la présence des genes de résistance TEM (38%) et AAC
(57%), avec une prédominance du gene TEM chez E. coli et K. pneumoniae.

En conclusion, cette étude révele une prévalence notable des Entérobactéries
productrices de BLSE dans les infections nosocomiales a Médéa, menagant gravement
les options thérapeutiques. Il est impératif d'intensifier la surveillance, la prévention et
la détection rapide pour juguler la dissémination de ces résistances.

Mots-clés : Entérobactéries, Infections nosocomiales, B-lactamines, PCR.



Résumé

uaaln
oo Sl (gyaall BALE G (BLSE) Caukll dady SLESY—till datiall Ligaall LyaSll Jias
i ¥ alig) s e gl o gl Claliaall il Lgiaslie cue Leadle Gy bt

LG LAY Bl 5 s

Lgrall LynSall 020 2aan o cdpaall adiiee it A oghal & A cdeadl 1 (e )]l Caagl)

.S\.ULLA\ QL\:\; 2\.293‘53‘9 A9 d:\lASJ 63:7‘9:\31\ clalicaall L@:\Ajtu

01 (10 %) Wi 53 aas3 23 ()ADe = 550 ¢ (Lseall LSl (galatiad dalad Gy Aahall pens

(PCR). & il (s A 25 1 dubifies duddy ) délayl BLSE

Klebsiella pneumoniae (27 5 Escherichia coli (38 %) » baws & Sl Ead SV glsl)
Lladl sl dods (38 %). dsalls (51 %) ) wlie 3 culad IS Lo giadl 5 Ay %)
ALYt Aligale Badtie Aaglie doglaall Lalail el sluill (alyely daljall Lo Yy cdébia

S a1y iy olad B Apuln e Jalindl 5y (815 ligians Sl

Lalea cally €] GUSY-lll (o 2all daglee BLSE ¥l cajelal cllaglaal) 4l (3leiy Lo
Cialy Vlad alea) Ul Ly «Cpuanaliinll 57 % sty doglie calingl. Cilasindly (FOX) (i sinual

K. pneumoniae 4 E. co//‘é_é‘ TEM (o 83k aa (57 %)
(e LSl (ggaall 3 BLSE damiall dosaddl LyaSll Bagale Hlisi) ge duball oda (2iS5 sl
Gsral o Aadall GhlAl QB G dady Dale dpas AlEe I8 Lee cadl 8 bl

(laslaall oda Ll e aall popead) (oS il iy 4:085llg ]al) CaSSS



Résumé

Judeiddl Shadsd) Jelis oBSY— iy ccubibiivnal (he duniSal (gaal) cpaall LynSill :dalidall clalsl)

(PCR)



Résumé

Abstract:

Enterobacteriaceae producing Extended-Spectrum Beta-Lactamase (ESBL) represent a
frequent cause of nosocomial infections, difficult to treat due to their high antibiotic
resistance. Despite prevention measures, their presence in the hospital environment
remains a concern.

The main objective of this work, carried out in the laboratory of Medea Hospital, was
to identify these ESBL-producing Enterobacteriaceae from various pathological
samples (urine, pus, CSF, blood culture), to evaluate their antibiotic resistance profile,
and to analyze the presence and combination of resistance genes.

The study combines a retrospective analysis of Enterobacteriaceae (N = 550 strains), of
which 53 (10%) were identified as ESBL producers, as well as a prospective study of
25 strains integrating molecular techniques (PCR).

The most frequently identified species are Escherichia coli (38%) and Klebsiella
pneumoniae (27%), found mainly in pus (51%) and urine (38%) samples. The
distribution affects various departments, notably the surgery and gynecology.
Resistance profiles show marked multi-resistant to B-lactams and fluoroquinolones, but
good sensitivity is maintained towards imipenem and aminoglycosides.

Regarding the resistance mechanism, ESBL strains showed resistance to several beta-
lactams but remained sensitive to cefoxitin (FOX) and carbapenems. A resistance of
57% to Gentamicin was observed, while Amikacin remained effective. Resistance to
ciprofloxacin was 64%. Genotypic study identified the presence of TEM (38%) and
AAC (57%) resistance genes, with a predominance of the TEM gene in E. coli and K.
pneumoniae.

In conclusion, this study reveals a notable prevalence of ESBL-producing
Enterobacteriaceae in nosocomial infections in Medea, highlighting a major public
health problem due to the reduction of therapeutic options. It is imperative to intensify
surveillance, prevention, and rapid detection to curb the dissemination of these
resistances.

Keywords: Enterobacteriaceae, Nosocomial infections, B-lactams, PCR.
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- AK:

Amikacine.

- AMC : Amoxicilline-acide clavulanique.
- AMP : Ampicilline.
- API 20E : Analytical profile index 20E (E= Entérobactéries).

- ATB

: Antibiotique.

- BGN : Bacille gram négatif.
BHIB: Brain Heart Infusion Broth
- BLSE : Béta-lactamase a spectre ¢largi.

- C: Chloramophénicol.

- C1G
- C2G
- C3G
- C4G
- C5G

: Céphalosporine de premicre génération.

: Céphalosporine de deuxieme génération.

: Céphalosporines de troisiéme génération.

: Céphalosporines de troisieme génération.

: : Céphalosporines de cinquieme génération.

- CA-SFM : Comité de I’ Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie.

- CIP:

Ciprofloxacine.

- CMI : Concentration minimale inhibitrice.

- CN: Gentamicine.

- CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute.
- CRO : Céftriazone.

- CT : Colistine.

- CTX: Céfotaxime.

- CTX-M : Cefotaximase-Munich

- DNTPs : désoxynucléotides triphosphates.

- E-BLSE : Entérobactéries productrices de béta-lactamases a spectre ¢largi.
- ECA : Antigéne de Kunin.

- ECBU : Examen cytobactériologique des urines.

- EDTA : Acide Ethyléne-Diamine-Tétraacétique.

- IAS:

Infections associées aux soins.

- IN : Infection nosocomiale

- IPM

- IRT:
- ISO:

- GN:
- GSC

: Imipénéme.

TEM résistantes aux inhibiteurs.
Infections du site opératoire.
G¢élose nutritive.

: Gélose au sang cuit.

- KZ: Céfazoline.
- LCR: liquide céphalorachidien.

- MH:

Gélose Muller Hinton.

- MgCl;, : Chlorure de magnésium
- NA : Acide nalidixique.



OMS : Organisation Mondiale de la Santé.

PCR : Réaction de polymérisation en chaine

PLP : Protéines liée aux pénicillines.

PRL : Pipéracilline.

R : Résistance.

S : Sensible.

SARM : Staphylococcus aureus méticillinorésistant.
Spp : Species pluralis.

SHYV : Sulthydryl variable.

SXT : Triméthoprime-sulfaméthoxazole.

TBE : Tris-Borate-EDTA.

TEM : Temoneira : nom du malade chez qui la premiére souche a été isolée.
TIC : Ticarcilline.

V. P+ : Réaction de Voges-Proskauer positive.
UPEC : Escherichia coli uropathogénes.
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INTRODUCTION

Les entérobactéries forment une vaste famille de bactéries a Gram négatif retrouvées
partout dans le sol, dans I’eau et surtout dans I’intestin de I’homme et des animaux, qui
sont a I’origine de plusieurs maladies épidémiques et pandémiques (Chanoine, 2012).
Elles sont parmi les souches les plus fréquemment isolées chez les patients hospitalisés.
et responsables d’infections urinaires, pulmonaires, de septicémies mais également
d’autres infections intra-abdominales (Paterson, 2006). Ces infections nosocomiales
représentent aujourd’hui un probléme majeur de santé publique lorsque ces bactéries
constituent des complications préoccupantes de 1’hospitalisation et aussi acquierent des
genes de résistance aux antibiotiques.

A I’échelle mondiale, Selon les statistiques étrangéres, essentiellement américaines, 5 a
7 % des malades hospitalisés contractent une infection nosocomiale (Berthelot et al,
2005)

Les Péta-lactamines sont une famille d'antibiotiques largement utilisés pour traiter les
infections causées par les entérobactéries. Cependant, 1'utilisation massive et excessive
de cet antibiotique a fortement modifi¢ 1'écosystéme microbien et semble faciliter a
I'augmentation du taux de bactéries résistantes. Les mécanismes de résistance des
bactéries aux antibiotiques ont beaucoup évolué depuis leur introduction, tant en termes
de quantité que de qualité. Cependant, le processus enzymatique (béta-lactamases)
responsable de 1'hydrolyse les béta -lactamines est ce qui suscite le plus d'inquiétude.

Une diversification rapide de ces béta-lactamases a été mise en évidence, accompagnée
d’un élargissement de leur spectre d’activité et d’une diffusion accrue parmi de
nombreuses especes bactériennes (Ruppé, 2010 ; Giani et al., 2017)

Les infections causées par les souches productrices de BLSE sont liées a une forte
morbidité et une mortalité, a une prolongation du séjour de I’hospitalier et a une
augmentation des cotts d’hospitalisation (Doit et al., 2010 ; Chanoine, 2012). Les
souches résistantes aux bétalactamines sont souvent résistantes aux autres familles
d'antibiotiques laissant le champ thérapeutique trés réduit (Sekhri-Arafa, 2011).

Notre travail, mené au laboratoire de 1'hopital de Médéa a pour but d’identifier les
entérobactéries responsables d'infections nosocomiales, notamment celles produisant
des béta-lactamases a spectre ¢élargi (BLSE), a partir de prélévements pathologiques
variés. En plus de leur détection, elle vise a analyser leur profil de résistance aux
antibiotiques et a analyser la présence, la signification et les combinaisons des geénes
de résistance au sein de différentes souches de BLSE isolées d'infections nosocomiales.
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1.Définition des infections nosocomiales :

Les infections nosocomiales ont pris ces derni€res années une importance médiatique
notable dans notre pays. (Gachot et al, 2019)

Du grec v=maladie, komein= soigner, nosokomeion=hdpital.

Une infection nosocomiale est une pathologie provoquée par des micro-organismes,
contractée dans un établissement de santé par un patient hospitalisé ou recevant des soins,
que ce soit avant, apres, ou durant 1’hospitalisation (Aoun et al., 2017).

Aussi appelées infections associées aux soins (IAS), les infections nosocomiales
apparaissent chez un patient durant son séjour a 1’hopital ou en clinique, alors qu’elles
n’étaient ni présentes ni en incubation lors de son admission. Elles peuvent se déclarer
aussi bien pendant 1’hospitalisation qu’apres la sortie de 1’établissement (Bereket et al.,
2012).

Selon la définition de 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), une infection
nosocomiale est contractée au cours d’un séjour hospitalier et ne doit pas étre présente ni
en incubation lors de Dl’arrivée du patient. En cas d'incertitude sur 1'état initial a
I'admission, il est couramment admis qu'une infection apparue au moins 48 heures apres
I'admission, ou apres une période supérieure a celle de l'incubation connue, peut étre
tenue pour nosocomiale (Kakupa et al., 2016).

Si D’infection survient dans les 48 premicres heures suivant 1’admission, elle est
généralement attribuée a une incubation antérieure, donc considérée comme
communautaire et non nosocomiale. En revanche, une infection qui se manifeste apres
la sortie de I’établissement peut étre reconnue comme nosocomiale si elle est liée aux
soins recus (Amrani, 2021).

De maniéere générale, une infection est qualifiée associée aux soins si elle survient durant
ou apres un acte médical (diagnostique ou thérapeutique), sans qu’elle ait été présente ou
en incubation au moment du début de la prise en charge. Lorsque 1’¢état initial du patient
n’est pas clairement établi, un délai d’au moins de 48 heures ou supérieur a la période
d’incubation connue peut permettre de statuer sur le caractére nosocomial de I’infection
(Dicko et al., 2022).

2. Les différents sites d’infection nosocomiale

2 Les infections du site opératoire :

L'Infection du Site Opératoire (ISO) est une complication courante qui peut se produire
suite & une opération chirurgicale. C'est une infection causée par des microbes qui
apparait dans la région ou l'opération a été réalisée. (Caroline Di Benedetto ,2013)

Les infections du site opératoire (ISO) représentent 14% des IN, les plagant ainsi en 2¢me
positions des IN les plus fréquentes apres les infections urinaires, soit une origine
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endogene (flore cutanée ou flore présente sur le site opératoire ou, dans de rares cas, sang
utilis€ en préopératoires), soit exogene (air, matériel meédical, chirurgiens et autres
soignants) (Madi et al., 2019).

On différencie 3 catégories d’infection du site opératoire : (Belil et al., 2020)

- Infection cutanée superficielle de la plaie : qui est restreinte a 'épiderme et aux tissus
sous-cutanés.

- Infection profonde de la plaie : qui affecte des tissus tels que les muscles de la paroi
abdominale.

-Infection d'un organe ou d'un espace : qui se manifeste au niveau des visceres ou des
cavités.

2.2. Bactériémie

La bactériémie nosocomiale était définie par la détection d'une hémoculture positive, au
moins, confirmée par des signes cliniques (Dali et al., 2017). Elles représentent environ
6% des infections nosocomiales.

La bactériémie est la cause majeure de déces attribuable a l'infection nosocomiale, bien
que la mortalité due a la bactériémie ait régressé ces dernicres années.

Les dispositifs intravasculaires sont la source principale, représentant environ un tiers
des bactériémies nosocomiales (Kelaiaia et al., 2014).

2.3. Infection urinaire

Une infection urinaire se définit comme l'agression d'un tissu par un ou plusieurs micro-
organismes, entrainant une réaction inflammatoire ainsi que des signes et symptomes de
nature et d'intensité variables en fonction du terrain. Il est donc plus approprié d'utiliser
I'expression « infection de I'appareil urinaire » plutdt que le terme courant « infection
urinaire ».

C'est l'infection nosocomiale la plus courante : 80% des infections sont liées a I'emploi
d'un cathéter vésical permanent. Les infections urinaires ont tendance a étre moins graves
que les autres infections nosocomiales, bien qu'elles puissent parfois entrainer une
bactériémie et un déces. (Bruyére ,2008)

2.4. Les infections respiratoires (Pneumonies) :

C’est une infection des voies respiratoires et des poumons qui entraine une respiration
pénible, causée la plupart du temps par un virus ou une bactérie. Elles sont habituellement
contractées aprés une intubation ou ventilation assistées. (Zehhal, 2008)

Elle comporte des signes comme la toux, un essoufflement, une fievre parfois haute, des
frissons et une douleur thoracique. (Vrancken, 2018).




CHAPITRE 01 Les Infections nosocomiales

2.5. Les infections sur cathéter :

Le cathéter peut étre souillé par des bactéries qui migrent le long de la surface extérieure
des tubulures, par contamination manuelle véhiculée par le personnel médical et
paramédical ou par voie sanguine, c'est-a-dire par des germes présents dans la circulation
sanguine qui viennent se fixer au cathéter (Rabia et al., 2024) (Tolsma, 2025).

2.6. Autres infections

Ces infections représentent entre 10 et 30 % des infections contractées a I'hopital, parmi

lesquelles on retrouve les infections cutanées (au niveau de la peau et des tissus), les
infections des voies génitales, les infections ophtalmiques et les infections gastro-
intestinales (Kelaiaia et al., 2014).

3. Facteurs de risques
3.1. Les facteurs de risque liés au germe

» Facteur de virulence : les infections nosocomiales affichent un niveau élevé de
mortalit¢ dépendant des propriétés des agents pathogeénes et des patients
(Pezhman et al., 2021). Par exemple : Production des Toxines, Capsule
Polysaccharidique.

> Résistance aux antibiotiques : I'utilisation abusive et non controlée des
antibiotiques a provoqué une résistance aux antibiotiques, de méme qu'une
hausse du taux de maladies et de déces (Meziane., 2020). Par exemple :
production des enzymes (produisent des BLSE, des enzymes qui inactivent un
large éventre d'antibiotiques bétalactamines)

3.2. Les facteurs de risque liés aux patients

= L'age : dans la plupart des études documentées, les individus de plus de 60 ans
sont les plus vulnérables aux infections nosocomiales. Des résultats semblables
a ceux de (Haley et a/ ,1980) démontrent que le risque d'infection nosocomiale
croit avec l'age. Le groupe des personnes agées constitue un groupe particulier
(Taleb., 2019).

* Immunodépression : certaines méthodes thérapeutiques peuvent causer une
diminution des capacités de défense immunitaire, telles que l'utilisation de
corticoides, d'antibiotiques et d’immunosuppresseurs (Farsi et al., 2021).

= L'Etat nutritionnel : la malnutrition est un facteur qui augmente le risque
d'infection en réduisant la production d'immunoglobulines, les niveaux de
protéines sériques et les compléments par la diminution de la taille des tissus
lymphoides, ainsi qu'en affaiblissant 1'activité¢ des cellules immunitaires telles
que les macrophages, les monocytes et les lymphocytes B et T (Barika et al,
2019).

= Tabagisme, ’obésité, le sexe du patient (Latreche, 2012).
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= La comorbidité : en raison de leurs pathologies sous-jacentes, les individus
admis en unité de soins intensifs présentent un risque anormalement élevé de
contracter une infection du fait de leur sensibilité accrue (Custovic et al., 2014).

3.3. Les facteurs de risque liés aux ’environnement

v Les dispositifs médicaux : les cathéters veineux, tels que les voies veineuses
centrales, sont des ¢léments médicaux invasifs qui présentent un risque
important. Il est compliqué de différencier ce risque de l'utilisation des lipides
intraveineux, car ils sont administrés par le biais du cathéter veineux (Benabbas
etal., 2018).

v Procédures de soins invasives : des procédures médicales telles que le sondage
urinaire, la pose d'un cathéter, la ventilation artificielle ou une intervention
chirurgicale (Farsi et al., 2021).

v" L'environnement hospitalier : l'environnement peut constituer un réservoir
significatif pour des agents pathogenes tels que les bactéries a Gram négatif, qui
possedent la capacité de persister et de proliférer de maniére autonome, sans
dépendre de 1'hote humain (Custovic et al., 2014).

4. Modes de transmission :

Au sein des structures hospitalieres, le mode de transmission par contact direct ou
indirect est largement prévalent. (Berche et al, 1991)

e Auto-infection

Il s'agit du moment ou le patient peut étre infecté soit par ses propres microbes sur place,
soit par I'environnement immédiat dans lequel il les a dispersés (vétements, surface de la
peau, lit) (Madi et al., 2019). Les Iésions des muqueuses et cutanées représentent les
portes d'entrée pour les infections ; quant aux germes infectieux potentiels, ce sont les
bactéries cutanées, de la surface des muqueuses ainsi que les germes intestinaux
dispersés sur la peau (Othniel, 2002).

Ces infections sont dues généralement aux germes saprophytes comme certaines
bactéries ou levures qui deviennent pathogenes a la suite d’une antibiothérapie a spectre
large (administrant un médicament sélectionnant) itérative ou d’un traitement
immunosuppresseur ou corticostéroides (diminuant la résistance du patient) (Samou
Fosto , 2005).

e Hétéro infection

On se réfere a une hétéro-infection lorsqu’un agent pathogéne est transmis d'un individu
infecté a un autre, entrainant ainsi une infection dite croisée ou hétéro-infection., la

M
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contagion par l'agent pathogeéne se produit rarement par contact direct ou voie aérienne.
Généralement, 1'agent pathogeéne n'est pas transmis par contact direct ou transmission
aérienne. Il est courant que le vecteur de transmission soit le personnel soignant, par
l'intermédiaire de ses mains ou de ses outils professionnels. On évoque une infection
portée a la main ou transmise par le matériel médical ou d'exploration. C'est la voie de
transmission principale lors de plusieurs épidémies et sans doute la plus réceptive aux
actions préventives. (Tasseau et al, 1989)

e Xéno-infection

Ces infections se présentent de facon endémique ou épidémique au sein de la population
qui ne requiert pas une hospitalisation. Les agents pathogeénes sont introduits a I'hdpital.
Par les patients, le personnel médical ou les visiteurs affectés qui sont actuellement en
cours d'incubation. Ils se diffusent par air, contact direct ou indirect, et il est a noter que
les patients hospitalisés sont particulierement réceptifs et que les conditions de
transmission sont facilitées. Lorsqu'une infection se manifeste comme le seul motif
d'hospitalisation, des actions immédiates d'isolement peuvent étre mises en place.
Toutefois, dans certaines circonstances, l'infection n'est pas liée a la raison de
I'hospitalisation. (Tasseau et al, 1989)

e Exo-Infection :

Cette infection résulte de défaillances techniques (stérilisation insuffisante, filtre a air
non stérile, eau contaminée). Les substances employées dans le secteur médical ou
domestique On les utilise chez les individus malades ; elles pourraient étre infectées.
Cela peut conduire a des infections nosocomiales fréquemment épidémiques (Pannof, et
al, 2013).

5. Epidémiologie des infections nosocomiales :

v" Au monde :

Aujourd’hui, dans les établissements de soins aigus, sur 100 patients, 7 dans les pays a
revenu €levé et 15 dans les pays a revenu faible ou intermédiaire contractent au moins
une infection nosocomiale durant leur hospitalisation. En moyenne, un patient atteint sur
10 succombe a cette infection. (OMS, 2022)

Les individus en soins intensifs et les nouveau-nés sont particulieérement exposés. Le
rapport révele par ailleurs qu’environ un cas de septicémie pris en charge a I’hopital sur
4 et presque la moitié de tous les cas de septicémie avec dysfonctionnement organique
qui sont soignés dans les unités de soins intensifs pour adultes sont d’origine
nosocomiale. (OMS, 2022)

v En Algérie :
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La situation épidémiologique des infections nosocomiales est reconnue grace a des
enquétes ponctuelles et a une surveillance systématique mise en place généralement par
les comités de lutte contre les infections nosocomiales. (Atif et al, 2006)

Dans un hopital universitaire a Blida, la prévalence des infections nosocomiales a
diminué de 9,8% en2001 a 4% en 2005, suite a I'établissement d'un programme de lutte
contre ces infections. (Atif et al,2006)

Au total, 2 200 patients ont été inclus et des infections nosocomiales ont été identifiées
dans 8 enquétes. De 2001 a 2008, les taux d'infection a 1'hopital étaient respectivement
de 9,5 %, 7,0 %, 4,5 %, 3,9 %, 3,0 %, 5,3 % et 3,0 % (Zahar, 2007). Dans une étude
menée dans 27 hopitaux algériens, le taux de prévalence des patients infectés variait de
6,3% en Algérie. (Amazian et al, 2010). Une autre étude dans un hopital universitaire a
Annaba a montré que plus de 59% des prélévements effectués contenaient des microbes
responsables d'infections nosocomiales. (Benzaid et al, 2022)

Le tableau 01 représente les résultats de différentes enquétes menées en Algérie.

Tableau N° 01 : Prévalences des infections nosocomiales dans différents établissements
de soins en Algérie (Hamadi et a/ .2012).

Année Organisme Type Prévalence
d’infection o
. (%)
nosocomiale
2004 CHU de Tizi Ouzou ISO 7,56
2004 CHU ISO 11.,90
Mustapha(néonatalogie)
2005 CHU de Beni Messous ISO 14,40
(CCI)
2006 CHU de Beni Messous ISO 4,92
(ORL)
2006 CHU de Blida Gastro-entérite 3,50
(Néonatalogie
2007 CHU de Tizi Ouzou ISO 5,55
2007 EPH de Bologhine Toutes IN 13,60
confondus
2007 CHU Mustapha ISO 24,00
(Orthopédie, traumatologie




CHAPITRE 01 Les Infections nosocomiales

2007 CHU de Tlemcen Urinaire, ISO, 16,90
septicémie
2008 CHU de Constantine Toutes IN 8,97
confondus
2010 CHU de Constantine ISO 72,00
(Femmes césarisées)

v Surveillance épidémiologique des infections nosocomiales au sein du CHU
de Tizi-Ouzou, Algérie

Le département d'épidémiologie du CHU de Tizi Ouzou réalise fréquemment des études
de prévalence dans différents services. On présente ici les taux de prévalence estimés de
2010 a 2016 au sein du CHU de Tizi Ouzou et également dans le service de réanimation
médicale (SEMEP, CHU Tizi-Ouzou).
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Figure N°01 : Taux d'infections nosocomiales au CHU de Tizi Ouzou et en
réanimation médicale (2010 — 2016) (SEMEP, CHU TiziOuzou).

v" CHU d’Oran :

Une étude de prévalence a révélé que les infections urinaires constituaient 41,3 % des
cas, tandis que les infections du lieu de chirurgie représentaient 28,3 %. Les agents
pathogenes le plus souvent isolés étaient les entérobactéries, en particulier Escherichia
coli. (Guetarni et al)

v" En Tunisie :

En 2005, une recherche multicentrique a 1'échelle du pays impliquant 66 structures
hospitalieres (comprenant 21 CHU, 33 hopitaux régionaux publics et 12 cliniques
privées), avec un total de 7065 patients. Cette recherche a démontré une occurrence
générale de 6,9 % d'infections nosocomiales. Les infections respiratoires étaient les plus
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fréquentes, comptant pour 30,3 % des cas, apres elles venaient les infections urinaires
(16,9 %), puis les septicémies (13,4 %) et enfin les infections du lieu de I'opération (12,1
%). (Kebir et al. ;2015)

En 2021 le taux d'incidence des infections nosocomiales (IN) dans un hopital militaire
en Tunisie était de 38 %. Parmi ces infections, Klebsiella pneumonie était 1'agent
pathogene le plus fréquent, représentant 31 % des cas, suivi de pres par Staphylococcus
aureus (26 %). (Ben Al et al 2021).

Dans 80% des situations, les microorganismes étaient des BGN. (Latifa, 2014)
v" En France :

Entre le 15 mai et le 30 juin 2022, une étude de prévalence a 1'échelle nationale, conduite
par Santé publique France, a été effectuée dans un total de 1 155 établissements de soins,
englobant 151 676 patients. Les conclusions ont montré que 5,71 % des patients admis
a I'hopital avaient une infection nosocomiale, ce qui correspond environ a un patient sur
dix-huit. A l'exception des cas de COVID-19 acquis en milieu hospitalier, cette
prévalence demeurait haute a 5,35 %, comparativement a 4,98 % en 2017, signalant une
petite hausse. Ces infections touchaient principalement les services de réanimation
(23,17 %), les centres de lutte contre le cancer (15,81 %), ainsi que les services médicaux
(6,84 %) et chirurgicaux (entre 5 % et 7 %).

Les infections nosocomiales les plus courantes identifiées étaient les infections urinaires,
pulmonaires, les infections du site chirurgical (ISO) et les bactériémies, qui ensemble
constituaient 70,7% des cas rapportés. Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis et Pseudomonas aeruginosa, qui a eux seuls sont responsables de
48,3 % des infections, constituaient une part importante des agents pathogénes
fréquemment isolés. (Santé publique France, 2023).

6. Les bactéries responsables des infections nosocomiales

La majorité des micro-organismes pathogenes a l'origine des infections nosocomiales
sont des bactéries. Ils représentent 90% des motifs des infections nosocomiales.

R/

¢ Les Cocci a Gram positif

Les bactéries sphériques dites Cocci gram-positifs forment une catégorie primordiale de
microorganismes. Elles se distinguent par une épaisse paroi cellulaire, fortement enrichie
en peptidoglycane, leur permettant ainsi de conserver la teinte violette durant le
processus de coloration de Gram. Ce groupe inclut plusiOeurs genres de germes
pathogeénes pour l'homme, tels que Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus et
Micrococcus. (Murray et al,2021)

= Streptocoque : 11 s'agit de Cocci gram-positifs, ovoides, organisé€s en chaines,
non sporulés et immobiles, qui sont aérobies facultatifs (Niangaly, 2007).
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= Staphylocoque : Les staphylocoques sont des bactéries de forme sphérique et
Gram positives. IIs se présenteront sous forme de grappes de raisin a une échelle
microscopique. Rosenbach a décrit deux catégories de staphylocoques en 1884 :
le Staphylococcus aureus (jaune) est coagulase positive, tandis que le
Staphylococcus blanc a coagulase négative. (Todar, 2020)

6.2. Les bacilles a Gram négatif
% Bacilles non fermentaires a Gram négatif

Selon leur définition, les bactéries non fermentaires constituent un ensemble qui
comprend de 10 a 15% des bacilles Gram négatif. Ces derniers possédent la forme d'un
baton microscopique asporulé qui, comme son nom l'indique, emploie des voies
métaboliques autres que la fermentation pour générer de 1'énergie (Martin et a/ ;2011).
Ce groupe comprend une large variété de familles, divisées en plusieurs genres
bactériens exemple (Acinetobacter, Pseudomonas). lls sont classés principalement sur
la base de données phénotypiques (caractéres conventionnels ou nutritionnels) et de
données génétiques (composition en bases de I'ADN, hybridations ADN-ADN,
séquencgage de 'ARNr16s). (Monteil ; 2007)

R/

“ Bacilles 2 Gram négatif fermentaires (Entérobactéries)

Le groupe des Enterobacteriaceae se caractérise par des bacilles Gram-négatifs, droits,
asporulés et non exigeants. Ils se développent sur des milieux de culture standard a une
température optimale de 37°C, bien qu'ils puissent croitre entre 20°C et 40°C. Ce sont
des organismes aérobies facultatifs qui sont immobiles (Klebsiella spp, Shigella spp,
Yersinia pestis) ou mobiles grace aux flagelles péritriches. Ils possédent une catalase
positive et une oxydase négative. Leur métabolisme est fermentaire, avec ou sans
production de gaz. Habituellement, ils réduisent les nitrates en nitrites (mais pas en N2).
Leur ARN ribosomique 16S appartient a la classe Gamma-Protéobactéries au sein de
'ordre Enterobacteriale. Sous l'angle antigénique, ce groupe se distingue par sa grande
ressemblance, il comprend diverses espéces nuisibles pour les hommes et les animaux,
qui induisent des pathologies des leur introduction dans le systeme digestif, tandis que
certaines présentent des traits opportunistes. Elles ne sont pathogénes que lorsqu'elles
sont présentes en grande quantité sur un terrain d’immunodépression. (Bidet et al 2016)

*» Autres microorganismes :

- Les virus : Une transmission nosocomiale est possible pour plusieurs types de
virus. Les hépatites B et C se propagent lors des transfusions, des dialyses ou des
piqires. Le virus respiratoire syncytial, les rotavirus et les entérovirus se
propagent par contact manuel buccal et par transmission féco-orale. Il est
¢galement possible de transmettre d'autres virus tels que le cytomégalovirus, le
VIH, le virus Ebola, les virus de la grippe, les virus herpétiques et le virus
varicelle-zona. (OMS, 2002)
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Les champignons : Il est notable que les champignons microscopiques se
manifestent comme des agents pathogenes majeurs. Ils se développent dans un
contexte d'immunodépression et/ou suite a une antibiothérapie a large spectre,
et/ou a travers une alimentation parentérale. Les mycoses les plus fréquentes
comprennent 1'aspergillose d'origine externe et les candidoses, dont les sources
peuvent étre digestives ou issues de solutions contaminées (collyres, liquides
nutritifs). (Pittet et al., 1994)

Les parasites : Ils peuvent également avoir une nature nosocomiale. On
rencontre souvent le plasmodium lors des transfusions, le Sarcoptes scabiei
(responsable de la gale) et le Pneumocystis carinii qui cause la pneumopathie
nosocomiale en néonatologie et chez les patients immunodéprimés. (Guérin et
al, 1993)

ﬂ




CHAPIITRE 02 Généralités sur les Entérobactéries

1.Historique :

La naissance de la famille des Enterobacteriaceae était en 1937, lorsque Otto Rahn
proposa le genre Enterobacter pour regrouper des micro-organismes présentant des
propriétés biochimiques et morphologiques communes et parmi lesquelles on trouvait
déja des noms tels que Escherichia, Salmonella, Klebsiella, Proteus, Serratia, ou Shigella.

Deux années apres cette description qui concernait 112 espéces, ce nombre fut ramené
a 67. Avec les travaux de Don Brenner et de Patrick Grimont, cette famille a connu
beaucoup de nouveaux genres et d’especes qui furent alors découvertes.

. En 1972, Edward et Ewing intégraient 11 genres et 26 espéces dans la famille des
Enterobacteriaceae. Une année apres, 31 genres et 139 especes €taient caractérisés.

. En 1985, Farmer et Coll décrivaient 22 genres comprenant 69 especes et 29
groupes entériques.

. En 1997, 31 genres et 139 espéces étaient caractérisés. (Bakhoum, 2004)
2. Définition

Les Entérobactéries forment une vaste famille bactérienne hétérogeéne trés importante,
qui regroupe plus d'une quarantaine de genres et de plusieurs dizaines d’especes.

Le nom d’Entérobactéries fait référence aux Entérocytes (cellules intestinales), car les
bactéries appartenant a cette famille sont généralement des hdtes commensaux ou
pathogenes. (Pilly .2013)

On les trouve aussi au niveau des voies aériennes supérieures, sur les organes génitaux,
la cavité buccale. Elles peuvent persister en dehors d'organismes vivants, Par exemple :
dans le sol, I'eau et dans certaines denrées alimentaires. (Fauchere et A7, 2002)

Les entérobactéries sont parmi les souches les plus fréquemment isolées chez les
patients hospitalisés, elles sont souvent responsables d’infections urinaires, pulmonaires,
de septicémies mais également d’autres infections intra-abdominales. (Baba Ahmed-
Kazi et al ; 2014)

3.Classification taxonomique

Selon la classification de Bergy’s et Manual les entérobactéries sont classées :
(Bergey's Manual of Systematic Bacteriology,2012).

Domaine : Bacteria

Embranchement : Proteobacteria

Régne : Eubacteria

Classe : Gamma Proteobacteria

ﬂ
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Ordre : Enterobacteriales
Famille : Enterobacteriacea

Les especes les plus communément isolées en bactériologie clinique appartiennent a
12genre Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Morganella,
Proteus, Providencia, Salmonella, Serratia, Shigella et Yersinia.

D’autre genres peuvent étre isolés rarement ou exceptionnellement chez ’homme :
Ewingella, Erwinia, Kluyvera, Leminorella et Pantoea. (Denis, 2007)

4. Habitat et pouvoir pathogéne

Les entérobactéries sont des bactéries ubiquitaires avec un habitat treés large : eau
douce, sol, végétaux, animaux (insectes jusqu'a I'homme) et peuvent contaminer des
denrées alimentaires. Certaines especes sont responsables de diarrhées et/ou d'infections
opportunistes (infections urinaires, infections respiratoires, surinfections des plaies,
septicémies, méningites.). Chez I'homme, les entérobactéries, notamment Escherichia
coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Proteus spp., Providencia spp et Serratia
marcescens subsp sont responsables d'environ 50% des infections nosocomiales. (Salah ,
2009)

5. Caracteéres biologiques
5.1. Caractére morphologique :

Les entérobactéries sont des bacilles a Gram négatif, avec des tailles variant de 2 a 3
um de long sur 0,4 a 0,6 um de large. Les espéces mobiles, les plus nombreuses, le sont
grace a une ciliature péritriche tandis que certaines sont immobiles. Quelques une
possede une capsule visible au microscope et la plupart des especes pathogenes pour
I’homme possedent des fimbriae ou pili qui sont des facteurs d’adhésion. (Gadou ,2019)
Ces bactéries se développent en aéro-anaérobiose et sur gélose nutritive ordinaire. Elles
fermentent le glucose en produisant souvent des gaz et possedent une catalase, sauf pour
'espece Shigella dysenteriae. Elles ne possédent pas d’oxydase et partagent un antigene
commun appelé antigene de Kunin (ECA). (Avril et al.,1992)

5.2. Caractéres culturaux :

Les Enterobacteriaceae se développent bien dans un bouillon ou sur une gélose
ordinaire incubés 18 heures a 37°C.

Sur gélose, on peut obtenir différentes formes :

- Les formes S (smooth) : sont l'aspect habituel au sortir de I'organisme. Les colonies
sont lisses, bombées, brillantes et humides, elles ont 2 4 4 mm de diamétre. Le bouillon
est trouble de fagon homogene.
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- Les formes R (rough) : s'observent surtout avec des souches ayant subi plusieurs
repiquages. Les colonies sont rugueuses, seches, a contours irréguliers et de teinte mate.
En bouillon, les formes R donnent un aspect grumeleux.

- Les colonies muqueuses : sont habituelles avec les Klebsiella. Leur diameétre peut
dépasser 10 mm ; elles ont une tendance a la confluence. On peut les rencontres aussi
avec d'autres especes, notamment Salmonella paratyphi B.

- Les colonies naines : s'observent avec des souches déficientes dans certaines de leurs
chaines métaboliques. Elles ne sont pas exceptionnelles chez les Escherichia coli isolés
d'infections urinaires. (Avril et al.,1992)

Sur un milieu liquide comme un bouillon nutritif la croissance apparait comme
un trouble homogene. (Dcemi ;2003)

5.3. Caractéres biochimiques

L’identification des Enterobacteriaceae repose sur [’étude des caracteres
essentiellement "biochimiques" et utilisent des tests qui étudient le métabolisme
protéique (présence d'uréase, production d'indole, dégradation du tryptophane) ou la
fermentation des sucres (glucose, lactose, saccharose etc..), la capacité d'utiliser le citrate,
la présence d'enzymes (décarboxylases, désaminases), la production d'hydrogéne sulfuré
ou la formation de gaz. La famille des Entérobactéries est apte a fermenter le glucose
(respiration aérobie le plus souvent et fermentation en anaérobiose), capable de réduire
les nitrates en nitrites car elle dispose d’un complexe enzymatique appelé la nitrate
réductase (ex : Klebsiella spp contrairement a d’autres ex : Yersinia spp, Shigella spp).
Les Entérobactéries ont une catalase positive mais dépourvues d’oxydase. (Kassama et
al ,2013)

Le tableau ci-dessous résume les caractéres d'identification des genres des
entérobactéries le plus fréquemment rencontrés. (Bouazza et al ,

2016).

Tableau N°02 : Caracteres biochimiques de quelques entérobactéries
(Decoster, 2005)
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Escher | Citrob | Enterob | Klebs | Serr | Salmo | Shig | Prot | Provid | Yers
ichia acter acter iella atia | nella ella eus encia inia

Glu | + + + + ++ + + |+ +
Lac | + + + + - - - - - -
ON | + + + + + - +/- |- - +
PG

Ind | + - - +/- - - +/- | +/- |+ +/-
ole

VP | _ - + + + - - - - +
Cit | + + + + +/- - +/- |+ -
Mo | + + + - + + - + |+ +
b

Uré | _ - - + - - - + + -
(3

H2 | . +/- - - - + - +/- |- -
S

Glu : Glucose. Lac : Lactose. ONPG : Ortho nitrophénol-béta-galactosidase.
VP : Voges-Proskauer. Cit : Citrate. Mob : Mobilité. H2S : Sulfure d’hydrogéene.

5.4. Caracteéres antigéniques :

Trois antigénes sont présents :

(flagellaires) et I’antigéne K (capsulaire)

Antigene O (présent dans la paroi), antigéne H

= Antigéne O : thermostable (fraction protéique plus une fraction poly osidique)
trés toxique ; une fraction lipidique liée au polyoside est responsable de la
toxicité (endotoxine), provoque des fievres suivies de leucocytose.
= Antigéne H : thermolabile de nature protéique réduit par 1’alcool a 50% et les

enzymes protéolytiques.

= Antigéne K : entoure la paroi de certaines bactéries peut maquer I’antigéne O.
(Avril et al.,1992)

6. Les différentes especes

6.1. L’espece Escherichia coli

Escherichia coli, (colibacille) possede tous les caracteres décrits plus haut comme
¢tant communs aux Enterobacteriaceae. Cette espece est la plus souvent impliquée
dans les infections du systéme digestif, notamment la diarrhée du voyageur. Elle
joue également un réle prépondérant dans le développement des infections urinaire
qui sont causées par la variété pathogéne UPEC (E. coli uropathogenes). (Avril et
al.,1992) (Diallo ;2013)

6.2. Le genre Klebsiella
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Les especes du genre Klebsiella sont des bactéries possédant toutes les
caractéristiques des Enterobacteriaceae en forme de batonnet et font partie de la
famille des Enterobacteriaceae. Elles caractérisés par la fermentation de nombreux
glucides et la production de gaz. Klebsiella pneumoniae parmi les especes
responsables d’infection urinaire communautaires et surtout d’infection
nosocomiales chez ’Homme. (Avril et al.,1992) (Najiby, 2012)

6.3. Le genre Proteus

Le genre Proteus sont trés répandus retrouvent dans I’environnement et dans le tube
digestif de I’Homme. Proteus mirabilis est parmi les especes responsables
d’infection urinaires, li¢ aux pathologies gastro intestinales comme les gastro
entérites, maladie de crohn, aussi des maladies hépatobiliaires et pancréatiques et
des infections nosocomiales et autre extra intestinales comme les infections
respiratoires, auriculaires etc..... Plusieurs facteurs de virulence sont responsables
de cette diversité de pathologies (Fauchére et al., 2002) (Hamilton et al., 2018)

6.4.Le genre Enterobacter

Les espéces du genre Enterobacter sont des hdtes habituels du tube digestif, et sont
des pathogenes opportunistes trouvées dans le milieu hospitalier. Enterbacter
Cloacae, est parmi les espéces les plus fréquemment isolées et est impliquée dans
diverses infections opportunistes telles que les infections urinaires, les septicémies,
et d'autres affections nosocomiales. (Fauchére et al., 2002)

6.5.Le genre Serratia

Les bactéries du genre Serratia sont peu pathogenes pour les sujets sains. Cependant
elles sont responsables d’infection hospitaliére particuliérement S. marcesens qu’on
rencontre souvent dans les infections urinaires, les infections respiratoires et la
septicémie. (Nauciel, 2000)
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Les bétalactamines

1. Définition

Les B-lactamines sont une famille d'antibiotiques largement utilisés pour
traiter les infections causées par les entérobactéries. Ce choix est principalement 1ié

a leur pouvoir bactéricide, a leur faible taux de toxicité, et a la diversité de leurs
structures. (Robin et al.,2012)

2. Structure

Les B-lactamines ont en commun une structure appelée noyau B-lactame
(figure 03), qui est formé de quatre membres : trois atomes de carbone et un atome
d’azote. Ce noyau constitue la portion responsable de I’activité de ces molécules.
(Fisher et al., 2005)

|
}NH
O

Figure N°03 : Structure chimique de noyau beta-lactame (Tidwell.,2008)

3. Classification

A partir de structure, cinq groupes ont été développés par adjonction d'un cycle latéral
(Figure 04) : les pénames, les céphémes, les péneémes, les monobactames et les
inhibiteurs de B-lactamases. (Cavallo, 2004)

RHN RN i 0o O
: SR N
-\ - N0 - Q /
0
0 0 I o oA o/ COOH
COOH oot 0 COOH

Pecicilias Cephalesporing loacbactam Curbapencens Clavdanic acid

Figure N° 04 : Principales structures des B-lactamines. (Nordmann et al., 2012)
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3.1. Pénames (Pénicillines)

Il s'agit d'un groupe de molécules, ayant en commun le noyau péname, qui est
caractéris¢ par un pentacycle saturé (cycle thiazolidine) associ¢ au noyau p-lactame.
Selon la nature de la chaine latérale, on a défini plusieurs sous-classes, dont les plus
utilisées sont les aminopénicillines (ampicilline, amoxicilline), les carboxypénicillines
(ticarcilline) les uréidopénicillines (pipéracilline) et les amidinopénicillines
(pivmecillinam). Le spectre d’activité des pénicillines varie d’une molécule a une autre,
tout en agissant sur les bactéries a Gram positif et/ou a Gram négatif. Cependant, les
pénicillines originelles n’ont que peu d’effet sur les bactéries a Gram négatif, parce
qu’elles traversent difficilement la membrane externe. (Singleton, 2005) (Ruppé, 2010)

3.2. Céphémes (Céphalosporines)

Leur noyau de base associe un cycle B-lactame a un cycle dihydrothiazine pour former
I’acide 7 aminocéphalosporanique ou (7-ACA) (noyau céphéme), qui distingue les
céphalosporines des pénicillines. La particularité du noyau céphéme et les nombreux
radicaux de substitution proposés expliquent les différentes propriétés antibactériennes
des céphalosporines, justifiant leur distinction fonctionnelle en plusieurs générations, de
spectre et d’intérét clinique variables. (Cavallo et al., 2004)

On distingue 5 générations :

= Les céphalosporines de premiére génération (C1G : céfalotine, céfalexine)
sont plutdt actives sur les bactéries a Gram positif.

= Les céphalosporines de deuxieme génération (C2G : céfuroxime, céfa-
mandole) ont un spectre étendu vers les bactéries a Gram négatif. Parmi les
céphalosporines se situe une sous-famille que sont les céphamycine ou 7-a-
méthoxy-céphalosporines.

= Les céphalosporines de troisieme génération (C3G ou oxyimino-
céphalosporines : céfixime, céfotaxime, ceftazidime) ont un spectre étendu a la
plupart des entérobactéries et sur Pseudomonas aeruginosa pour la ceftazidime.
Les C3G sont les antibiotiques de choix dans le traitement des infections séveres
a entérobactéries.

= Les céphalosporines de quatriéme génération (C4G : céfépime et cefpirome)
sont des oxyimino-céphalosporines zwitterionniques relativement stables a
I’hydrolyse des céphalosporinases de type AmpC. (Ruppé, 2010)

= Les céphalosporines de cinquiéme génération (C5G : céftaroline,
ceftobiprole) ont une activité puissante contre les bactéries multirésistantes
comme SARM (Staphylococcus aureus méticillinorésistant). (Aura et al.,2020)
(Nabti, 2020)

3.3. Pénémes (Carbapénémes)

Il s'agit d'une vaste famille de produits ayant en commun le noyau pénéme qui est
caractérisé par la présence d’un cycle penta-atomique insaturé associé au noyau [3-
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lactame (Cavallo et al., 2004). Les carbapénémes, représentés par I’imipeneme, sont les
membres les plus puissants de cette famille ; c’est pour cette raison qu’ils sont réservés
typiquement pour I’hdpital (Nicolau , 2008). Ce sont des molécules utilisées en dernier
recours, sur des bactéries multirésistantes. (Ruppé, 2010).

3.4. Monobactames

Ce groupe a noyau est limité au cycle B-lactame (Cavallo et al, 2004). Ils se
caractérisent par une structure monocyclique (hétérocycle azétidinone) différente du
double cycle rencontré chez les pénicillines ou les céphalosporines. L’aztréonam,
seul monobactame commercialisé, n’est actif que sur les bactéries a Gram négatif.
(Ruppé, 2010).

3.5. Inhibiteurs de B-lactamases

Ce sont des f —lactamines de forte affinité pour certaines -lactamases, mais qui ont
une faible activité antibactérienne intrinséque. L’acide clavulanique est utilis¢ avec
I’amoxicilline dans I’Augmentin et la ticarcilline dans le Claventin, alors que le
tazobactam est utilisé avec la pipéracilline dans la Tazocilline. L’acide clavulanique,
le sulbactam et le tazobactam ont un spectre d’inhibition limité aux pénicillinases.
(Ruppé, 2010)

4. Résistance des entérobactéries aux f- lactamines

De maniére générale, les entérobactéries utilisent Quatre principaux mécanismes
pour développer une résistance aux -lactamines. (Vora et al., 2009)

4-1 Diminution de la perméabilité membranaire

Il est courant que les entérobactéries modifient ou perdent des porines. Ces
modifications sont liées a trois phénotypes de résistance :

- Une résistance de bas niveau a la céfoxitine, associée ou non a une résistance de
bas niveau aux céphalosporines de 1¢re et 2éme génération.

- Une résistance isolée aux céphalosporines de quatrieme génération chez des
souches fortement productrices de céphalosporinases.

- Une résistance aux carbapénémes chez des souches hautement productrices de
céphalosporinases ou de BLSE (Robin et al., 2012).

4-2 Hyperproduction de systéme d’efflux

Les systemes d'efflux sont des pompes qui expulsent activement les toxines, comme
les antibiotiques, via une force proton-motrice. Leur hyperproduction cause une
résistance croisée a différents antibiotiques, notamment les [3-lactamines, surtout
chez K. pneumoniae. Ce mécanisme est souvent difficile a distinguer de la résistance
due aux modifications des porines. (Robin et al., 2012)

4.3. Modification des protéines liée aux pénicillines (PLP)
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Cette résistance peut avoir lieu par des mutations dans les génes chromosomiques
codant pour les PLPs ou par l'acquisition de genes étrangers codant pour des
nouveaux PLPs ayant une affinité différente aux B-lactamines. (Lagha, 2015)

4.4. Résistance enzymatique par production de B-lactamase

Les B-lactamases sont des enzymes bactériennes qui catalysent de manicere
efficace et irréversible I’hydrolyse de la liaison amide des béta lactamines en ouvrant
le cycle B- lactame et menant a la perte d’un groupement carboxyle, provoquant
I’inactivation de L’ antibiotique. (Ambler, 1980).).

Ces enzymes sont localisées au niveau de I’espace périplasmique chez les bactéries
Gram négatif. (Gangoue, 2007)

S S S
\ Enz-Ser-OH R
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Enzyme + Enz-OH

Figure N°05 : Schéma d’hydrolyse de cycle f-lactame (Barriel et al., 2006).

Elles sont sécrétées de maniére inductible ou constitutive dans le milieu de culture ou
dans le périplasme respectivement par les bactéries & Gram positif et & Gram négatif.
Leurs génes sont portés par le chromosome ou les plasmides et parfois des transposons
ou des intégrons (Charlier et al., 1998)

4. 1. Classification pB-lactamases

Généralement, les P-lactamases sont classées en deux schémas : la classification
structurale d’Ambler (Ambler et al, 1980) et la classification fonctionnelle de Bush-
Jacoby-Medeiros (Bush et al., 1995) (Jacoby et al., 2005)

v" La classification d’Ambler :

En1980 Ambler a devise les P-lactamases en quatre groupes (d’A a D). Cette
classification moléculaire, base sur la structure primaire des enzymes, plus précisément
elle repose sur la similarité des séquences entre les différents membres des -lactamases.
De plus, elle refléte les relations fondamentales de chaque B lactamase et ne change pas
a cause des mutations. Elle individualise quatre classes moléculaires de B lactamases :
A, C et D (appelées enzymes a sérine) et B (dont les enzymes comportent deux atomes
de zinc au niveau de leur site actif) (Materon et al., 2004) (Jacob, 2011) (Lagha 2015)
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e C(lasse A : elle comprend des pénicillinases, des céphalosporinases inductibles
(AmpA) chromosomiques ou plasmidiques, et des B-lactamases a spectre étendu
(BLSE), sensibles a I’acide clavulanique.

e C(lasse B : cette classe constitue le groupe des métallo-enzymes zinc-dépendantes
(AmpB), pouvant étre inhibées par acide éthyléne diamine tétra-acétique
(EDTA).

e Classe C : elle est constituée de céphalosporinases (AmpC) chromosomiques ou
plasmidiques, résistantes a I’acide clavulanique. (Bush et al, 1995).

e Classe D : oxacillinases (AmpD), le plus souvent plasmidiques, de phénotype
pénicillinases qui sont faiblement inhibées par 1’acide culvanique.
(Paterson et al., 2005).

» La classification de Bush :

En 1995 Bush-Jacoby-Medeiros a présenté le dernier systéme de classification qu’est
basée sur : les propriétés fonctionnelles des enzymes, sur le spectre de substrats
préférentiels de I’enzyme et enfin sur leurs comportements aux inhibiteurs et ont été
devises sur quatre groupes (1-4) et sous-groupes (A a F). Cependant, la limite évidente
de cette classification est que des mutations ponctuelles des genes de P-lactamases
peuvent modifier significativement les spectres d’activité pour les différents substrats ou
pour les inhibiteurs, ce qui n’est pas le cas pour la classification d’Ambler qui reste
valable pour les enzymes mutées (Bush et al.,1995 ) (Jacob, 2011)

Tableau N°03 : Classification moléculaire et fonctionnelle des béta-lactamases
(Vasseur, 2014)
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Type Bush  Ambler  Inhibiteur Exemple
Céphalosporinases de 1 C Cloxacilline AmpC des entérobactéries du
type AmpC groupe 3et leurs dérivés
plasmidique
Pénicillinases des bactéries 2a A Clavulanate Pénicillinases de staphylococcus
Gram positifs aureus
Pénicillinases & spectre étroit 2b A Clavulanate TEM-1, SHV-1
B-lactamases a spectre élargi 2be A Clavulanate TEM-3, SHV-2, CTX-M., PER.
VEB, GES (170Gly)
Pénicillinases résistantes aux 2br A . TEM-30
Inhibiteurs
Complexe mutant TEM 2ber A o TEM-50
Carbénicillinases 2c A Clavulanate PSE-1
Oxacillinases 2d D o 0OXA-1
Céfuroximases 2e A Clavulanate Céphalosporinases de
Proteus vulgaris
Carbapénémases 2f A Clavulanate KPC, GES
(170Ser et 170Asn)*
Métallo-f-lactamases 3 B EDTA NDM, VIM, IMP
Autres-lactamases non classées 4 Pénicillinase de

4.2. Les béta-lactamases a spectre étendu (BLSE)

4.1. Définition

Burkholderiacepacia

Les BLSE sont définies comme des béta-lactamases, appartenant a la classe A ou D de
la classification d'Ambler (Rodriguez et al, 2006), capables d’hydrolyser les
pénicillines, les céphalosporines de premicre, deuxiéme, troisiéme et quatriéme
génération (céfépime ou cefpirome) et les monobactames (aztréonam). (Boujemaa,

2015).
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Les bactéries produisant une BLSE n’hydrolysent pas les céphamycines (céfoxitine et
céfotétan) ni les carbapénémes (imipéneme) et elles sont inhibées par D’acide
clavulanique, le tazobactam et le sulbactam. (Vora et al, 2009)

Les bactéries possédant des BLSE sont dites multirésistantes (Paterson et al., 2005).
4.2. Différents types de B-lactamases a spectre élargi

Les BLSE sont classées selon leurs différences moléculaires et les plus fréquentes
sont les BLSE de types TEM, SHV et CTX-M (Jacoby et al., 2005)

4.2.1. Les BLSE de type Temoneira (TEM)

La premiére béta-lactamase plasmidique de type TEM a été isolée en 1965 en
Grece a partir d’souche d’Escherichia coli isolée chez un patient nommé Temoneira,
d’ou la nomination (Paterson et al., 2005).

Les BLSE de type TEM dérivent TEM-1 et TEM-2 par substitution d’un ou de plusieurs
acides aminés. Cependant, les enzymes dérivées par mutations permettant d’hydrolyser

a la fois les C3G et les inhibiteurs sont de plus en plus fréquentes (Rodriguez et al,
2006)

Ce type de B-lactamases a été retrouvés principalement chez les Klebsiella pneumoniae
et Escherichia coli au cours d’épidémies hospitalieres, mais également en milieu
communautaire (Chavane, 2011).

L’émergence d’enzymes de type TEM résistants aux inhibiteurs mais inactif contre les
céphalosporines est apparue suite a I’utilisation clinique d'associations pénicillines et
inhibiteurs de B-lactamases (Robin et al., 2007)

-------

Figure N°06 : BLSE dérivées de TEM (Ambler et al. 1991).

4.2.2. Les BLSE de type Sulfhydryl variable (SHV)
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La majorité des BLSE de type SHV (trés fréquentes chez Klebsiella pneumoniae) est
dérivées par mutations ponctuelles de I’enzyme originale SHV-1 (Ruppé, 2010).

Le nom (SHV) est li¢ au groupe thiol variable car I'inhibition de 1'activité SHV par le p-
chlorobenzoate mercurique varie en fonction du substrat utilisé.

Les BLSE SHV-2, SHV-5 et SHV-12 sont les mutants les plus courants. Ces BLSE ont
¢été détecté chez de nombreuses Entérobactéries, mais aussi Pseudomonas aeruginosa et
Acinetobacter. (Philippon ;2013)
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Figure N°07 : BLSE dérivées de SHV (Bradford. 1999)
4.2.3. Les BLSE de type Cefotaximase-Munich (CTX-M)

Les BLSE de type CTX-M ont été décrites initialement au milieu des années 1986, et
ont depuis lors disséminé largement dans le monde (Naseer et al., 2011).

Les CTX, d’ou leur nom, se caractérise par leur activité hydrolytique potentielle sur le
céfotaxime (Paterson et al., 2005). Et « M » pour leur lieu d’isolement (Munich) puisque
la dénomination CTX était déja occupée (aujourd’hui TEM-3). Elles n’hydrolysent ni les
céphamycines ni les carbapénemes. Ces enzymes ne sont donc pas inductibles.
(Www.lahey.org/studies).

CTX-M-3 et CTX-M-15 ont été rapportées pour la premiere fois en Algérie par Touati
et al, en 2006 chez les souches E. coli, Enterobacter cloacae et K. pneumoniae isolées
dans les hopitaux de Béjaia (Touati ef al., 2006).

Phylogénétique de nombreux dérivés de CTX-M et de leurs séquences acides aminées
ont montré une agrégation au sein de cinq groupes (Bonnet , 2004)
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Figure N°08 : Phylogénie des B-lactamases chromosomiques de L’espace Klutvera
spp.et des CTX-M (Bonnet ;2004)

3. 3. Détection des BLSE

Depuis leur émergence en 1983, les BLSE sont devenus un enjeu majeur pour la santé
publique. Il est donc essentiel de disposer des méthodes efficaces pour leur détection.
Ces techniques sont classées en deux catégories : les techniques microbiologiques et les
techniques moléculaires.

3.4.1. Techniques microbiologiques

La majorité des tests de détection des BLSE sont basés sur la méthode de diffusion. Ainsi
plusieurs méthodes ont été¢ décrites parmi lesquelles : le test de double synergie, la
méthode de confirmation du CLSI (Clinical Laboratory Standards Institue), et le test
espagnol (Nordmann et al., 2012).

3.4.1.1. Test de double synergie

C’est le test le plus utilisé et le plus recommand¢ car il ne nécessite pas de matériel et
est de réalisation facile. La synergie s’effectue entre un disque de céphalosporine de
3éme génération et un inhibiteur de béta-lactamase tel que I’acide clavulanique. Ce test
possede plusieurs variantes et est basé sur la mise en évidence d’une restauration de
I’activité des céphalosporines de 3éme génération en présence d’un inhibiteur
enzymatique (Drieux et al., 2008).

3.4.1.2. Test espagnol (double disque)

Ce test est fait pour les souches qui ne présentent pas une image de synergie, avec
diminution des diamétres des céphalosporines de 3éme génération et pour déterminer s’il
y a production d’une BLSE.

Il consiste a déposer un disque d’AMC et un disque de céphalosporine de 3éme
génération a une distance de 30mm (centre a centre), de laisser diffuser les antibiotiques
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pendant une heure, a la température ambiante. Aprés diffusion, on enléve le disque
d’AMC et le remplacer par un disque de CTX.

Le test du double disque est positif quand le diamétre d’inhibition du disque de
céphalosporine de 3eme génération appliqué apres diffusion du disque AMC est
supérieur ou ¢gal a Smm par rapport au diamétre d’inhibition du disque de
céphalosporine de 3eme génération seul, ce qui indique une production d’une BLSE.
(Nordmann et al., 2012)

3.4.2. Techniques moléculaires

1.Extraction d’ADN :

La technique d'extraction de ' ADN (acide désoxyribonucléique) consiste a isoler ' ADN
d'une cellule en quantité et qualité adéquates pour faciliter son analyse. Voici les étapes
clés pour I'extraction de 'ADN :

= Rupture des tissus pour extraire 'ADN du noyau (et de la mitochondrie).
* Elimination de la protéine et des peptides.
= Précipitation et purification de I’ADN (Muscle et al., 2010)

2.Les composants utilisés dans le protocole d’extraction d’ADN :

2.1Tampon Tris-EDTA (TE) :

Il forme un complexe avec les ions métalliques et contribue a la protection de 'ADN
contre les nucléases. Conserve le pH de la solution pour prolonger la stabilité¢ de I'ADN
et sa conservation. (Dna et al., 2021)

2.2 Tris-Cl :

I1 utilisé pour maintenir le pH du milieu réactionnel au niveau optimal pour l'activité de
la taqg ADN polymérase. https://www.gazettelabo.fr/

23 EDTA :

EDTA forme des complexes avec les ions métalliques comme le Ca2+ et le K+
(¢léments essentiels de la structure cellulaire qui préservent 1'intégrité de la paroi). Leur
capacité a chélater contribue a altérer la membrane cellulaire et empéche aussi la rupture
de I'ADN en chélatant les ions Mg2 +, qui sont des cofacteurs indispensables pour le
fonctionnement des nucléases. (Dna et al., 2021)

3.La réaction de polymérisation en chaine (PCR) :

La PCR, mise au point par Mullis en 1983, est une méthode enzymatique in vitro qui
permet de multiplier spécifiquement et massivement de courts segments de séquences
d'acides nucléiques (ADN ou ARN). Les produits issus de la PCR peuvent par la suite
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étre examinés en les séparant par électrophorese sur gel, facilitant ainsi leur visualisation
et leur identification (Bhanothu et al., 2019).

Le concept de base de la PCR se fonde sur la multiplication répétée, en dehors du milieu

cellulaire, du matériel génétique ciblé ou un segment d'ADN peut étre spécifiquement
amplifié¢ grace a l'enzyme ADN polymérase dans une démarche semi-conservatrice.
Cette enzyme produit une séquence d'ADN complémentaire en se servant d'un amorce
spécifique fixée a I'un des brins d'ADN a des emplacements précis choisis pour initier la
synthese. Les amorces servent a diriger la séquence a amplifie et a générer des milliards
de répliques du segment d'ADN désiré (Bhanothu et al., 2019). En général, un cycle de
PCR comprend trois phases spécifiques :

A. Dénaturation :

Le fragment d'ADN renfermant la s€quence visée est soumis a une température ¢€levée,
généralement autour de 95 °C. Cela facilite la séparation des deux brins d'ADN,
conduisant a la formation de brins simples (Ahrberg et al., 2016).

B. Hybridation (ou annealing) :

Dans cette phase, la température est réduite (=56 °C) afin de favoriser l'attachement
spécifique des amorces (de petits segments d'ADN qui se complétent a la séquence cible)
aux brins d'ADN simple (Ahrberg et al. 2016).

C. Elongation :

Une enzyme nommée ADN polymérase, généralement extraite d'organismes
thermophiles tels que Thermus aquaticus, se lie au complexe. L'ADN polymérase
produit un nouveau brin d'ADN en incorporant des nucléotides complémentaires a la
séquence désirée, se basant sur les amorces comme points de référence. Pour stimuler
l'activité de la polymérase, on €éleve la température lors de cette phase, généralement
autour de 72°C (Ahrberg et al. 2016).

Les trois phases (dénaturation, hybridation et élongation) sont itérées plusieurs fois, afin
d'amplifier de maniére exponentielle la séquence d'ADN visée (Ahrberg et al. 2016).

4.Les composants du Mix PCR :
4.1. Matrice ADN :

Avant d'entamer le processus de PCR, l'extraction de I'ADN doit étre effectuée a partir
de I'échantillon que 1'on désire examiner. Ce processus d'extraction permet de séparer et
de purifier 'ADN de 1'échantillon, assurant ainsi que le segment d'ADN ciblé se trouve
dans un échantillon prét a étre utilisé pour la PCR (DEBAB et al., 2020).

4.2. Polymérase de I'ADN :

ﬂ
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La fonction de la polymérase de 'ADN est la duplication des nucléotides d'ADN. Quand

I'enzyme se lie a 'ADN simple brin, elle produit un brin d'ADN complémentaire au brin
initial. Cependant, pour débuter ce processus de synthése, les ADN polymérases ont
besoin d'une petite portion d'ADN bicaténaire, appelée amorce (DEBAB et al., 2020).

4.3. La Taq ADN polymérase :

Elle extraite de thermus aquaticus (Taq), est résistante a des températures élevées et
requiert des amplifications spécifiques, contrairement a d'autres ADN polymérases qui
se dénaturent. Ainsi, les ADN polymérases thermostables se répartissent en deux
catégories : celles dotées d'une activité exonucléase (correction des erreurs) de 3’ — 5,
a l'instar de la Pyrococcus furiosus (Pfu) ADN polymérase, et celles qui ne posseédent pas
cette fonction, comme la Taq ADN polymérase. Les ADN polymérases de correction
d'erreurs présentent une plus grande précision que les ADN polymérases sans correction,
grace a leur activité exonucléase 3" — 5’ qui leur permet de retirer les nucléotides
incorrectement incorporés d'une chaine d'ADN en cours de construction (Bhanothu et
al., 2019).

4.4. Les amorces :

A la fois complémentaires et inverses, sont de courts oligonucléotides d'environ 17 a 30
bases. De maniere optimale, elles devraient étre parfaitement en adéquation avec la
séquence cible a examiner et posséder une composition globale de 50% de bases G et C.
I1 est primordial d'éviter que ces amorces s’hybrident entre elles (création de dimeres
d'amorces) ou avec elles-mémes (auto-hybridation), et qu'elles ne forment de boucles
(structures en forme de pin). La sensibilité¢ de la PCR peut étre réduite par la présence
de diméres d'amorces indésirables (DEBAB et al., 2020).

4.5. Hot Fire :

C’est une ADN polymérase FIER modifiée chimiquement, permettant une
PCR a démarrage a chaud qui améliore la spécificité et la précision.
Réduisez les imperfections d'amorgage ainsi que l'extension des amorces et
des dimeres d'amorces non chauftfés spécifiquement.
(https://solisbiodyne.com/)

4.6. Buffer :

Les tampons de chargement sont des solutions a haute densité, qui facilitent le
chargement de solutions contenant de I'ADN ou de I'ARN dans les puits de gel d'agarose.
Le tampon de charge PCR contient deux colorants, le bleu de bromophénol et le cyanol
de xyléne, qui permettent de surveiller la migration des fragments d'ADN pendant
I'¢lectrophorese en gel d'agarose. Top-bio (https://www.top-bio.com/)

4.7. Mg cl2 :
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C’est un cofacteur essentiel de la Taq Polymérase. Ce cation bivalent interagit également
avec les charges négatives de la chaine d'ADN, limitant ainsi les forces de répulsion entre
brins d'ADN et favorisant donc la stabilité de I'hybridation. (https://www.gazettelabo.ft/)

4.8. DNTPs :

Les dNTPs sont les 4 nucléotides de base : dATP, dCTP, dGTP, et dTTP. Les dNTPs
sont les briques nécessaires a la construction de nouveaux brins d'ADN. Ces 4

nucléotides sont typiquement ajoutés a la réaction de PCR a des niveaux équimolaires
pour une incorporation optimale. (https://www.clinisciences.com/en/)

4.9. Nucléase free water :

L’eau PCR est une eau ultra pure, dont il est prouvé qu’elle est exempte de nucléases,
d’ADN et d’ARN. L’eau ultrapure est une eau particuliérement purifiée, dont la pureté
est supérieure a celle de 1’eau déminéralisée et distillée. Carlroth
(https://www.carlroth.com/fr/fr/)

5.Electrophorése

5.1 Définition :

L’¢électrophorése est une méthode de séparation des molécules en fonction de leur charge
¢lectrique et de leur taille. Lorsqu'un courant électrique est appliqué, les molécules
chargées migrent a travers un gel, les plus petites se déplagant plus rapidement. Cette
technique est utilisée principalement pour analyser les protéines et les acides nucléiques.
Elle permet de visualiser la composition d’un échantillon et de détecter des anomalies.
L’¢électrophorese est un outil fondamental en biologie médicale et en génétique. (Alberts
etal... (2014).

5.2. Concentration du gel d’agarose :

La concentration d’agarose employée est déterminée en fonction de la dimension des
fragments a séparer. Plus le pourcentage d'agarose est bas, plus les morceaux d'ADN se
déplacent rapidement. Habituellement, pour séparer de grands fragments d'ADN, il est
préférable d'utiliser une faible concentration d'agarose, tandis que pour la séparation de
petits fragments d'ADN, une concentration plus ¢levée d'agarose est conseillée.

6.Visualisation de ’ADN :

Apres I’électrophorese, diverses techniques peuvent étre employées pour rendre visibles
les variétés d’ADN distinctes dans le gel a I'ceil nu Les visualisations ont été réalisées a
la fin de la migration grace au trans-luminateur. (Derveaux et al., 2010)

7.Les génes de résistances :

v" Le géne de résistance a la tétracycline : Tet(A) :
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Ce gene est situé sur des plasmides de conjugaison de différents groupes d’incompatibilité
(Bokaeian et al, 2014). Le géne codant tetA chez les bactéries de Klebsiella peut étre
utilisées pour transférer la résistance TET a d'autres bactéries comme E. coli via la
médiation plasmidique (Safika et al., 2022).

Le geéne tetA codifie pour le transporteur proton-[tc-Me] + et pour la pompe d'efflux,
mais surtout, il code pour la protéine membranaire de résistance TetA. Cette protéine
exporte la tétracycline envahissante hors de la cellule bactérienne avant qu'elle ne puisse
toucher sa cible, qui est le ribosome. (Saenger et al., 2000). TetA est une protéine
agissant comme un anti-transporteur tétracycline/métal-proton, localisée au niveau de la
membrane cytoplasmique (Hillen et al, 1994). Chiu et al. (2017) ont aussi souvent
identifié des geénes tetA chez K. pneumoniae qui résiste a la tigécycline. (Du et al, 2018)

v Le géne de résistance de beta lactamine : TEM :

Le gene TEM est a l'origine de la synthése d'une enzyme nommée béta-lactamase de
type TEM, conférant une résistance aux bétalactamines. Ces enzymes ont été
initialement extraites en 1965 d'une souche d'E. coli, issue d'un patient dénommé
Temoneira, a Athenes en Grece, ce qui a donné lieu a leur appellation TEM (Rahman et
al. 2018).

Les béta-lactamases TEM, qui font partie de la classe A des béta-lactamases, ont la
capacité d'hydrolyser les pénicillines et les céphalosporines de premicre génération, a
l'instar de la céphaloridine. L'acide clavulanique et les tazobactams inhibent fortement
ces dernieres. D'apres un rapport de 2005, on a recensé 138 variétés de béta-lactamases
TEM, généralement médiées par des plasmides. Ces variantes proviennent de
modifications dans les génes TEM traditionnels (TEM-1 et TEM-2), qui engendrent des
remplacements d'un ou plusieurs acides aminés au niveau du site actif. (Rahman et al.
2018).

v Le géne de résistance de triméthoprime : dfrAl :

Le gene dfrA1l encode une dihydrofolate réductase (DHFR) qui offre une forte résistance
au triméthoprime, augmentant la résistance de 1000 fois chez E. coli. Il est le plus
courant parmi les génes DFR extra- chromosomiques, retrouvé dans 38 % des souches
porteuses de ces genes, et est fréquemment li€ a des intégrons de type I et 1. (Lombardo
et al. 2016).

v’ Le géne de résistance des quinolones : QNR :

On a découvert les PMQR (Résistance aux quinolones a médiation plasmidique)
lactamase, issu d'une souche de Klebsiella pneumoniae hautement résistante. Ce
plasmide offre une résistance subclinique contre divers quinolones et fluoroquinolones,
en provoquant une multiplication par 8 de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
pour l'acide nalidixique et d'une plage de 8 a 64 fois pour différentes fluoroquinolones.
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Ce plasmide favorise l'identification des souches mutantes présentant une résistance forte
aux fluoroquinolones (Muylaert et al., 2012).

v' Le géne de résistance des aminoglycosides : AAC (3) II :

On retrouve généralement les alleles AAC (3) -II sur des €léments génétiques mobiles
(comme les plasmides et les transposons), ce qui leur permet d'étre transférés
horizontalement entre divers agents pathogénes (Hospital, n.d.). Ce géne se distingue
par sa résistance a la gentamicine, a la tobramycine, au dibékacine, a la nétilmicine, au
2'-N-éthylnetilmicine, au 6'-N- éthylnetilmicine et a la sisomicine. On a cloné les génes
suivants de I’AAC (3) -1 AAC (3) -lIla, AAC (3) -1Ib, AAC (3) -Ilc et AAC (3) -IId.
(Shaw et al., 1993)

v" Le géne de résistance des phenicoles : CMLA

Le gene CMLA (fréquemment référencé comme cmlAl) est un géne conférant une
résistance au chloramphénicol, qui code pour une pompe d'efflux (famille MFS)
permettant l'expulsion de I'antibiotique hors des cellules bactériennes. Il est
principalement centré sur les plasmides et fréquemment 1ié¢ a des intégrons de classe 1,
ce qui favorise sa transmission horizontale et sa Co-sélection avec d'autres génes de
résistance (sulfamides, tétracyclines, aminoglycosides...). On retrouve ce cas dans
plusieurs espéces E. coli, K. pneumoniae. (Bischoff et al., 2005)
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Matériel et Méthodes

1. Matériel

1.1. Objectifs :

Cette étude a pour objectif d’identifier et de caractériser les entérobactéries productrices

de béta-lactamases a spectre élargi (BLSE) impliquées dans les infections nosocomiales
a I’hopital Mohamed Boudiaf de Médéa. Elle vise a déterminer leur fréquence, leur profil
de résistance aux antibiotiques ainsi que leur répartition au sein des différents services
hospitaliers. La détection de la production de BLSE sera réalisée a ’aide de tests
phénotypiques. L’analyse des données permettra d’évaluer les risques associés a ces
souches multirésistantes et de formuler des recommandations en matiére de prévention
et de controle afin de limiter leur dissémination.

1.2 Type d’étude :

Ce travail s’appuie sur I’analyse des échantillons prélevés au sein de 1’hopital,
complétée par une étude descriptive des résultats des antibiogrammes issus des archives
du laboratoire de I’EPSP de Médéa.

1.3 Lieu et période d’étude

Notre étude a été réalisée au niveau de laboratoire bactériologique a I’hopital de
Mohamed BOUDIAF, pendant 02 mois.

1.4 Critéres d’inclusion

1. Patients hospitalisés depuis plus de 48 heures avec un diagnostic d’infection
nosocomiale avéré.

2. Isolement d’entérobactérie a partir d’un prélévement clinique (sang, urine,
expectorations, liquide céphalo-rachidien, pus, etc.)

3. Résistance aux P-lactamines suggérant la production de BLSE (confirmée par
antibiogramme)

1.5 Matériels utilisés :

Le Tableau ci-dessus résume les matériels utilisés.

Tableau N°04 : Les matériels utilisés

Q
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Instruments et appareillage Réactifs et colorants Milieux de culture

* Boites de pétri. eEau Oxygeéne ¢ Gélose nutritive.

* Pipettes pasteur. * Eau physiologique. ¢ Milieu de Mdiller — Hinton.
* Anse de platine. * Violet de Gentiane. * Milieu de Hektoen.

* Lames et lamelles. * Alcool. * Milieu de Chapman.

: E:]fj:qde;?\:g:iez.  Lugol. *Milieu gélose au sang.
«Cellules de Nageotte ¢ Fuchsine basique *Milieu BHIB

« Disques d'antibiotiques. ¢ Huile a immersion. eMilieu de Chromagar
eGalerie API20E * Huile de paraffine

e Ecouvillons eglycérol

e Microscope optique.
e-Eppendorf
eAgitateur

* Etuve

* Réfrigérateur

¢ Becs Bunsen.
eportoirs a tubes
eBains marie

2. Méthodes

1. Préléevements

Les préléevements analysés dans cette étude ont été regus au laboratoire de 1’hopital
de Médéa en fonction des sites infectieux ciblés. Ils ont été réalisés chez des patients
hospitalisés depuis plus de 48 heures. Il s’agissait principalement d’échantillons d’urine,
de pus, de liquide céphalorachidien (LCR) et d’hémocultures, chacun accompagné d’une
fiche comportant les informations suivantes : nom et prénom du patient, date, age, sexe,
service hospitalier et nature du prélévement

Les différents prélévements ont été analysés selon les techniques suivantes.
2. Analyses des prélévements
2.1. Examen direct
2.1.1. Examen macroscopique

L’examen macroscopique est la premiere étape fondamentale d’identification
effectuée ou I’on vérifie I’aspect, la couleur et la consistance des prélevements regus dans
une seringue ou dans un récipient stérile.

Couleur

s
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U En cas normale

La couleur des prélévements qui sont majoritairement du pus, des urines, des liquides
céphalorachidiens et des crachats va clair.

L’urine LCR PUS

Figure N°09 : Prélévements en cas normale (photo personnelle, 2025)
* En cas d’anomalie

Les prélévements peuvent devenir troubles, jaunatres, rougeatres, ou
brunatres. La couleur rougeatre indique souvent la présence de sang.

Consistance

Les préléevements peuvent étre : épais, visqueux, €lastiques ou fluides. Ils peuvent
étre homogenes ou granuleux.

2.1.2. Examen microscopique (cytologique)

L'examen microscopique est une étape clé dans la démarche de diagnostic des
infections bactériennes. Il permet d'observer des structures invisibles a 1'ceil nu.

o Examen direct a I’état frais

Cette méthode permet d’observer la morphologie des bactéries ; leur mode de
regroupement et leur mobilité.

Technique :

- A partir d’un prélevement liquide et a 1’aide d’une pipette Pasteur, déposer une
goutte sur une lame propre, puis recouvrez- la avec une lamelle.

- Placez la lame sur la platine du microscope au grossissement X 40. (Zenati, 2024).
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Figure N° 10: L’état frais des urines et des LCR au microscope (photo
personnelle, 2025)

2.2. Mise en culture

Méthode :

. A proximité du bec Bunsen, le prélévement est ensemencé dans les milieux de
culture appropriés a I’aide d’une pipette Pasteur stérile.

v Gélose Nutritive (GN) : milieu ordinaire, qui convient a la culture des bactéries
non exigeantes.

v' Gélose au sang cuit (GSC) : milieu d’enrichissement, qui permet la culture des
bactéries exigeantes comme (Streptococcus, Neisseria).

v Milieu Chapman : C’est un milieu destiné pour I’isolement des staphylocoques.

v' Milieu Hektoen : c’est un milieu sélectif permettent les isolements et
différenciation des entérobactéries pathogenes et autres bacilles a Gram (-).

. Apres ’ensemencement, les boites sont incubées a 37 °C pendant 24 heures.

. Au cas ou les germes ne poussent pas pendant les 24 heures d’incubation dans le
milieu Chapman, continuer jusqu’aux 48 heures.

. La gélose au sang cuit mise en atmosphere riche en CO2 (en anaérobiose)
I’incubation peut aussi continuer jusqu’aux 48 heures.

*  Apres I’incubation, I’observation de colonies bactériennes sur les milieux de culture
permet d’orienter vers les tests d’identification

ﬂ
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Figure N°11 : Colonies bactériennes sur milieu gélose nutritif et milieu hektoen (photo
personnelle ,2025)

3. Isolement et Identification
3.1. Coloration de Gram (double coloration)

C’est la coloration de base en bactériologie qui permet de classer les bactéries selon
leur structure paroi cellulaire en deux groupes distincts basés sur des propriétés de
coloration : les Gram positifs et les Gram négatifs.

Principe

Cette coloration permet de [D’affinité tinctoriale des bactéries, leur 1’aspect
morphologique et leur mode de regroupement.

Technique
La coloration de Gram comporte plusieurs étapes successives :

- Préparation du frottis : A 1’aide d’une pipette Pasteur on préléve quelques gouttes
d’une suspension bactérienne puis on dépose sur une lame propre ; on étale de centre a
la périphérie et on laisse sécher.

- Fixation : Se fait par la chaleur pour le but de stabilise les bactéries, protége leurs
structures cytologiques et facilite la diffusion des colorants tout en évitant leur
destruction.

- Coloration : Recouvrir le frottis avec le violet de gentiane et laisser agir pendant une
minute.

- Rincer doucement a I’eau

- Recouvrir la préparation avec le Lugol, laisser agir pendant 1 minute.
- Rejeter le Lugol puis rincer a I’eau.

- Décoloration : qui se fait par 1’alcool 95° pendant 30 secondes.

- Rincer a I’eau courante et recouvrir la lame avec la Fuchsine, laisser agir une minute.
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- rejeter la fuchsine, laver abondamment, égoutter, sécher entre deux feuilles de papier
absorbant propres.

Lecture

L’observation s’effectue au microscope optique, a I’objectif X100 avec de I’huile a
immersion. Cette étape permet d’identifier la morphologie des bactéries telles que les
bacilles (batonnets) et les coques (sphériques), ainsi que leur réaction a la coloration de
Gram : les bactéries Gram positif apparaissent en violet, tandis que les bactéries Gram
négatif se colorent en rose. (Tortora et al, 2018).

Figure N° 12: Escherichia coli au microscope optique

3.2. Test d’orientation
v Test de catalase
Ce test est a la base utilisée pour 1’identification des bactéries a Gram positif.
Principe :
Détection la présence de I’enzyme catalase qui décompose le peroxyde d’hydrogene
(H202) avec dégagement d’oxygene.
Technique :

Quelques gouttes d’eau oxygénée (H202) sont déposées sur une lame propre et seche,
puis a I’aide d’une pipette pasteur boutonnée, I’inoculum bactérien est rajouté. (Tortora
et al., 2018).

ﬂ




Matériel et Méthodes

Résultat :

- Le résultat positif se traduit par ’apparition de bulles gazeuses (Catalase
positive).

Figure N°13 : Test de catalase positif (+)
v Test d’oxydase

La recherche d'oxydase est une technique d'identification en bactériologie concernant
les bactéries a Gram négatif.

Principe

Le test consiste a mettre en évidence la capacité que possede la bactérie a oxyder un
réactif incolore (la NN-diméthyl-paraphényléne diamine) en un dérivé rose violacé.

Technique

Placer un morceau de papier imprégné du réactif sur une lame et a I’aide d’une pipette
Pasteur prélever une colonie bactérienne bien isolée et la déposer doucement sur le
papier. (Tortora et al., 2018).

Résultats

- Si la colonie prend une teinte rose, violette, le germe posséde une oxydase : le test est
positif.

- Si la colonie reste incolore, le germe ne posséde pas d’oxydase, le test est négatif

Figure N°14 : Test d'oxydase négatif
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3.3. Galerie API 20E (Appareils et Procédés d'lIdentification pour les
entérobactéries)

Api 20E comporte 20 micros tubes contenant des substrats déshydratés. Les
microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne réalisée en Api 20E Médium
qui reconstitué les tests.

Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages
colorés Spontanés ou révéler par 1’addition de réactifs.

La lecture de ces réactions se fait a I’aide du tableau de lecture et I’identification est
Obtenue a I’aide du tableau d’identification.
Technique :
* Préparation de la galerie

Assembler le fond et le couvercle d’une boite d’incubation et répartir de I’eau dans
les alvéoles pour créer une atmosphére humide ;

Déposer stérilement la galerie dans la boite d’incubation.
* Préparation de I’'inoculum

Utiliser un tube contenant 5 ml d’eau physiologique stérile ou d’eau distillée stérile
sans additif.

A T’aide d’une pipette pasteur, prélever une seule colonie bien isolée sur milieu
gélosé ;

Réaliser une suspension bactérienne en homogénéisant soigneusement les bactéries
dans le milieu.

*Inoculation de la galerie :

A I’aide d’une pipette Pasteur stérile, introduire la suspension bactérienne dans
chaque tube.

Appliquer la pointe de la pipette contre la paroi intérieure pour éviter la formation
de bulles.

*Incubation
Incuber la boite pendant 24 heures a 37°C.
electure et interprétation :

Les réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages
colorés spontanés ou révélés par l'addition de réactifs.
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Interpréter les résultats a 1’aide du tableau de lecture présent dans la notice ou sur le
site de bio Mérieux.

Identifier la souche bactérienne a I'aide du Catalogue Analytique. (Bioméreiux. 2024).

Figure N°15 : Identifications des souches BLSE par la galerie APl 20 de deux
différentes prélévements (LCR, PUS) (Photo personnelle, 2025)

4.Etude de la sensibilité aux antibiotiques
» Antibiogramme
. Principe

L'antibiogramme est une analyse de laboratoire réalis¢ par la méthode de diffusion en
gélose (méthode des disques), selon Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).
I1 repose sur la connaissance du phénotype sauvage caractéristique de l'espéce et de
différents phénotypes de résistance acquis. Ces dernieres sont définies non seulement par
des caractéres de résistance en termes de catégories clinique ("I", " S " ou "R"), mais
aussi en termes de diminution significative de sensibilité et par des images typiques
(Synergie).

_Milieu pour antibiogramme :

Le milieu utilisé pour réaliser 1’antibiogramme est la gélose Muller Hinton (MH), il
doit étre coulé en boites de Pétri sur une épaisseur de 4 mm puis séchées avant I’emploi.

_Préparation de I’'inoculum :

A partir d’une culture pure agée de 18 a 24 heures, obtenue sur un milieu d’isolement
approprié (notamment pour la revivification des souches conservées par ensemencement
sur gélose GN), quelques colonies bien isolées et morphologiquement identiques sont
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prélevées a 1’aide d’une anse de platine. Celles-ci sont ensuite mises en suspension dans
5 ml d’eau physiologique stérile, puis homogénéisées de maniére a obtenir une
suspension bactérienne uniforme.

_Ensemencement :

Tremper un écouvillon stérile dans I’inoculum. L’essorer en le pressant fermement (et
en le tournant) contre la paroi interne du tube, afin de décharger au maximum. Frotter
I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries serrées.

Répéter I’opération 2 fois, en tournant la boite a chaque fois, sans oublier de faire pivoter
I’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la
périphérie de la gélose. Dans le cas ou 1’on ensemence plusieurs boites de Pétrie, il faut
recharger 1’écouvillon a chaque fois.

_Application des disques d’antibiotiques :

A l’aide d’une pince stérile, les disques sont retirés de 1’étui, et placés sur la gélose,
idéalement ne pas placer plus de 6 disques d’antibiotiques sur une boite de 90 mm,
presser légerement chaque disque d’antibiotique a I’aide de la pince et ne pas déplacer
apres application. La liste des antibiotiques a tester selon la bactérie isolée.

_Incubation :
Les boites sont mises a I'é¢tuve a 37°C pendant 18 a 24h.
_Choix des antibiotiques

Les antibiotiques testés lors de la réalisation de I’antibiogramme des entérobactéries
sont :

Ampicilline (AMP), Amoxicilline-acide clavulanique (AMC), Ticarcilline (TIC),
Pipéracilline (PRL), Céfazoline (KZ), Céfotaxime (CTX), Céftriazone (CRO),
Imipéneme (IPM), Amikacine (AK), Gentamicine (CN), Acide nalidixique (NA),
Ciprofloxacine (CIP), Colistine (CT), Triméthoprime-sulfaméthoxazole (SXT),
Chloramophénicol(C).

_Lecture et interprétation :

Les résultats sont exprimés en mm apres lecture des diameétres des zones d'inhibition
et sont interprétés en trois catégories : S = sensible et R= résistant en se référant aux
normes CLSI. (Pelczar et al., 1993).

ﬂ
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Figure N°16 : Antibiogramme

5.Recherche de la béta-lactamase a spectre élargi
5.1. Test de synergie

Il consiste a rechercher une image de synergie entre un disque d’antibiotique contenant
un inhibiteur de béta-lactamases tel que (amoxicilline-acide clavulanique) et un disque
C3G (ceftriaxone, ceftazidime, et céfotaxime) ou un monobactame (aztréonam). L’image

de synergie dite en bouchon de champagne est caractéristique de la présence de BLSE.
(Bourijilat et al., 2009).

* Technique

Selon la technique du CLSI de I’antibiogramme, un inoculum est préparé a partir d’une
culture jeune de 18h. La gélose Mueller-Hinton est ensemencée selon la méthode
préconisée par CLSI, puis deux disques, ’un contenant ’association amoxicilline-acide
clavulanique et I’autre une céphalosporine de troisiéme génération, sont placés cote a
cote a 3cm de distance mesurés centre a centre. Les boites de Pétri sont incubées 18h a
37°C. L’image de synergie peut-étre en bouchon de champagne caractéristique de la
BLSE, ou bien en entonnoir correspondant souvent a une hyperproduction de béta-
lactamases naturelles. (Jarlier et al., 1988) (Sirot, 1996).

]
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Figure N°17 : Test de synergie positif de différentes souches des entérobactéries
5.2. Test du double disque (test espagnol)

La détection de la béta-lactamase a spectre ¢largi (étendu) peut étre confirmée par
le test du double disque. Ce test plus sensible consiste a rechercher une augmentation de
la zone d’inhibition d’un disque de C3G.

_La technique est la suivante :

A partir d’une culture de 18h une suspension est préparée avec une opacité égale a 0.5
McFarland, une gélose Mueller-Hinton est ensemencée selon la technique de
I’antibiogramme. Deux disques sont déposés, un disque AMC et un disque de C3G (CTX
ou CAZ). On laisse diffuser a température ambiante pendant une heure, puis le disque
AMC est 0té et remplacé par un disque de C3G (CTX ou CAZ). Les boites sont
incubées18h a 37°C.

Le test est considéré positif, si le diametre de la zone d’inhibition du disque de C3G est
supérieur de 4 a 5 mm, comparé a celui observé autour du disque de C3G appliqué apres
pré diffusion du disque de I’AMC. (OMS 2020 )
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Figure N°18 : Test espagnol positif d'Entérobactérie

6. Technique moléculaire ; PCR

6.1. Cadre d’étude :

Cette étude vise a réaliser la caractérisation, moléculaire des souches de BLSE afin de
rechercher les génes de résistance aux antibiotiques. Les souches ont été isolées a
I’hopital de Médéa, a partir de différents prélévements dans les infections nosocomiales.

6.2. L’isolement des souches BLSE :

Parmi les 25 souches BLSE isolées, il y a aussi des souches déja conservées dans Milieu
solide. Celles-ci ont été enrichies en ajoutant quelques gouttes de milieu BHIB (Brain
Heart Infusion Broth), puis incubées pendant 2 heures afin de favoriser leur reprise de
croissance. Apres cette incubation, un ensemencement a été effectué sur les milieux
sélectifs GN et Hektoen, permettant I’ obtention de cultures jeunes adaptées a la poursuite
des analyses microbiologiques.

Les souches préalablement conservées ont été réactivées par un enrichissement, réalisé
en ajoutant quelques gouttes de milieu BHIB dans les tubes contenant les souches. Ces
tubes ont ensuite été incubés pendant 2 heures a 37°C, afin de stimuler la reprise de la
croissance bactérienne aprés 1’incubation, un ensemencement a été effectué sur deux
milieux de culture sélectifs : le milieu GN et le milieu Hektoen. A 1’aide d’une anse
stérile, une petite quantité de la culture enrichie a été prélevée, puis étalée soigneusement
a la surface de la boite de Pétri Les boites ont ensuite été incubées a 37°C pendant 24
heures, ce qui a permis ’obtention de cultures jeunes et pures.
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Figure N°19 : Souches conservées avant et aprés I’enrichissement

6.3. Identification des souche BLSE

Les souches ont été isolées et identifiées par les méthodes biochimiques. L'identification

des souches d’Entérobactéries a été réalisée a I’aide de méthodes biochimiques
classiques, notamment grace a la galerie API 20E, qui permet une identification précise
basée sur les réactions enzymatiques spécifiques a chaque espece. Parallélement,
I’ensemencement sur le milieu Chromagar a été utilisé comme outil complémentaire pour
détecter rapidement la présence de souches potentiellement productrices de -lactamases
a spectre ¢largi (BLSE), en se basant sur la couleur et 1’aspect des colonies obtenues.

Figure N°20 : Identification ses souches par Chromagar (photo personnelle,2025)
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6.4. Méthode de conservation
Deux a trois colonies de culture bactérienne ont été rassemblées dans des tubes contenant
un mélange de 50% de glycérol et 50% de BHIB.

Les souches BLSE ont été conservés dans un milieu de conservation préalablement
préparé (dans un Eppendorf de 1,5 ml mettre 50%de glycérol avec 50% de milieu BHIB).

Deux a trois colonies bien isolées ont été mis dans I’Eppendorf et elles ont été¢ mélangées
avec un vortex jusqu’a I’homogénéisation compléte et conservéesa  -20°C.

- .
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Figure N°21 : Méthode de conservation (photo personnelle , 2025)

6.5. Repiquage sur milieu Hektoen :

La suspension bactérienne obtenue a partir de milieu de conservation sur le milieu
Hektoen a I'aide d'une anse de platine, puis incubée a 37°C pendant 24 heures.

E



Matériel et Méthode

Figure N° 22: Repiquage des entérobactéries sur milieu Hektoen ( photos personnelle
2025)

6.6. Extraction d’ADN :

A. Préparations des milieux pour I’extraction d’ADN :
e EDTA

Pour préparation la solution d’EDTA, on commence par dissoudre 1,8 g d’EDTA (acide
éthyléne diamine tétra acétique) dans 8 ml d’eau distillée sous agitation. Etant donné que
I’EDTA ne se dissout pas completement a pH acide, on ajoute ensuite progressivement
de la soude (NaOH) tout en agitant, afin d’ajuster le pH de la solution jusqu’a atteindre
un pH de 8. Une fois le pH corrigé, ’EDTA se dissout entiérement. Enfin, on compléte
la solution avec de 1’eau distillée jusqu’a obtenir un volume final de 100 ml.

e TRIS

Afin de préparer une solution tampon de Tris, on dissoudre 1,2 g de Tris dans 8 ml d’eau
distillée sous agitation. Ensuite, on ajuste le pH de la solution a la valeur souhaitée en
ajoutant progressivement de 1’acide chlorhydrique (HCI), tout en maintenant 1’agitation.
Une fois le pH ajusté, on compléte le volume avec de I’eau distillée jusqu’a obtenir un
volume final de 100 ml.

e TE (Tris-EDTA)

Dans un bécher de 100 ml on prépare la solution tampon TE (Tris-EDTA), on utilise 1
ml de la solution de Tris, auquel on ajoute 0,2 ml de solution d’EDTA. Le mélange est
ensuite complété avec 98,9 ml d’eau distillée afin d’obtenir un volume final de 100 ml.
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Figure N°23 : Solutions d’extraction

B. Procédure d’extraction d’ADN :

Toutes les étapes d’extraction d’ADN ont été effectuées sous une hotte microbiologique
décontaminée préalablement par les radiations ultra-violet (UV) pendant 20 minutes.

3 ou 4 colonies isolées a partir de la culture sur milieu Hektoen a 1'aide d'une anse de
platine stérile ont été suspendu dans un tube incurvé de 2 ml contenant 150 uLL de tampon
TE (Tris-EDTA) a pH 8 bien mélangées par un vortex. Ensuite, soumettre la suspension
bactérienne a une ébullition a 100 °C pendant 10 minutes a I’aide d’un thermo-agitateur
(choc thermique). Cette étape permet la lyse des cellules et la libération de ’ADN. Les
tubes ont été centrifugés a 12 000 tours par minute pendant 14 minutes. On obtient
finalement un surnagent et un culot blanc.

_Le surnageant, contient I’ADN libre (génomique ou plasmidique), qui est utilisé ensuite
pour la PCR

_ Le culot blanc contient principalement les débris cellulaires.

5



Matériel et Méthode

Figure N°24 : Appareil thermo-agitateur (photo personnelle , 2025)

6.7. Amplification en Chaine par Polymérase (PCR) :
% Reconstitution des amorces :

Les amorces ont été¢ centrifugées pendant 1 minute & une température ambiante. On
prendre 1 pL. d’amorces directe ou inverse, auquel on a ajouté 49 uL d’eau distillée
stérile. Cette dilution a été¢ soigneusement homogénéisée a I’aide d’un vortex, puis
briévement centrifugée. Les amorces diluées ont été¢ conservées a -20 °C jusqu’a leur
utilisation dans les réactions de PCR.

Préparation du Mix de PCR standard :

Tableau N°0S :-Milieux utilisés dans la PCR pour un seul échantillon

Composants Volume (ul)
GC Rich 0.2

Buffer BD 2

Mg cl2 2

DNTP 0,2

FIRE 0,2
Forwarde primer 0,5

Reverse primer 0,5

L’eau distillée 9,4
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ADN ‘5

Figure N°25: Préparation des mix (photo personnelle, 2025)

% Réaction de polymérisation en chaine (PCR) :

La préparation de la réaction de polymérisation en chaine (PCR) commence Sous une
hotte Biocap dans un milieu stérile par la sélection d’amorces spécifiques aux genes de
résistance ciblés, notamment TEM, tet(A), qnr, cmlA, dfrAl et aac(3)II Pour chaque
réaction, une combinaison de réactifs est ajoutée, comprenant un tampon (buffer BD), un
agent d’enrichissement en bases GC riches (Rich GC), une ADN polymérase
thermostable (Fire), des désoxynucléotides triphosphates (ANTPs) et du chlorure de
magnésium (MgCl.), pour un volume total de 5,6 uL. Ensuite, on ajoute 5 pL. d’ADN
extrait et 9,4 uL d’eau distillée stérile pour compléter le mélange réactionnel. L’ensemble
est brievement centrifugé puis homogénéisé a I’aide d’un vortex afin d’assurer une bonne
répartition des composants.

Le mélange réactionnel a été versé dans des barrettes a PCR ensuite, les barrettes ont été
placés dans le thermocycleur pour I’amplification, et ce dernier a été réglé selon le
processus suivant :

La premiere étape consistait en une dénaturation initiale a une température de 95°C
pendant 15 minutes. Ensuite, les étapes de dénaturation (95°C pendant 30 secondes), en
maintenant une température d’hybridation selon chaque gene pendant 30 secondes et
d’élongation (a2 72°C pendant 1 minute) ont été répétées 40 fois pour effectuer un total
de 40 cycles d'amplification. Apres les 40 cycles, une étape d'élongation finale a été
réalisée a 72°C pendant 5 minutes pour garantir une compléte extension des amplicons.
Ces cycles répétés entrainent une amplification exponentielle de la séquence d'ADN
cible, conduisant a une accumulation suffisante d'amplicons pour les détecter et les
analyser par la suite (Nguyen et al., 2016).
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Figure 27 : Amplification des souches dans le thermocycleur

Tableau N°06 : Amorces utilisées dans la réaction de PCR standard
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Matériel et Méthode

Gene Amorce |S¢quence oligonucléotide (5'- Souches |Tm (° | Tem| Référence
3
BLSE © | ps
d’élo
Utilisé ngati
on
Béta-lactames | TEM |(F)CATTTCCGTGTCGCCCTTAT| Escherichia 56 |Imin| (Acces et al.,
coli
TC 2022)
Klebsiella
(R)YCGTTCATCCATAGTTGCCTG| pneumoniae
AC
Tétracycline | Tet(A) |(F)GGTTCACTCGAACGACGTC | Escherichia | 60 |lmin| (Ali, 2020)
A coli
Klebsiella
pneumoniae
(R)CTGTCCGACAAGTTGCATG
A Proteus sp
Enterobacter
sp
Quinolones Qnr | (F)GGGTATGGATATTATTGAT | Escherichia 55 |Imin| (Wang et al.,
coli
A AAG 2004)
Klebsiella
(R)CTAATCCGGCAGCACTATT | pneumoniae
TA
Proteus sp
Enterobacter
sp
Triméthoprime DfrAl |(F) GGAGTGCCAAAGGTGAACA| Escherichia 55 |1lmin (Ali, 2020)
coli
e GC
Klebsiella
(R)\GAGGCGAAGTCTTGGGTAA| pneumoniae
AAAC
Proteus sp
Aminoglycoside | aac(3)II | (F)ACTGTGATGGGATACGCGT | Escherichia 60 1 (Ma et
des C coli min
al., 2015)
Klebsiella

(R)CTCCGTCAGCGTTTCAGCT
A

phneumoniae

Enterobacter
sp

ﬁ
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Chloramph | CmlA (F) Escherichia | 56 1 | (Momta et al
) CCGCCACGGTGTTGTTGTTATC coli min 2012)
enicol (R)
Klebsiella

CACCTTGCCTGCCCATCATTA | pneumoniae
G

Enterobacter

sp

6.8. Electrophorése du produit de PCR :
A. Préparations pour I’électrophorése :
v" TBE(Tris-Borate-EDTA)

La préparation du tampon TBE (Tris-Borate-EDTA) consiste a dissoudre 0,389 g
d’EDTA dans 2 ml d’eau distillée sous agitation, puis on ajuste le pH a 8 a 1’aide de
NaOH. Ensuite, on mélange cette solution avec 2 ml d’EDTA supplémentaire, 5,9 g de
Tris et 2,75 g d’acide borique dans 1 litre d’eau distillée, ce qui donne une solution de
TBE 0,5 M préte a I’emploi.

v Préparation de gel d’agarose :

6g d’agarose ont €té pesés et versés dans une bouteille en verre puis 400 ml de tampon
TBE 0.5x ont été fondé aux micro-ondes et mélangé délicatement (la bouteille doit étre
sans bouchon). Sous une hotte chimique le mélange a été par la suit verser dans deux
tubes coniques de 50ml puis lul de SYBR Safe a ét¢ ajouté dans les deux tubes. Le
mélange des deux tubes a été versé dans un plateau de support et laissé refroidir pendant
15 min.

B.L’électrophorése :

Le gel a ensuite été placé dans une cuve d’¢lectrophorése et submergé de tampon de
migration TBE. Dans le premier puit du gel pl de poids moléculaire (Ladder) ont été
ajoutée, ensuite, 6 ul du produit de PCR ont été mélangé avec 2ul de Bleu de charge dans
le but de donner un poids a I’ADN. Ce mélangé a été versé dans le 2 -€me puit et ainsi
de suite pour les autres échantillons.

La séparation des produits de PCR a été réalisée par électrophorese a une tension de
135V pendant 20 minutes. Par la suite, la visualisation des bandes d'ADN a été effectuée
a l'aide d'un Trans illuminateur UV.
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Figure 28 : Migration d’ADN par la cuve d’¢lectrophorése
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Résultats et Discussion

2. Résultats

Notre étude est basée sur les entérobactéries isolées a partir des différents prélévements
(urines, pus, LCR, hémoculture) qui sont collectés au niveau de laboratoire de 1'hopital
de MEDEA.

Au cours de la période de stage, un total de 550 entérobactéries et 53 souches
productrices de B-lactamases a spectre étendu (EBLSE) ont été identifiées, sur la base
des données issues des études rétro prospectives.

1.1. Répartition globale des souches d’entérobactéries isolées
1.1.1. Répartition selon le type de préléevement :

Les entérobactéries isolées selon le type de prélévements sont illustrées dans la figure
suivante (figure 27)

Type du prélevement

3% 1%

HUrine HEPUS BLCR EHémoculture

FigureN°29 : Réparation des entérobactéries selon le type de prélévements a Médéa de
2023 a 2025.

La majorité des prélévements réalisés concernent le pus, représentant 59 % des cas, suivis
par les prélevements urinaires (37 %). Les prélévements de liquide céphalorachidien
(LCR) ne constituent que 3 %, tandis que les hémocultures avec un taux de (1 %).

1.1.2. Répartition selon le sexe :

La répartition des souches d’entérobactéries en fonction du sexe sont démontrés dans
une figure dessous
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B Masculin B Féminin

Figure N°30 : Répartition des souches d'entérobactéries en fonction du sexe

Comme I’indique la figure 28 la répartition des souches isolées selon le sexe montre
que les patients de sexe féminin sont plus touchés avec une fréquence de 59% que
les patients de sexe Masculin avec 41% avec une sex-ratio Homme/Femme de 0,69%.
1.1.3. Répartition selon le type du service :

La figure ci-dessous illustre la répartition des entérobactéries en fonction des
différents types de services hospitaliers.

SIS
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10 ‘ |
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Figure N°31: Répartition des souches d'entérobactéries selon les services
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les services

CH.H : chirurgie homme / CH. F : chirurgie femme /GYN : gynécologie /
MAT : maternité / M.H : médecine homme / ML.F : médecine femme / CCI :
chirurgie infantile / PED : pédiatrie /ONCO : oncologie / OPHT : ophtalmologie /
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INF : infectieux / P.O : poste opératoire / ORL : oto- rhino- laryngologie /PHT.H :
pneumologie et physiologie homme / PHT.F: pneumologie et physiologie femme.

Selon la répartition des entérobactéries en fonction des différents services la montre
que la fréquence plus ¢€levée est enregistrée dans les services chirurgie homme ;
gynécologie et chirurgie infantile avec un taux (10%), suivi du service de maternité,
services de médecine homme et femme avec (8%) et enfin la fréquences Moyenne
des entérobactéries dans les services restés.

1.1.4. Répartition selon ’espeéce :

Les germes identifiés sont illustrés dans la figure (figure 30)

= Escherichia coli = klebsiella pneumoniae
Enterobacter spp = Profeus spp
= serratia spp Morganella spp

Figure N°32 : Répartition des souches d’entérobactéries selon 1’espéce.

L’espece Escherichia coli reste le germe le plus fréquemment isolé (43%), suivi par
Klebsiella pneumoniae avec un pourcentage de 24%, suivi d’Enterobacter spp avec 15%,
Proteus spp avec 13%, Serratia avec 4% et Morganella spp avec un taux 1%.

1.2.  Répartition des souches d’entérobactéries BLSE (+)

Sur un total de 550 souches d’entérobactéries isolées, 53 souches ont montré une
entérobactérie productrice de BLSE soit une fréquence de 10 %.

1.2.1. Répartition des souches d’entérobactéries BLSE (+) selon le type de
prélévement

La figure ci-dessous indique la répartition des entérobactéries productrices de b-
lactamase a spectre élargi en fonction de différents types de prélévements.

-
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H Urine B PUS HILCR B Hémoculture

Figure N° 33 : Répartition des souches d’E-BLSE selon le type de prélévement

Les résultats illustrés dans la figure indiquent que la fréquence des souches BLSE
isolées a partir du pus 51% est plus élevée que celles des souches isolées des urines 38%

et celles des souches isolées des autres prélevements comme LCR 9% et Hémoculture
2%.

1.2.2. Répartition des souches d’entérobactéries BLSE (+) selon le sexe

La figure ci-dessous montre le pourcentage de deux sexes a partir des souches E-
BLSE.

Masculin ™ Féminin

Figure N°34 : Répartition des E-BLSE selon le sexe.

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

sexe féminin avec 53% (n=28), par apport a 47 % (n= 25) des souches isolées chez
les patients du sexe masculin, avec une sex-ratio de 0.47.
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1.2.3. Répartition selon les différents types de services :

La figure (14) représente la distribution des souches BLSE dans différents services.

18
16
14
12
10

pourcentage %

o N B O W
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11 11
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MAT
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P.O
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TRF
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Les services

Figure 35 : Répartition des souches selon les différents types de services

La figure 33 montre que les services les plus concernés sont la chirurgie hommes (17 %),
la gynécologie (13 %), la médecine homme et la chirurgie infantile (CCI) également a
(11 %), la chirurgie femme (9%), service médecine femme (8%). En comparaison, les
autres services affichent des taux plus faibles, entre (4 %) et (2 %).

1.2.4. Répartition des souches d’entérobactéries BLSE (+) selon ’espéce

M Escherichia coli o klebsiella pneumoniae B Enterobacter spp

M Proteus spp M serratia spp
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FigureN°36 : Répartition des souches d’entérobactéries BLSE (+) selon I’espéce
(n=53)

La répartition des souches d’entérobactéries productrices de BLSE rapporte que
Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae sont les bactéries qui occupent toujours les
premiéres classes avec les plus fortes proportions (38% et 27% respectivement).

1.2.5. Profil de résistance globale aux antibiotiques des souches

d’entérobactéries BLSE (+)

Les pourcentages de sensibilit¢ et de résistance des différentes souches
d’entérobactéries BLSE sont donnés dans (la figure 35).

== 100 100 100 100 100100
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Les antibiotiques

M Résistance M Sensible

Figure N°37 : Profil de résistance aux antibiotiques des souches d'entérobactéries BLSE (+)
(n=53)

La figure 35 démontre une résistance élevée des souches d’entérobactéries productrices
de BLSE aux AMP, AMC, CZ, CTX, COT, FT et SXT et une sensibilité¢ élevée des
souches aux AK, ERT, CAZ, IMP, CS, CL, FOX.

1.2.5.1.  Profil de résistance d’Escherichia coli BLSE (+)
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Figure N°38 : Profil de résistance et de sensibilité¢ d 'Escherichia coli BLSE (+)
(n=53)

L’analyse du profil de résistance des souches d’Escherichia coli montre un taux de
résistance élevées avec un pourcentage de (100%) vis a vis de 1’ampicilline,
Cefazoline, Céfotaxime, Une résistance importante vis-a-vis de 1’association de
I’amoxicilline et ’acide clavulanique (92%). Egalement pour la Céfoxitine (60%) et
un taux de Ciprofloxacine (67%). Et pour la sensibilité démontre qu’un pourcentage
total (100%) dans ’amikacine, Ceftazidime, imipen¢me.

Profil de résistance Klebsiella pneumoniae BLSE (+)

Klebsiella pneumom’ae
120 100

100100 100 100 100 100 100

100 4
)
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=
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AMP AMC FOX COT CIP CTX AK ETP CAZ IMP
LES ANTIBIOTIQUES
EmR mS

Figure N°39 : Profil de résistance et de sensibilité de Klebsiella pneumoniae BLSE (+)
(n=53)

L’analyse du profil de résistance des souches de Klebsiella pneumoniae montre un taux
de résistance totale vis a vis de AMC, CZ, CTX, SXT, COT et CAZ. Et en revanche une
sensibilité compleéte vis-a-vis de IMP, AK, CL, ETP.
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Profil de résistance Enterobacter spp BLSE (1)

Enterobacter Spp
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Figure N°40 : Profil de résistance et de sensibilité d’Enterobacter spp BLSE (+) (n
=53)

Chez les Enterobacter spp BLSE, on observe une résistance a béta lactamines
notamment aux céphalosporines de3éme générations tel que : AMP, AMC, CZ, CTX
et COT. Avec un taux total de AK et CL.

1.2.5.2.  Profil de résistance de Proteus spp BLSE (1)

Profil de résistance et de sensibilité de Proteus spp BLSE (+) présente une résistance
compleéte dans les antibiotiques suivants :

Proteus spp
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Figure N°41 : Profil de résistance et de sensibilité¢ de Proteus spp BLSE (+) (n=53)
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Profil de résistance et de sensibilit¢ de Proteus spp BLSE (+) présente une résistance
complete dans les antibiotiques suivants : AMP, CZ, CTX, CIP et SXT. Et les souches
conservent une sensibilité totale a IMP, FOX et AK.

1.3. Etude prospective des souches E-BLSE
1.3.1. Etude phénotypique des E-BLSE
1.3.1.1. Répartition des souches selon le type de prélévement

M Urine ®WPUS mLCR B Hémoculture

Figure N°42 : Répartition selon le type de prélévement (n=25)

1.3.1.2.  Répartition selon le sexe

Masculin
a82%
Féeminin
52%

Figure N°43 : Répartition selon le sexe (n=25)

1.3.1.3.  Répartition selon le type du service
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Figure N°44 : Répartition selon du service (n=25)

1.3.1.4. Répartition selon ’espéce

m Escherichia coli m klebsiella pneumoniae m Enterobacter spp m Proteus spp

Figure N°45 : Répartition selon I’espece (n=25)

1.3.1.5. Profil de résistance des souches BLSE
1.3.1.5.1. Profil de résistance d’Escherichia coli

E.coli
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Figure N°46 : Profil de résistance de E. coli (n=25)
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1.3.1.5.2. Profil de résistance de Klebsiella pneumonie

Klebsiella pneumoniae
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Figure N°47 : Profil de résistance de K. pneumonie (n=25)
1.3.1.5.3. Profil de résistance d’Enterobacter spp
Enterobacter spp
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X
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Figure N°48 : Profil de résistance d 'Enterobacter spp (n=25)
1.3.1.5.4. Profil de résistance de Proteus spp
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Proteus spp
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Figure N°49 : Profil de résistance de Proteus spp (n=25)
1.3.2. Etude Génotypique des E-BLSE

Sur un total de 53 souches d’entérobactéries productrice BLSE isolées, 25
souches ont été retenues pour les études de la PCR.

1.3.2.1. Répartition des isolats selon les genes de résistance

La figure (48) montre les isolats étudiés de différentes souches des entérobactéries
BLSE (+) (n=25)

o5 100 100
100
20 69
57
60 43
a0 -~ 31
20 5 0 0 0

QNR TET

100

Pourcentage %

Les systemes

B Présence M Absence

Figure N°50: Répartition des isolats selon les genes de résistances

La figure montre que les systemes de résistance AAC (57 %) et TEM (31 %) sont les plus
présents, tandis que DFR est faiblement détecté (5 %) et les systemes CMLA, QNR et
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TET sont totalement absents (0 %). Cela indique une prédominance de la résistance aux
aminoglycosides et aux bétalactamines.

= Géne TEM

Gel O1

Figure N°S51 : Résultat d’¢lectrophorese du gene TEM (photo originale, 2025)
= Géne CMLA

Figure N°52 : Résultat d’¢lectrophorése du géne CMLA (photo originale ,2025)

= Géne QONR
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Figure N°53 : Résultat négatif d’¢lectrophorése du géne QNR (photo originale

2025)
1.3.2.2.

Répartition Spécifique des Clades E-BLSE

Tableau N° 07 : Répartition spécifique des clades E-BLSE

Type des Nombre
clades TEM DFR AAC | CMLA | QONR TET | des souches
1 - - - - - - 10
2 - - + - - - 9
3 B - - - - - 2
4 B - + - - - 3
5 - + - - - - 1

Le tableau montre la répartition de 25 souches E-BLSE en cinq clades selon leurs profils
génétiques. Le clade 1 (10 souches) est totalement dépourvu de geénes de résistance. Le
clade 2 (9 souches) présente uniquement le géne AAC. Le clade 3 (2 souches) exprime
TEM, le clade 4 (3 souches) TEM et AAC, et le clade 5 (1 souche) DFR. Cette répartition
met en évidence une grande diversité génétique entre les souches, avec une
prédominance notable des souches dépourvues de génes de résistance étudiés.

o Figure ci-dessous représente les différents clades des différentes souches des
entérobactéries BLSE (+)

E



Résultats et Discussion

Les clades
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Figure N°54 : Les clades de différentes souches des entérobactéries BLSE (+)

La figure montre une répartition inégale des souches entre les clades. Les clades 1 et 2
sont les plus dominants avec respectivement (40 % )et (36%), tandis que les clades 3, 4
et 5 sont beaucoup moins représentés (8%, 12% et 4%). Cette distribution refléte une
prédominance des profils génétiques associés aux deux premiers clades.

1.3.2.3. Répartition des souches selon le génotype et le phénotype
» E. coli

Tableau N°08 : Répartition des isolats selon le génotype et le phénotype des souches par
rapport aux différents antibiotiques.

No T |A|A|C|C|F | C|I |[A|GIA|IQ | C|D|S|C |Cc|T|T
mb | E M| M|Z|T | O|A M|A |N/K/N|I |[F X M |L|E E
re M|P |C X | X|Z |P|C R|P|R|T|L T

de A

sou

che

S

1 A R|IRIRIR|S|/|S|A|S|S|A|S|A|S| A |/|A]|/
2 AR/ RIR|/7|S|S|S|IA|S|S|A|S|A|/|A|S|A|/
3P| RIR|R|{/|S|/7|S|P|S|IS|A|S|A|/]|A]|/|A]/
4 P RIRIRIS|S|/|S|/P|S|SIA/RIA|/|A|/|A|I
5 AR/ RIR/IS|S|/7|S|A|S|IS|IA R|IA|S|A |/]|A|/
6  AIR/IR/IRIR|S|/7|S|AR|S|IA|/R|A|/]|A|/|A]/
7 AR/ RIRIR|S|/ |/ |A|S|S|A|S|A|R|A |/]|A|/
8 A/ RIRIRIR|R|/7|/7|P|R|ISIARIA|R| A |/]|A|/
9 | AIR|S/RIR|S|/7 |/ |A|S|S|A|S|A|/]| A |S|A]|/
10 | P  R|R|RIR|/7 |/ |/T]A|S|S|AR|A| /| A |S|A|/
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Le tableau montre une forte prévalence de résistance chez les souches d’E. coli,
notamment aux bétalactamines, avec plusieurs cas de multirésistance. Certaines

P : Présence
R : Résistance

A : Absence
S : Sensible

souches portent des génes de résistance (génotype "P") corrélés a une résistance
phénotypique (""R"). La présence de souches probablement productrices de BLSE
est suspectée.

» Klebsiella pneumoniae

Tableau N°09 : Répartition des isolats selon le génotype et le phénotype des

souches par rapport aux différents antibiotiques

No | T A |A |C|IC|F |C|I |[A|GIAIQ|C|D |S |C C'T | T
mb E M M |Z| T | O A MA N K|N|I |F | XM |L|E|E

re M |P |C X | X |Z |P |C R [P |R |T |LA T

de
sou
che

S

1 P R|R|RIR|/R|/ |[R|IA|S|IS|A|S|A|S A S|A |/
2 A R|R|RIR|S |/ |/ |[A|JR|S|A | R|A|R A S|A |/
3 AR/ R RIR|/R|/ |[R|/P|S|S|A R|IAR|A |/ |A]|/
4 AR R | RIR|S |/ |/ |[AJR|IS|IA|R|JA|S A S|A |/
5 P R R | RIR|S |/ |/ |P|R/ISIA RIAR|A |/ |A]|/
6 AR|R|RIR|S |/ |/ |[P|S|S|IA R|IAR|A |/ |A]|/

Ce tableau montre que la majorité des souches de Klebsiella pneumoniae présentent une

multirésistance, notamment aux bétalactamines (AMP, CAZ, CTX). Les genes de
résistance comme TEM et CTX-M sont détectés, surtout chez les souches 1 et 5. Une
corrélation est observée entre la présence de ces genes et le profil phénotypique résistant.
La seule souche 6 présente une sensibilit¢ plus marquée, suggérant l'absence de
mécanismes majeurs de résistance.

» Enterobacter spp

Tableau N°10 : Répartition des isolats selon le génotype et le phénotype des souches par
rapport aux différents antibiotiques.

No [T |[A |A |C|IC|F C|I /A |GIA|Q|C|D|S|CM |T |T
mb | E M|M|Z| T | O|A M|A | N|K/N|I |F |X|LA |E |E
re M|P |C X | X|Z |P |C R PR |T T
des

sou

che

S

1 AR R R|/ |SRIS|P | RISIA|R/A| R|ASA|/
2 AR/ R RIR|S |/ |/ |P|S|S|IA|S|A |/ [Al/]A]/

ﬂ
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3 AR R |R/R R SIP|S|SIA|S|A|/ |[ASA|/
4 A R R |R/R|R / |P RIS|A|R/A R A|/|A ]/
5 AR/ R|RIR/R|/ |[S|P | RIS|A|S|A|S |A/|A]|/

Le tableau montre que toutes les souches d’Enterobacter spp sont multi-résistantes,
notamment aux PB-lactamines (CTX, CAZ, TEM). L’imipénéme reste globalement
efficace, ce qui indique l'absence de carbapénemes. La présence de profils "R" sur
plusieurs familles suggere la production de BLSE.Cela complique la prise en charge
thérapeutique et nécessite un bon choix d’antibiotiques. Une corrélation
génotype/phénotype est essentielle pour confirmer les mécanismes de résistance.

» Proteus spp

Tableau N°11 : Répartition des isolats selon le génotype et le phénotype des souches
Proteus spp par rapport aux différents antibiotiques.

No [T |A|A|CIC|F|C|I AIGIA|IQC/D|C|C |S|T|T
mb E MM |Z T O|A MA NKN|I |F|I M |X|E|E
re M| P |C X[ X|Z |P|C R|P|/R|PL |T|T
des A

sou

che

S

1 A|IR|RIRIR|[S|/ |[S|A|S|IS|IA|S|A[S|A |/ |A]|/
2 AR|/R | RIR|S |/ |/ |[A|S|IS|A|/ |A|R|A |/ |A]/
3 A/RIR/ RIRIR|/ |SITA|SIS|AR|A|R|A |/ |A]/
4 A|/RIR| RIR|S|/ |SIA|R|S|AR|/A|/R|A [R|A ]|/

Le tableau montre que les souches de Proteus spp sont toutes résistantes aux -lactamines
(TEM, AMC, CAZ, CTX). Elles restent majoritairement sensibles aux fluoroquinolones
(CIP) et aux aminosides (GM, AK). Certaines souches sont également résistantes au
chloramphénicol (C) et a la triméthoprime (TMX). L’ imipénéme (IMP) n’a pas été testé,
ce qui limite 1’évaluation des carbapénémes.
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2. Discussion

Durant notre étude (prospective et rétrospective), 550 souches d’entérobactéries ont été
isolées dont 53 souches d’E-BLSE (10%).

Selon les résultats de notre étude, La distribution des especes isolées selon les sites de
prélévement montre que 1’infection du site opératoire est la pathologie la plus fréquente
en pratique quotidienne (59%), Cela pourrait s’expliquer par le fait que la plupart des
prélévements recus sont issus des patients post opérés présentant des tares(patients
fragilisés) ce qui favorise le sepsis de paroi, principalement le site opératoire (abdominal)
qui permet le passage des entérobactéries vers les plaies.

Nos résultats concordent avec ceux rapportés par Nait Amara (2012), ou les
préléevements de pus représentaient un pourcentage de 42 %.

Nos résultats montrent également la présence des entérobactéries isolées dans les urines
avec un taux (37%). Ces résultats sont proches avec les travaux de Bouzeraa et Berrhil,
2018 qui ont trouvés une prédominance des entérobactéries dans les prélévements
urinaires (30,1 %).

Une prédominance féminine a été observée dans les infections a entérobactéries, avec un
taux de 59 % chez les femmes contre 41 % chez les hommes, soit un sex-ratio de 0,69.
Cette tendance est également retrouvée dans les cas d’entérobactéries productrices de
béta-lactamases a spectre étendu (E-BLSE). Plusieurs facteurs peuvent expliquer cette
prévalence féminine, notamment des caractéristiques anatomiques (urétre court,
proximité de I’anus), hormonales (grossesse, ménopause), ainsi que des facteurs liés a
’hygiéne. A I’inverse, chez I’homme, la longueur de Iurétre et son éloignement de
I’anus réduisent le risque de contamination bactérienne. Nos résultats sont en accord avec
ceux rapportés en Algérie par Balahouane (2013) et par Ould Baba Ali et Taibi (2019),
qui ont observé une prédominance féminine dans les isolements d’entérobactéries avec
des taux respectifs de 54 % et 85 %. Des données similaires ont également été rapportées
au Sénégal par Lo et al. (2014) et au Maroc par Benhiba et al. (2015).

Dans notre étude, nous avons constaté un taux élevé d’infections nosocomiales dans deux
services en particulier, ou les entérobactéries ont été majoritairement isolées. Il s’agit du
service de chirurgie hommes et du service de gynécologie, chacun enregistrant un taux
d’infection de 10 %. Cette situation pourrait s’expliquer, d’une part, par le fait que les
patients du service de chirurgie hommes sont souvent exposés a des risques traumatiques
plus importants (accidents de travail, blessures sportives, etc.) et peuvent nécessiter des
interventions spécifiques, notamment en chirurgie urologique. D’autre part, la fréquence
¢levée d’infections dans le service de gynécologie pourrait étre liée au fait que notre
Etablissement Public Hospitalier (EPH) est le seul de la wilaya de Médéa & assurer les
accouchements, ce qui entraine un afflux important de patientes.

Les résultats de notre étude, selon les espeéces bactériennes isolées, révelent
qu'Escherichia coli demeure le germe le plus fréquemment retrouvé, avec une fréquence
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de 43 %, suivi de Klebsiella pneumoniae avec 24 %. Cette prédominance d 'Escherichia
coli a également été rapportée dans plusieurs études. En Algérie, Chouh et al. (2019)
ont observé une fréquence de 65,1 % pour Escherichia coli, suivie de Klebsiella
pneumoniae a 20,7 %. En Tunisie, Péan et al. (2001) ont également identifié
Escherichia coli comme 1’espéce dominante avec un taux plus élevé de 81,7 %, contre
seulement 3,7 % pour Klebsiella pneumoniae. Au Maroc, Lahlou et al. (2009) ont
rapporté une prédominance de Escherichia coli dans 80 % des cas, suivie de Klebsiella
pneumoniae a 10 %. De méme, une étude menée en Cote d’Ivoire sur I’épidémiologie
moléculaire des entérobactéries par Gado (2019) a montré une fréquence de 46,4 % pour
Escherichia coli et de 37,2 % pour Klebsiella pneumoniae

Cela pourrait étre expliqué le fait que I’espéce E. coli elle fait partie de la flore intestinale
normale de 1’étre humain, et se transmet facilement par la voie fécale et possede une
grande capacité d’adaptation et de résistance aux antibiotiques, ce qui favorise sa survie
dans les milieux hospitaliers.

Les bactéries productrices de BLSE constituent une préoccupation majeure en milieu
hospitalier en raison de leur diffusion épidémique et de leur multirésistance aux
antibiotiques.

Selon notre étude, I’incidence des E-BLSE est de 35%. Ce taux reste proche de celui
rapporté a Tlemcen (39.2%) (Baba Ahmed-KaziTani et al., 2013), et 31.4% a Annaba
(Nedjai et al., 2012). Ceci pourrait étre expliqué par le niveau d’hygiéne et la maniére
dont les régles des hygieénes y sont appliquées dans chaque établissement, ainsi que par
le nombre de patients présents dans I’hopital et les types des services existants.

La répartition des entérobactéries productrices de béta-lactamases a spectre étendu (E-
BLSE) selon le type de prélévement montre que 51 % des souches ont été isolées a partir
de prélevements de pus, tandis que 38 % proviennent d’infections urinaires. Ces
proportions sont comparables a celles rapportées a Constantine par Agabou et al. (2014),
qui avaient observé des taux respectifs de 49 % et 39 %.

D'apres les résultats de notre étude, le profil de résistance a montré une résistance a
plusieurs molécules de béta lactamines testées a 1’exception de la céfoxitine (FOX) et
péneémes. Ce résultat est caractéristique des BLSE. les mémes données été rapporté par
(Ramdani-Bouguessa et al., 2011).

La résistance des souches BLSE a la Gentamicine est de 57%, tandis que la résistance
nulle a I’Amikacine, Celle-ci reste 1’aminoside la plus efficace, comme cela a été
rapporté dans plusieurs études (Wu et al., 2007).

Le taux de résistance a la ciprofloxacine rapporté dans notre étude est de 64%. Ce taux
n’est pas proche de ceux rapportés en Suisse qui indique un taux de 93% (Foulal et

Zouhdi, 2013).
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Le taux de résistance a I’Imipenéme observé dans notre étude est presque proche de ceux
rapportés en Iran : 0%, au Benin 3,40% (Foulal et Zouhdi, 2013 ; Gholipour et al.,
2014). En revanche, en Suisse, le taux de résistance rapporté avec 80% d’entérobactéries
BLSE résistantes a I’Imipenéme (Cherkaoui et al., 2014).

En ce qui concerne les résultats de la PCR visant a détecter les génes de résistance aux
antibiotiques, I’é¢tude met en évidence la présence des genes de résistance TEM dans 38
% des cas, AAC dans 57 % et DFR dans 5 %. En revanche, les génes CMLA, QNR et
TET n'ont été détectés dans aucune des souches analysées.

Les résultats de la PCR montrent que le geéne de résistance TEM est largement répandu
chez les especes E. coli et K. pneumoniae avec un taux de 37%., Ces résultats sont
cohérents avec d'autres études menées en Egypte (Elafify et al. 2022) et en Jordanie
avec un taux de 33,33% de souches porteuses du gene TEM. (Tarazi et al. 2021)

Dans notre résultat et avec la comparaison le phénotype et le génotype on observe que
la PCR confirme celle du I’antibiogramme tandis que quelques discordances étaient
observées dans le cas la présence des genes avec une bactérie phénotypiquement
sensible, Cela était expliqué par : contamination lors du la manipulation ou présences
d’un géne non codon ou mutation .

Dans le cas ou la PCR est négative et I’antibiogramme on observe que la molécule est
résistance pourrait étre expliqué les disques d’antibiotiques déchargés ou primées (de
I’intérét des controles de la qualité régulierement) soit la non spécificités des amorces.
Et pour quelque antibiotique tel que la colistine pour les bacilles gram négatif.
L’antibiogramme n’est pas la méthode standardisée. Pour les études de sensibilité on
utilise la méthode de CMI en microdilution qui n’est pas disponible au niveau de notre
EPH.

C'est pour cela la biologie moléculaire et 1'é¢tude de sensibilité pour les antibiotiques par
les méthodes phénotypiques (antibiogramme) font une complémentarité diagnostic.
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Conclusion

Notre étude au niveau de I’hopital de Médéa Mohamed Boudiaf a permis de mettre en
évidence le taux d’infections a entérobactéries isolées ainsi que leurs profils de
résistances aux antibiotiques

La propagation rapide de ce phénomene illustre 1’urgence de renforcer les mesures de
surveillance et de prévention.

Les résultats de cette ¢tude montrent que les souches les plus fréquemment isolées sont
Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae, qui ont présenté une multirésistance aux
différentes classes d’antibiotiques, en particulier aux bétalactamines

La propagation de ces souches multi-résistantes, d’entérobactéries productrices de
Blactamases a spectre ¢élargi (BLSE) dans nos hdpitaux constitue un enjeu de santé
publique, réduisant de maniére importante les alternatives thérapeutiques pour le
traitement des infections séveres.

A I’issu de cette étude et vu I’émergence de la résistance des bactéries aux antibiotiques,
il convient de formuler les perspectives suivantes :

e Respecter les reégles d’hygiene individuelle et collective et faire comprendre les
risques liés a 1’utilisation abusive des antibiotiques.

e Etudier le potentiel de virulence des souches bactériennes dans le but de mieux
appréhender le probléme de la multirésistance bactérienne.

e Sensibiliser la population a éviter 1’automédication qui constitue un risque des
échecs thérapeutiques et facilitent I’émergence des résistances bactériennes.

e Les laboratoires cliniques doivent se munir des stratégies convenables pour la
détection rapide des BLSE et des micro-organismes producteurs de BLSE.
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Annexe 03 : Antibiotiques testes pour les bacilles a Gram négatif
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Optical sensor for Enterobacteraceae screening 3

Chromogenic attributes, colony profile, and scatter pattern of Enterobacteriaceae and

non-Enterobacteriaceae species on BBL? CHROMagar™ Medium

1.E coli 2. Klobsioll

4, Citobecter 5. Seraba 6. Proteus

7 3 9. Acinet

10. Enterococcus 11. S opdommidis 12. S. awrous

Annexe 05 : fiche de I’antibiogrammes des entérobactéries utilisées a I’hdpital de Médéa

1. E. coli ATCC 51739 AT6625922 EDL933
2. K. pneumoniae 841958 NRRL 851036 B41962

3. Enterobactersp. SPB1  ATCC 13048 ATCC 51697

4.C fmundﬂ B2643 ATCC 8030

ens BLCC 11 ATCC 8100 ATCC 43862

I S| i
. ) ©
. =S . -

6. P. mirabilis PRI366 ATCC 7002 ~ ATCC 35659

7. P. rettgeri B14063 ATCC BAAZ525

ATCC 9721

9 A baumanii ATCC 19606 B 41237 A, johinsonii B14920

0.0

10. E. faecium PRI524B  ATCC 700221 E. faecalis PRI 522A

11. 5. aureus ATCC 43300 ATCC 10832 B313

ATCC 12228
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ANNEXE 06 : Répartition des entérobactéries selon le type de prélévements a
Médéa, de 2023 a 2025.

Type de ECBU DIVERS LCR Hémoculture | TOTAL
prélevement

Nombre 205 322 16 7 550
Pourcentage 37 59 3 1 100
(%)

ANNEXE 07 : Répartition des souches d’entérobactéries BLSE (+) selon le type de
prélevement

Le type de prélevement | ECBU DIVERS LCR Hémoculture | TOTAL
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ANNEXE O8 : Réparation des entérobactéries selon le sexe

NOMBRE Pourcentage (%)
Masculin 224 41
Féminin 326 59

ANNEXE 09: Répartition des souches d’entérobactéries BLSE (+) selon le sexe

Souches des E-BLSE

Sexe Effectif %
Masculin 25 47
Féminin 28 53

Total 53 100
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