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Résumé :

Les infections bactériennes causées par les entérobactéries constituent de nos jours, une réalité
alarmante et un probléme de santé a 1’échelle mondiale, que ce soit chez I’homme ou
I’animale. La prise en charge des infections causées par ces souches, représente un enjeu
prioritaire en raison de I’émergence des bactéries multi-résistantes. Cette étude vise comme
objectif de suivre le profil épidémiologique des entérobactéries productrices des BLSE, de
décrire leur niveau actuel de résistance aux antibiotiques et de rechercher certains genes de
virulence et de ’antibiorésistance. Les souches des entérobactéries ont été isolées a partir des
prélevements d’origine humaine (urine et pus) et animale (foie des poulets de chair). La
sensibilité aux antibiotiques a été testée par la méthode de diffusion des disques gélose, les E-
BLSE ont été détecté par le test de synergie. Le test PCR est utilisés pour la détection des
génes : blactxmpan, bIATEM, blaCMY, fimA, tet-W. Un nombre de 49 souches des
entérobactéries ont été isolées et identifiées, dont 31 (63,26%) souches ont été isolées a partir
des prélévements d’origine humaine (77,41% urine et 22,58% pus) et 18 (36,73%) souches
ont été isolées a partir des prélévements d’origine animale. les souches d’origine humaine ont
montré une résistance élevée pour 1’amoxiciline+ acide Clavulanique (80,64%), moyenne
pour Cefotaxime (22,58%), Sulfaméthoxazole (48,38%) et tres faible pour la gentamicine et
colistine (6,45%). Les souches d’origine animale montrent une sensibilité trés élevée a
I’Amikacine, fosfomycine, colistine, céfotaxime (100%) et gentamicine (88.88%). Cette
¢tude nous a permis d’avoir une idée sur les taux de résistance aux antibiotiques des
entérobactéries impliquées dans les infections humaines et animales. Une action de
sensibilisation au bon usage des antibiotiques couplés a une surveillance sont nécessaires pour

maitriser la diffusion de ces résistances.

Mots-clés : Entérobactéries, B-lactamases a spectre étendu, 1’antibiorésistance, PCR, profil

épidémiologique.



Abstract:

Bacterial infections caused by Enterobacteriaceae are an alarming reality today and a
worldwide health problem, whether in humans or animals. The management of infections is a
priority issue due to the emergence of multi-resistant bacteria. The objective of this study is to
characterize the epidemiological profile of ESBL-producing Enterobacteriaceae, to describe
their antibiotics resistance level and to investigate some virulence and antibiotic resistance
genes. Enterobacteriaceae were isolated from human samples (urine and pus) and animal
(liver of broilers chicken). The antibiotics sensitivity was tested by disc diffusion method, E-
ESBLs were detected using the synergy test. The PCR method is used for the detection of
genes: blactxwm pan ,blatem ,blacwy , fimA | tet-W. A number of 49 of Enterobacteriaceae were
isolated and identified, in which 31 (63.26%) strains were isolated from human samples
(77.41% from urine and 22.58% from pus) and 18 (36.73%) strains were isolated from animal
samples. Human isolates showed high resistance to amoxicilin + clavulanic acid (80.64%),
medium for Cefotaxime (22.58%), sulfamethoxazole (48.38%) and very low for gentamicin
and colistin (6.45%). Animal isoltes show very high sensitivity to Amikacin, fosfomycin,
colistin, cefotaxime (100%) and gentamicin (88.88%). This study show us the actual situation
of antibiotic resistance of Enterobacteriaceae involved in human and animal infections. An
action to raise awareness about the proper use of antibiotics coupled with surveillance is

necessary to control the spread of this bacterial resistance.

Keywords : Enterobacteriaceae, extended spectrum f-lactamases, antibiotic resistance, PCR,

epidemiological profile.
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Introduction

Introduction

La famille des Enterobacteriaceae est le groupe le plus large et le plus hétérogene des
bactéries Gram-négatives d’importance médicale (Bay & Wodarg). Elle comprend de
nombreuses especes présentes dans le tractus gastro-intestinal de ’homme et les animaux,
ainsi que dans le sol, I'eau et les plantes. Environ un tiers des 30 genres connus dans cette
famille regroupent des espéces pathogenes pour I’homme, provoquant diverses maladies
allant des infections intestinales légeres aux infections des voies urinaires, en passant par les
infections nosocomiales des voies respiratoires, les infections des plaies et le choc septique.
La fréquence et la gravité des infections nosocomiales ou communautaires dont ces bactéries
peuvent étre responsables traduisent les difficultés de prise en charge liées principalement a
leur résistance aux antibiotiques (Frasca, Dahyot-Fizelier, & Mimoz, 2008). Les
entérobactéries sont en effet, capables de produire des enzymes inactivant les bétalactamines,
y compris celles de large spectre comme les céphalosporines de 3™ génération (Robin,
Gibold, & Bonnet, 2012)

Dans une autre optique, les infections due aux entérobactéries chez les animaux
(particulierement les volailles) sont connues a 1’échelle mondiale, elles sont responsables
d'énormes pertes economiques dans le secteur avicole et constituent I'une des principales
causes de saisie au niveau des abattoirs avicoles (Alexander et al., 2003). Ces bactéries sont
transmises par les aliments ou les eaux contaminées ou elles sont la principale cause des
diarrhées chez les consommateurs (Yehia, Riyadh, & Arabia, 2013).

La pathogénicité des infections causées par les entérobactéries est associée a divers facteurs
de virulence comme les toxines et les ¢léments d’attachement et d’effacement. Ces facteurs
jouent un réle essentiel dans la colonisation et la virulence bactériennes et sont codés par des
groupes de genes (d'origine plasmidique ou chromosomique) (Deng et al., 2004; Hacker et
al., 1997). Les souches pathogenes vivent souvent dans un biotope de souches a virulentes qui
colonisent I’homme et les animaux ; ces dernieres souches représentent un réservoir de genes
de virulence et résistance aux antibiotiques, d’ou la possibilité d’un transfert génétique par les
éléments génétiques mobiles.

La résistance aux antibiotiques est une consequence directe de I'utilisation massive aussi bien
en médecine humaine, qu’en médecine vétérinaire ou dans I’alimentation animale (Stohr &
Wegener, 2000; F. C. Tenover & McGowan, 1996). Cette résistance bactérienne est la
résultat d’interactions complexes entre la bactérie d’une part et son environnement d’autre

part.
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La résistance aux antibiotiques est couramment détectée par des tests de sensibilité, qui
décrivent le phénotype de résistance d'un organisme et ont des implications pratiques pour le
traitement des patients. La résistance est en outre caractérisée par des techniques
biochimiques et de biologie moléculaire comme 1’analyse de restriction d’ADN, les puces a
d'ADN et la PCR (Fred C Tenover, Arbeit, & Goering, 1997).

La résistance aux antibiotiques chez les bactéries tell que les entérobactéries est une
problématique préoccupante en médecine humaine et en médecine vétérinaire. Autre,
I’émergence de nouvelles résistances est un probléme de santé publique dans nombreux pays.
Cette problématique a été étudiée dans plusieurs publications dans le monde. En Algérie, malgré
les travaux réalisés, mais trés peu d’études ont été consacrée a la recherche des données
épidémiologique et moléculaire concernant la résistance aux antibiotiques chez les
entérobactéries.

Dans le but d’avoir des nouvelles données épidémiologique et moléculaire relative a
I’antibiorésistance des entérobactéries productrices de B-lactamases a spectre étendu (BLSE)
d’origine humaine et animale dans la région d’Ain defla et Médéa , nous nous sommes

intéressé a réaliser ce travail qui s’est présenté en trois parties :
- Une 1°¢ Partie, consacrée a un rappel bibliographique sur les entérobactéries et les
différents types d’infections qu’elles géneérent, ainsi que leurs mécanismes de résistance

aux antibiotiques.

- La 2°™ partie, décrite le matériel et méthodes pour 1’analyse détaillée des souches isolées

des prélévements pathologiques humain et animal.

- Enfin, la 3°™ partie, est réservé a la présentation et discussion des résultats obtenus.
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Partie | : Etude bibliographique :

Chapitre I : Généralités sur les entérobactéries.
Introduction :

Les entérobactéries ou (Enterobacteriaceae) constituent une famille bactérienne
hétérogéne trés importante, qui regroupe plus d'une quarantaine de genres et de plusieurs
dizaines d’especes, le nom d’Entérobactérie fait référence aux Entérocytes (cellule
intestinale) car les bactéries appartenant a cette famille sont généralement des hotes
commensaux ou pathogénes du tube digestif. Elles participent aux grands cycles de
dégradation des matiéres organiques ou sont étroitement associées aux plantes chez
lesquelles elles peuvent déterminer des altérations nuisibles dans 1’industrie
agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique mais aussi sont des agents causaux

responsable d’infections communautaires et nosocomiales (Pilly, 2013).

1. Historique :

La naissance de la famille des Enterobacteriaceaese situe en 1937, lorsqu’OttoRahn
proposa le genre Enterobacterpour regrouper des micro-organismes présentant des
propriétés biochimiques et morphologiques communes et parmi lesquelles on trouvait déja
des noms tels qu’Escherichia, Salmonella, Klebsiella, Proteus, Serratia, ou Shigella. Deux
années apres cette description quiconcernait 112 especes, 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’espéces 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 étaient caractérisés.

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

En 1997, 31 genres et 139 espéces étaient caractérisé (Freney, 2000).
2. Définition :

Les entérobactéries sont des bacilles ou coccobacilles a Gram négatif. Mobiles par une
ciliature péritriche ou immobiles. Ils sont aéro- anaérobies facultatifs et se développent sur
milieu ordinaire. Ne formant pas de spores. Elles sont dépourvues d’oxydase et ont la

faculté d’acidifier le glucose par voie fermentative avec ou sans production de gaz, et aussi
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de réduire les nitrates en nitrites (sauf quelques Erwinia). Elles sont a catalase positif (sauf
Shigella dysenteriae,serovarl) (Avril et al., 2000; Guiraud, 2012).

Les différences entre les nombreux genres et espéces viennent de critéres plus précis
comme la fermentation des différents sucres, la production ou non de sulfure, la production
d'indole, la production d’uréase, la présence ou I’absence d’enzymes du métabolisme

(désaminases, décarboxylases)...etc (Carip, 2008).

3. Classification :

La classification des genres, espéces, sous especes, bio-groupes et sérotypes
d’entérobactéries a longtemps été uniquement basée sur des caractéristiques biochimiques

et antigéniques (Tableau 01) (Freney, 2000).

Tableau 01: Subdivisions hiérarchiques de classification des entérobactéries (Boone &
Castenholz, 2001).

Rangs taxonomiques Classification
Domaine: Bacteria
Embranchement: Proteobacteria
Classe: Gammaproteobacteria
Ordre: Enterobacteriales
Famille: Enterobacteriaceae

Les especes les plus communément isolées en bactériologie clinique appartiennent a 12
genres : Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Morganella, Proteus,

Providencia, Salmonella, Serratia, Shigella, Yersinia (Tableau02) (Pilet, 1981).
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Tableau 02: Classification des espéces d’Entérobactéries les plus fréquentes en clinique

Humaine (Perriere, 1992).

Tribu Genre Especes
Groupe 1 Edwardsiellea Selmonella Salmonella Typhi
Salmonnelleae Salmonella paratyphi
Salmonella enteritidis
Groupe 2 Escherichieae Escherichia Escherichia coli
Shigelladysenteriae
Shigella Shigellaflexneri
Shigellaboydii
Levineae Levinea Shigella sonne
Groupe 3 Klebsielleae Klebsiella Klebsiellapneumoniae
Klebsiellaoxytoca
Enterobacter Enterobacteraerogenes
Serratia Enterobactercloaceae
Erwinia Serratiamarcescens
Groupe 4 Proteae Proteus Proteus mirabilis
Proteus vulgaris
Providencia Proteus rettgerii
Groupe 5 Yersinieae Yersinia Yersinia enterolitica
Yersinia pseudotuberculosis
4. Habitat :

Les entérobactéries sont des bactéries ubiquitaires avec un habitat trés large. Ce sont des
hotes normaux ou pathologiques du tube digestif de ’homme et de nombreux animaux a
sang chaud relativement peu rencontrée dans d’autres sites du corps.

Dans lintestin terminal, ces bactéries représentent plus de 10% de la flore totale
(Guiraud, 2012)

Cette localisation digestive n’est pas exclusive. Les entérobactéries sont également
retrouvées dans ’environnement (sol, eau...), sur les végétaux. Certaines ont un pouvoir
phytopathogéne ou participent a la dégradation des matiéres organiques, a I’altération des
plantes suite a des nécroses, a une dégenérescence ou a un ramollissement (Carbonnelle,
1987).

5. Caracteres bactériologiques :
5.1. Caractéres morphologiques :

Les entérobactéries ont une morphologie habituellement typique de type bacilles a Gram

négatif de 2 a 4p de long sur 0,4 a 0,6p de large. Généralement polymorphes, de
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nombreuses espéces sont mobiles grace a une ciliature péritriche, la longueur des flagelles
dépend des conditions de culture, elle peut atteindre 20um et la longueur d’onde des
ondulations 2,3um. D’autres sont immobiles (Klebsiella, Shigella, Yersinia pestis). La
présence d’une capsule visible au microscope est habituelle chez les Klebsiella (Bonnet,
2006). La plupart des espéces pathogénes pour ’homme possédent des fimbriae ou pili qui
sont des facteurs d’adhésion. Certains genres sont thérmodépendants et ne poussent pas a

37°C tels que : Hafnia alvie et Yersinia enterocolitica (Carip, 2008).

5.2. Caractéres culturaux :

Les entérobactéries poussent facilement sur les milieux ordinaires en 24 heures a 37°C en
aerobiose et en anaérobiose. La culture est également possible entre 20 et 40°C sur milieux
gélosés. les entérobactéries donnent les formes de colonies suivantes: (Avril et al., 2000;
Freney, 2000).

Formes S (smooth) : Les colonies sont : rondes, lisses, bombées, blanches voire
translucides, brillantes et humides. Elles ont entre 2 et 4 mm de diamétre.

Formes R (rough) : s’observent surtout avec des souches ayant subi plusieurs
repiquages.Les colonies sont : vieilles ou anormales, rugueuses, seches, a contours plats
irréguliers et de teinte mate.

Formes M (muqueuses) : Les colonies sont plus grosses (le diametre peut dépasser
10 mm) ; elles ont une tendance a la confluence. Certaines bactéries on toujours cet aspect
telque : les Klebsiella. On peut les rencontrer aussi avec d’autres espéces, comme
Salmonella paratyphi B.

Colonies naines : s’observent avec des souches déficientes dans certaines de leurs
chaines métaboliques. Elles ne sont pas exceptionnelles chez les E. coli isolés d’infections

urinaires.

5.3. Caractéres biochimiques :

L’identification des Enterobacteriaceae repose sur 1’étude des caractéres 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
(Kassama, 2013).
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5.4. Caractéres antigeniques :

La détermination du sérotype peut étre entreprise uniquement pour des souches dont
I’identification est certaine. Toute autre fagon de faire ne peut qu’entrainer des erreurs du
fait d’agglutinations croisées non spécifiques (Avril et al., 2000).

Antigénes O : ce sont des endotoxines des bactéries a Gram négatif. Ils sont composés de
lipopolysaccharides (LPS) qui sont thermostables, résistent a 1’alcool ou 1’acide et trés
toxiques.

Antigenes K : ces antigénes capsulaires sont de nature polysaccharidique qui entoure la
paroi de certaines entérobactéries. Parmi les antigénes K, se trouvent les antigenes L, A, B
des E.coli, des Shigelles et I’antigéne Vi de certaines Salmonella ou Citrobacter. Ces
antigenes peuvent rendre la souche qui les posséde inagglutinable par les antisérums O. Ils
sont détruits par une ébullition de deux heures. Les antigénes d’adhérence ou adhésines, de
nature protéique, en relation avec la présence de pili communs encore appelées fimbriae
sont classés parmi les antigenes K (K88, K99).

Antigenes H : ce sont des antigenes flagellaires qui ne sont pas toxiques. Ils ne sont donc
présents que chez les souches mobiles. Constitués d’une protéine (flagelline), ils sont
thermolabiles et inactivés par 1’alcool. Les réactions d’agglutination se produisent
rapidement, et sont constituées d’agglutinats floconneux, facilement dissociables par
agitation.

Antigéne Kunin : (Ou antigéne Enterobacterial Common Antigen) : cet antigéne commun
aux Enterobacteriaceae n’est pratiquement retrouvé que dans cette famille et a un intérét
taxonomique. Sa présence chez les Yersinia a permis d’inclure ce genre dans la famille des

entérobactéries.
6. Entérobactéries en médecine :
6.1. Entérobactéries pathogenes :

Les entérobactéries pathogénes appartiennent aux deux types principaux :
6.1.1. Pathogénes opportunistes :

Ce sont des bactéries présentes au niveau intestinal mais qui peuvent, a des degrés
variables, devenir agressives pour ’homme. On les dit "pathogeénes opportunistes". La
fréquence de leurs manifestations pathologiques est en augmentation, car souvent due a

I'existence chez ces espéces de plasmides de résistance aux antibiotiques permettant leur
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sélection et favorisant a leur avantage les dysmicrobismes. Ce caractére est
particulierement veérifié avec l'espéce Klebsiella pneumoniae, héte des voies respiratoires,

il peut étre responsable d'infections (Flacrois, 2000; Hygis, 1998).

6.1.2. Pathogénes spécifiques :

Ce sont des bactéries non présentes au niveau intestinal, leur présence dans I'organisme est
anormale quel que soit leur nombre et entrainent souvent une infection dont la gravité
dépend de leur point d'entrée comme : Salmonella, Shigella, Escherichia coli et Yersinia
(Flacrois, 2000).

6.2. Facteurs de virulence :

Les souches pathogenes different des souches commensales par ’expression de facteurs de

virulence dont les genes sont le plus souvent situés sur des plasmides. On distingue :

(Camille, 2014; Eyquem, Alouf, & Montagnier, 2000; Philippon & Arlet, 2005)

— Antigenes d’adhésion ou adhésines : représentés par les fimbriae qui permettent a la
bactérie d’adhérer aux cellules (urinaires, entérocytes).

— Toxines : Il existe de nombreux types des toxines, certaines sont voisines de celles des
Shigelles (Shigellalike), d’autres de celles du vibrion cholérique.

— Enzymes inactivant les antibiotiques : qui conferent un mécanisme de resistance

auxbactéries. Les plus connues sont les béta-lactamases (pénicillinases,

céphalosporinases) et les enzymes inactivant les aminosides.

6.3. Infections dues aux entérobactéries :
6.3.1. Chez ’homme

Les entérobactéries représentent la flore endogene de I'intestin. Elles sont a 1’origine d’un

grandnombre d’infections communautaires et d’infections nosocomiales (Pilly, 2013).

Elles induisent un risque de complications séveéres pour d’autres maladies. Leurs ports
d’entréeles plus fréquentes sont les voies urinaires et digestives. Chez I'homme, notamment
Escherichia coli, Klebsiella sp, Enterobacter sp, Proteus sp, Providencia sp, et Serratia

marcescens, sont responsables d'environ 50 % des infections nosocomiales (Habi, 2009).
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6.3.1.1. Infections communautaires :

Les infections communautaires a entérobactéries sont dues essentiellement a E. coli,
Proteus et Klebsiella pneumoniae. Certaines infections communautaires ont une incubation

superieure a 48 heures (Anonyme.01).

6.3.1.2. Infections nosocomiales :

Une infection nosocomiale (IN) est une infection survenant plus de 48 heures apres
I’admission aux structures sanitaires et qui n’était ni présente, ni en incubation dans cette
période chez le patient. Les services les plus concernés sont : le service de réanimation
(20%), service des brulés, service du Chirurgie, service d’hématologie et service de long
séjour (Bricaire & Bricaire, 2007).

La surveillance des infections nosocomiales (IN) en réanimation est prioritaire car le risque

est bien supérieur a celui encouru par les patients en hospitalisation conventionnelle

(Lepape, Machut, & Savey, 2018).

On distingue plusieurs types d’infections nosocomiales qui relévent de modes de

transmission différents :

— Infections d’origine endogéne : le malade s’infecte avec ses propres germes, a la
faveur d’un acte invasif et/ou en raison d’une fragilité particulicre.

— Infections d’origine exogene: il peut s’agir; soit d’infection croisée, transmises d’un
malade a I’autre par les mains ou les instruments de travail du personnel médical ou
paramédical, soit d’infections provoquées par les germes du personnel porteur ou bien
des infections liées a la contamination de I’environnement hospitalier (eau, air,
matériel, alimentation,...).

Chez I'nomme, les infections nosocomiales, les plus fréqguemment rencontrées sont :

les pneumopathies nosocomiales, les infections urinaires, les infections liées aux cathéters

veineux, et les infections de site opératoire (Marco.L, 2007).

e La pneumopathie nosocomiale : est un probléeme de santé publique qui concerne
tous les services hospitaliers représentant, la deuxiéme localisation d’infection
nosocomiale et la premiére en réanimation (Shimi et al., 2015). Elle correspond a toute
pneumonie survenant chez un malade dont la respiration est assistée par une machine soit
de maniere invasive par I’intermédiaire d’un tube endotrachéal ou d’une trachéotomie soit

de maniére non invasive par I’intermédiaire d’un masque facial dans les 4 premiers jours
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de I’hospitalisation. Elles sont rencontrées chez les sujets immunodéprimes, &gés ou
fragiles (broncho pneumopathie chronique, éthylisme), hospitalisés notamment pour
cancers, leucémies, transplantations d’organe, comas... La cause de ces pneumonies est des
bactéries a Gram négatif (60% des cas) :K.pneumoniae, E.coli, Serratia marcescens,
Enterobacter sp, P.aeruginosa. La pneumonie a K.pneumonia réalisant généralement un
tableau sévere, avec expectoration « rouillée » ou hémorragique avec opacité alvéolaire a
la radiographie et évolution fréquente vers I’abcédation (Delmée.M, 2004; Pilly, 2013).

La plupart des patients de réanimation nécessitent le recours a la ventilation mécanique
invasive et donc la pneumopathie acquise de ces ventilations (PAVM) est définie par une
pneumopathie infecticuse nosocomiale développée dans un délai > 48h aprés 1’intubation
et la ventilation mécanique. Elle représente la premiére cause de mortalité due a une
infection nosocomiale en réanimation (Malajati .B., 2012).

Le principal facteur de risque d’acquisition d’une (PNAVM) est la présence de la sonde
d’intubation endotrachéal (Nasiriani et al., 2016). La durée et I’'usage d’équipements de
ventilation assistée mal désinfectés est également considérée comme un des facteurs de
risque de pneumopathie nosocomiale (Ricard, 2007).

e L’infection urinaire (IU) : est la plus fréquente des infections nosocomiales. Elle
représente toujours la deuxiéme cause d’infection acquise en réanimation apreS les
pneumopathies nosocomiales et elle est I’agression d’un tissu par un (ou plusieurs) micro-
organisme, en terme global elle est definie par la présence anormale de germes dans
I’urine. Elle regroupe a la fois la colonisation ou bactériurie asymptomatique et ’infection
du tractus urinaire symptomatique qui génere une réponse inflammatoire et des signes de
nature et d’intensité variables selon le terrain (Alfandari, 2003; Cabrolier, Lafolie, &
Bertrand, 2014; Vincent et al., 1995).

La plupart des infections urinaires comme : cystites, pyélonéphrites ou prostatites sont
dues a la propagation par voie ascendante des bactéries d’origine intestinale d’ou la
prédominance des entérobactéries au sein des quels : Proteus (P. mirabilis, P. vulgaris, P.
rettgeri) et Klebsiella (K.pneumoniae, K.oxytoca) qui comptent pour environ 4% chacune
et Entérobacter. Escherichia coli est le plus souvent mis en cause (>80%) (Pilly, 2013).
Le risque de survenue d’une infection urinaire nosocomiale (IUN) est relativement stable
dans les quatre premiers jours puis augmente de facon tres significative de 5% par jour de

sondage.
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¢ Les infections digestives :

Se caractérisent par 1’association d’une fi¢vre avec un syndrome diarrhéique au cours de
salmonelloses, ou un syndrome dysentérique au cours de Shigelloses. E. coli est a I’origine
de tableau diarrhéique dont le mécanisme est variable : toxinique entéro-invasif dont
E. coli de type O157 : H7 a été décrite comme cause de syndrome hémolytique et
urémique ; plus particuliérement chez I’enfant, apres I’ingestion d’aliments contaminés.

On trouve aussi d’autres infections comme les méningites, les arthrites et spondylodiscites
souvent secondaires & une bactériémie et les entérobactéries colonisant facilement les
plaies et les ulcérations chroniques. Chez le diabétique, elles peuvent contribuer aux

surinfections d’un mal perforant plantaire (Pilly, 2013).

6.3.2. Chez les animaux

Chez les animaux, Escherichia coli, peut provoquer des infections urinaires et gastro-
intestinales « pyometre » chez les chiens, une septicémie, des infections des voies
respiratoires dans le cas des oiseaux ,et provoque une maladie extra-intestinale chez les
poulets de chair agés de 3 a 12 semaines « la colibacillose aviaire »,la bactérie est
responsable de 20% a 40% de mortalité chez les poulets de chair en fonction de la gravité
de la maladie (Ameen-Ur-Rashid et al., 2017; Hricova et al., 2017; Syuhada et al.,
2013).

6.3.2.1. Les infections touchant les volailles :

Chez les animaux, I’infection la plus fréquente c’est :

e La colibacillose : est une maladies infectieuse, la plus fréquente et la plus
importante en pathologie aviaire, cause des mortalités, des baisses de performances et des
saisies a la battoir (Boissieu., 2008). Les colibacilloses aviaires sont des surinfections lors
des manifestations bactériennes ou virales et aussi prennent la forme générale
contrairement aux infections des mammiféres (Gudah, 2016). L’agent causal est
Escherichia coli, de famille Enterobacteriaceae, qui sont des hétes commensaux du tractus
digestif et la plus part d’entre elles ne sont plus pathogénes seulement a la présence de la
souche Avianpathogenic E. coli (APEC). Le pouvoir antigénique est caractérisée par
I’antigéne Ag O, Ag H, Ag K, ces derniers permettent d’identifier plusieurs sérotypes dont

les plus pathogenes sont : O: :Ki, O :Kso, O1 :Ki. Elle résiste au systéme immunitaire et

11



Chapitre | Généralités sur les entérobactéries

capable de multiplier lors une carence en fer et production des effets cytotoxiques comme
présente une sensibilité aux désinfectants usuels (Boissieu, 2008).

La colibacillose est trés répondue dans le monde a cause de la sensibilité de toutes les
espéces aviaires a E. coli dont les facteurs déclenchant sont : ’age, le stress, le taux élevé
d’ammoniac, baisse T°, des infections concomitantes. La transmission se fait par voie :
aérienne, digestive, génitale ou par I’intermédiaire de I’eau potable.

La principale source d’infection est la matiére fécale des oiseaux malades ou les porteurs
sains qui contiennent des grandes quantités du germe :chez le poulet, les concentrations
sont de I’ordre de 10° colibacilles par gramme de matiére fécale (Bachir Pacha M, 2013;
Stordeur & Mainil, 2002). Le premier signe clinique rencontré est une chute importante
de la consommation alimentaire, puis un abattement, hyperthermie (42-44°C). Les
animaux les plus atteints presentent des signes de détresse respiratoire « bec ouvert,
respiration accélérée et irréguliere » et une diarrhée blanchéatre (Assane.M.M, 2012).

e Salmonelloses :

A I’exception de Salmonella enteritica sérotype Typhi et S.enteritica sérotype Paratyphi A
et S.enteritica serotype paratyphi C qui sont spécifiques aux humains et dont le seul
réservoir est ’homme, tous les autres sérotypes peuvent étre considérés comme des

especes zoonotigques ou potentiellement zoonotiques (Acha Jamet & Szyfres, 1980).

Les volailles sont en général des porteurs sains (Rostagno et al., 2006), et l'incidence
technico-économique du portage en poulet de chair semble étre minime, en fait, c'est le
réle des salmonelles dans les toxi-infections alimentaires collectives qui explique leur
importance dans la filiere. En effet beaucoup de sérovars (plus de 156 selon ICMSF,
1996), isolés des poules et des canards aux Etats Unis sont largement la source la plus
importante des contaminations alimentaires. Certains sérovars particulierement Salmonella

enteritidis et Salmonella Typhimirium, se sont avérés redoutables (ICMSF, 1996).
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Chapitre 11 : Résistance des entérobactéries aux antibiotiques

1. Généralités sur les antibiotiques :
1.1. Historique :

-Dés I’année 1877, Pasteur et Joubert mettent en évidence la notion d’antagonisme
microbien (antibiose) : des cultures de bactéries charbonneuses poussent mal lorsqu’elles

sont souillées par certaines bactéries saprophytes.

-En 1912, Vandenner montra que les extraits obtenus a partir d’Aspergillus fumigatus

avaient une activation anti-staphylococcique.
-En 1928, Fleming découvre la pénicilline G.
-En 1935 les sulfamides sont découverts.

-Entre 1938 et 1942, la pénicilline G est purifiée et utilisée en clinique par H. Florey et E.
Chain.

-En 1940, le terme d’antibiotique a ¢été proposé par R. Dubos. Waksman isole
I’actinomycine produite par une Streptomyces et il découvre la streptomycine active en

particulier sur le bacille de Koch.

-A partir de cette date, de nombreux antibiotiques sont découverts : Chloramphénicol,
Tétracyclines en 1949, Aminosides en 1950, Macrolides en 1952, Glycopeptides en 1958,
Streptogramines en 1962, Triméthoprime en 1970 et Oxazolidinones en 2000 (Ramdani B.
N., 2016).

1.2. Définition :

Le terme d’antibiose crée par Vuillemin (France) en 1889 pour décrire une situation dans

laquelle un micro-organisme en détruit un autre (Paolozzi, Liébart, & Sansonetti, 2015).

Les antibiotiques (Du grec anti : « contre », et bios : « la vie ») sont des substances élaborées
par des micro-organismes (procaryotes ou eucaryotes) ou obtenues a I’heure actuelle par
synthése ou hémi synthése et capables d’inhiber la multiplication (action bactériostatique)

ou de tuer d’autres micro-organismes (action bactéricide) (Willoquet et al., 2015).
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1.3. Classification :

Pour mieux connaitre les antibiotiques afin qu’ils soient utilisés a bon escient, on procede a

leur classification selon certains criteres :(Willoquet et al., 2015).

— Les antibiotiques ayant une méme structure chimique, a 1’origine de leur mécanisme

d’action se classent dans une méme famille

— Au sein d’une méme famille, les antibiotiques peuvent se différencier par leur spectre

d’activité et sont réunis alors dans des groupes

— Ausein d’un méme groupe, I’activité antibactérienne est identique mais les antibiotiques

peuvent se différencier par leurs propriétés pharmacologiques ou leur tolérance

— Peuvent étre aussi classés selon 1’origine de la molécule : naturelle, synthétique ou semi

synthétique (Ramdani B. N., 2016).

Les principales familles d’antibiotiques sont présentées dans le tableau 03.

Tableau 03 : Principales familles d’antibiotiques (Paolozzi et al., 2015).

Familles Caracteristiques chimiques Sous familles

B-lactamines Cycle a 4, 5 ou 6 atomes de C avec un | Pénicillines, céphalosporines,
—NH fixé au C-p carbapénémes, monobactames

Glycopeptides Heptapeptide cyclique liant un sucre

(mannose, glucisamine ou glucose)

Tétracyclines

Noyau naphtacéne-
carboxamidetétracyclique lié a des
substituants en position 5, 6, 7

Macrolides et

Anneau macrolactonique modifié par

apparentés un ou plusieurs sucres

Phenicolés Dévisés de I’acide dichloroacétique et | Chlorampheénicoles,
d’un phénylsubtitué thiamphénicoles

Aminosides Aminocyclitol, lié a 2 ou rarement 3 | Streptomycine

0SEeS

Ansamycines

2 cycles aromatiques liés par une
longue chaine constituée d’un
aminocyclitol auquel sont liés des oses

Rifampycine, rifamycine,
rifabutine

Sulfamides

Para-aminobenzéne sulfamide

Triméthoprime

Diaminopyrimide

Inhibiteur compétitif la
dihydrofolate-réductase

Polymyxines

Antibiotiques peptidiques cycliques

Polymyxines B et E
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1.4. Cibles bactériennes :

Les antibiotiques se différencient des antiseptiques par leur mécanisme d’action. Ils agissent
a un niveau précis des structures bactériennes, dénommé « site d’action » (figure 1) :
(Willoquet et al., 2015).

— La paroi : inhibition de synthése de la paroi bactérienne (B-lactamines, glycopeptides,
fosfomycine)

— La membrane cytoplasmique : inhibition de la synthese de la membrane
(polymyxines)

— Le chromosome : inhibition de la synthése de I’ADN (quinolones)

— Le ribosome : inhibition de la synthese protéique (cycline, aminosides, macrolides)

Cell wall synthesis [DNA gyrase | [RNA slongation et e
8;’55::2; Quinolones -~ g?;gf,:;ggg Ac!iomych gifamph 22
Bacitracin " Novobiccin | T
Penicillins
Eﬁe;)mozlos:)oﬁns Protein synthesis
nobactams {508 inhibitors)
Carbapenems L
5 Erythromycin (macrolides)
Chiloramphenicol
prmes - Clindamycin
Folic acid metaboliam | Lincomycin
Trimethopeim —___
Sulfonamides e
Protein synthesis
(308 inhibitors)
Tetracyclines
Spectinomycin
Streptomycin
' y Gentamicin
Cytoplasmic x - Kanamycin
structure and function : - N Amikacin

Nitrofurans

Platensimycin

PABA Cytoplasmic  Cell wall

Mupirocin
membrane Puromycin

Figure 01: Cibles des différentes classes d’antibiotiques (Madigan, 2012).
1.5. Association des antibiotiques :

Dans des situations cliniques, 1’association de deux antibiotiques ayant des sites d’action
distincts sur la bactérie permet d’obtenir une meilleure efficacité thérapeutique. On peut

distinguer quatre effets de I’association : (P. Courvalin & Leclercq, 2006).
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> Effet de synergie ; I’effet est significativement supérieur a la somme des effets de
chaque antibiotique étudié isolément a la méme concentration, comme la synergie des
associations B-lactamines et aminosides.

> Effet additif ; I’effet de 1’association est égal a la somme des effets de chaque
antibiotique étudié isolement a la méme concentration que dans 1’association.

> Effet différent ; I’activité de 1’un des antibiotiques n’est pas affectée par la présence de
’autre.

> Effet d’antagonisme ; l’association diminue Iactivit¢ de 1'un ou [lautre des
antibiotiques comme 1’association des tétracyclines avec une B-lactamine ou avec un

aminoside.
2. Principaux antibiotiques utilisés et leur mode d’action :
2.1. p-lactamines :

Ce sont des antibiotiques caractérisés par la structure de base : le noyau B-lactame, elles
sont subdivisées en 4 groupes majeurs :(Bryskier, 1999).

e Les pénames : principalement les pénicillines (ampicilline et dérivés, Ticarcilline, ...),
et Oxapénames (Acide clavulanique, AC + Amoxicilline, AC + Ticarcilline).

e Les céphémes: comprennent principalement les céphalosporines, qui classes en 4
générations (C1G, C2G, C3G et C4G).

e Lespénémes : Carbapénemes (Imipénéme) sont des ATBs a large spectre.
e [esp-lactamines monobactames: Monobactames et  Aztéréonam  actifs
particulierement sur Pseudomonas aeruginosa.

2.2. Aminosides ou aminoglycosides :

Ces antibiotiques sont bactéricides a large spectre, en association avec d’autres familles
d’antibiotiques plus souvent aux p-lactamines (effet synergique). lls sont actifs sur
Staphylocoque sensible a la méthicillineet les bacilles Gram négatif aérobies
(Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa). lls agissent sur la synthése protéique des

bactéries en se fixant sur la sous unité 30S du ribosome (Adja.N, 2005).
2.3. Quinolones/ Fluoroquinolones :

Les quinolones sont des agents synthétiques a activité bactéricide qui inhibent des enzymes

(Topoisomérase ou ADN gyrase) qui participent a I’enroulement des brins d’ADN. Ils sont
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actifs uniquement sur les germes a Gram- (Delmée.M, 2004).Dans les années 80, la
fluoration de ces molécules en position 6 a donnée naissance a des Fluoroquinolones.
(Willoquet et al., 2015).

2.4. Autres antibiotiques :
Fosfomycine :

C’est un antibiotique bactéricide a large spectre, actif sur la plupart des Enterobacteriaceae
et sur les Staphylocoques. Il agit au début de la synthése du peptidoglycane aux chaines
glucidiques. 1l se fixe de maniére covalente sur une enzyme impliquée dans la formation de

I’acide N-acétyl-muramique (Adja.N, 2005).
Triméthoprime-Sulfaméthoxazole :

C’est un antibiotique bactéricide résulte de I’association des sulfamides et les triméthoprimes
qu’ils sont des antimétabolites qui entrent en compétition avec les substrats naturels dans la
synthése des folates (I’inhibition la synthése de I’ADN) ; les deux sont des analogues
structuraux de I’acide para-amino-benzoique (PAB) et dihydrofolate (DHF), respectivement.
Donc sont des inhibiteurs compétitifs des deux enzymes dihydroptéroarte synthese (DHPS)
et dihydrofolateréductase (DHFR) (Gaudy, Buxeraud, & Mereghetti, 2005).

Chlorampheénicol :

Cet antibiotique a un effet bactériostatique sur la plupart des espéces bactériennes. Leur
mode d’action est I’inhibition la synthése protéique par fixation réversible au site A du

ribosome (P. Courvalin & Leclercq, 2006).
3. Résistance des entérobactéries aux antibiotiques :

L’efficacité des antibiotiques utilisés dans le traitement des infections causées par les
Enterobacteriaceae dépend de la quantité d’antibiotique au contact de la cible, I’affinité de
I’antibiotique pour la cible et la production d’enzyme inactivant I’antibiotique. Ces facteurs
sont responsables soit d une résistance naturelle, soit d’une résistance acquise (P. Courvalin

& Leclercq, 2006).
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3.1. Notions de I’antibiorésistance :

La résistance bactérienne aux antibiotiques a rapidement constitué un probléme de santé
important a 1’échelle mondiale. Elle repose sur deux définitions ; une souche est résistante
lorsque la concentration d’antibiotique qu’elle est capable de supporter est notamment plus
élevée que la concentration atteignable in-vivo ; ou une souche supporte une concentration
d’antibiotique notablement plus élevée que celle qui inhibe le développement de la majorité

des autres bactéries de la méme espéce (Qassimi.L, 2010).

Les bactéries sont dites multirésistantes lorsqu’a la suite d’une accumulation de résistance
naturelle et acquise, elles ne sont sensibles qu’a un petit nombre d’antibiotique. Il y a deux

types de la résistance :
3.1.1. Résistance naturelle :

La résistance naturelle ou intrinseque a un antibiotique est essentiellement due a la présence
de génes chromosomiques ; elle est donc commune a toutes les bactéries d’'une méme espece
(Peyrou, 2001).

Elle peut étre due a des particularités structurales s’opposant a I’action de I’antibiotique sur
sa cible comme la présence d’une membrane externe chez les bactéries a Gram négatif les
rendant naturellement résistantes aux antibiotiques de poids moléculaire élevé comme les
glycopeptides. Elle peut étre aussi due a des particularités métaboliques spécifiques : le
bacille de la tuberculose par exemple n’est sensible qu’a un nombre restreint d’antibiotiques
en raison de son metabolisme original. La résistance naturelle peut enfin étre mediée par
I’expression constitutive ou induite d’une enzyme d’inactivation ou par la mise en ceuvre
d’un processus d’échappement vis a vis de I’antibiotique.

Dans tous les cas, la résistance naturelle fait partie des caractéres normaux de ’espéce ; elle
détermine le niveau de sensibilité « basal » des bactéries et définit le phénotype sauvage
d’une espéce. C’est la résistance de classe. Elle est constitutive et touche toute une famille
d’antibiotiques (Gansmandel, 2011) .

3.1.2. Résistance acquise :

Ce terme est utilisé pour désigner le résultat d’un processus permettant a des bactéries d’une
espece originellement sensible de devenir résistante a un ou plusieurs antibiotiques (Diallo,

2013). L’acquisition de ces résistances est déterminée par des modifications génétiques
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consécutives a des mutations ponctuelles ou a I’acquisition « de novo » de genes de
résistance exogenes.

La capacité de multiplication trés rapide des bactéries favorise la sélection d’événements
génétiques favorables et la possibilité¢ d’échange d’information méme entre espéces lointaine
leur conférant un trés grand pouvoir d’adaptation aux contraintes du milieu. L’évolution des
mécanismes de résistance aux antibiotiques, et notamment aux B-lactamines illustre

parfaitement ce phénoméne (Gansmandel, 2011).
3.1.3. Résistance croisée et Co-résistance :

La résistance croisée résulte d’un seul mécanisme biochimique et concerne des antibiotiques

appartenant a la méme famille.

La Co-résistance est liée a plusieurs mécanismes (plusieurs genes de résistances impliquées)

et concerne des antibiotiques appartenant a difféerentes familles (Sekhr.A.N,2011 ).

3.2. Supports génétiques de la resistance :

L’intérét suscité par les enjeux liés a la résistance aux antibiotiques a mené de plus en plus
de chercheurs a travailler sur le sujet, aboutissant a la découverte de nombreux mécanismes
d’adaptation bactérienne. Parmi les modalités d’acquisition de la résistance aux
antibiotiques, le transfert horizontal de génes est un élément-clé. Ce type de transfert a
probablement lieu dans tous les écosystémes terrestres colonisés par les bactéries. Ainsi ces
transferts ont été mis en évidence dans de nombreux écosystémes, tels les sols, les riviéres,
les environnements marins, mais aussi les tubes digestifs d’insectes ou de mammifére (Soto,
Martin, & Mendoza, 2003). Différents éléments génétiques sont impliqués dans ce transfert
de genes.

3.2.1. Résistance chromosomique :
a. Résistance naturelle :

Le chromosome bactérien est porteur des informations génétiques nécessaires a
I’existenceméme de la bactérie et contient aussi les génes responsables de sa résistance
naturelle intrinseque (liée a sa structure ou a son métabolisme). Les génes de résistance
codant pour des enzymes d’inactivation ou des systémes d’échappement s’expriment de
facon constitutive lorsqu’ils sont portés par le chromosome conférant les caractéres de

résistance naturelle de la bactérie (Gansmandel, 2011).
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b. Résistance acquise :

La résistance chromosomique acquise résulte d’une mutation. La fréquence de ces mutations
est faible et variable (10°a 10-°) mais la mutation est stable et transmissible a la descendance.
La résistance apparait dans ce cas au hasard et n’est donc pas influencée par 1’antibiotique
quine fait que la révéler (Rowe-Magnus et al., 2001).

La mutation du geéne peut entrainer ’apparition d’une protéine particuliere ou d’une
variabilité structurelle responsable de la résistance ; elle peut aussi entrainer la disparition
ou la modification d’une protéine structurale ou enzymatique normale. En absence
d’antibiotiques dans le milieu exergant une pression de sélection, la plupart des mutants
naturels vont disparaitre (Manson, Hancock, & Gilmore, 2010).

3.2.2. Les éléments génétiques mobiles (Résistance extra-chromosomique) :

La résistance aux antibiotiques acquise par les bactéries est principalement due a la présence
de trois types d'eléments extra-chromosomiques portant des génes de résistance : les
plasmides, les transposons et des cassettes de résistances insérées sur un intégrons (Bennett,
2008; Martinez, 2009; Walsh, 2006). Ce type de résistance est transmissible d'une souche
ou d'une espece a une autre selon trois modes de transmission, a savoir la conjugaison
(transfert direct entre deux bactéries ayant établi temporairement un contact physique), la
transformation (transfert d’ADN nu) et la transduction (transport d'/ADN bactérien par des

bactériophages) (Figure 02).
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Figure 02 : Les modes de transmission du matériel génétique : la conjugaison, la
transformation et la transduction chez les bactéries (Andersson & Hughes,2010).
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a. Les plasmides :

Les plasmides bactériens revétent une importance toute particuliére dans 1’étude des
phénoménes de résistance car ils constituent a la fois un vecteur de premier plan pour la
dissémination des résistances et un immense réservoir génétiqgue. Comme les chromosomes,
les plasmides codent pour des protéines et des molécules d'ARN et se répliquent durant la
croissance bactérienne. Les plasmides partagent certaines fonctions de partition et quelques
recombinases spécifiques de site avec le chromosome de I’hote. Contrairement aux
chromosomes, les plasmides ne portent toutefois pas de génes essentiels a la croissance
bactérienne. Ils codent plutdt pour des protéines dont la fonction est de conférer un avantage
sélectif comme la résistance aux antibiotiques ou encore des facteurs de virulence (Snyder
& Champness, 2007).

b. Séquences d'insertion et transposons :

Les sequences d'insertion, aussi appelées éléments IS, sont de courtes séquences d’ADN (0,2
a 6 kpb) qui portent uniquement le gene codant pour la protéine responsable de la
transposition, la transposase, et les sites reconnus par cette enzyme. Ces sites sont des
séquences inversées repétées situées a chaque extrémité de la sequence d'insertion.
Généralement d'une taille de 15 a 25 pb, elles varient de maniére a ce que chaque type d'IS
ait des séquences inversées répétées caracteristiques. Contrairement a d'autres mécanismes
qui réorganisent I'ADN, la transposition de ces éléments génétiques ne requiert pas de
régions d'homologie étendues pour que la recombinaison puisse s'effectuer. Ces éléments
transposables jouent un réle trés important dans I'évolution des bactéries puisqu'ils sont a
l'origine de multiples réarrangements de leur génome.

Les transposons (2-20 kpb) sont composés de séquences d'’ADN qui fonctionnent comme
des sites de recombinaison et de genes codants pour des protéines qui participent a la réaction
de recombinaison. Les sites de recombinaison sont situés aux deux extrémités du transposon
et organisés en séquences inversées répétées. Lataille de ces répétitions inversées terminales
varie entre ~25 et quelques centaines de paires de bases. Les sites de recombinaison ne sont
pas des répétitions exactes et portent les séquences de reconnaissance des transposases
(Diallo, 2013).
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c. Les intégrons :

Les intégrons, plus récemment décrits vers la fin des années 80, jouent un rble majeur dans
I’acquisition et ’expression de génes de résistance aux antibiotiques, notamment chez les
bactéries a coloration de Gram négative. Aujourd’hui, alors que I’implication des intégrons
dans I’adaptation bactérienne au-dela de la résistance aux antibiotiques est avérée, le role
d’une partie de ces intégrons, parfois nommés intégrons de résistance (IR), est majeur dans
la dissémination de la résistance aux antibiotiques et notamment chez des souches d’intérét
clinique.

Les intégrons ont une organisation commune et sont composés par trois eléments clés : un
géne intl, un site primaire de recombinaison (attl) et un promoteur (Pc) permettant la
transcription des genes capturés ou cassettes. Les intégrons, supports majeurs de la
multirésistance aux antibiotiques, peuvent contenir jusqu’a 8 cassettes (Cambray, Guerout,
& Mazel, 2010; Naas et al., 2001). Toutefois, des intégrons sans cassette ont egalement été
retrouvés (Soto et al., 2003). Pour les intégrons de classe 1, 2 et 3, il a éte montre que les
cassettes étaient majoritairement composées de génes de résistances aux B-lactamines,
aminosides (génes aad) et au triméthoprime (génes dfr) (Partridge et al., 2009; van Hoek
etal., 2011).

Plusieurs intégrases d'intégrons (Intl) ont été décrites chez des souches bactériennes
cliniques et environnementales. Les intégrases des souches cliniques sont généralement
codées par des génes portés par des plasmides alors que celles des souches
environnementales sont codées par des genes situes sur des chromosomes.

Les intégrases appartenant aux intégrons de classe 1, 2 et 3(Arakawa et al., 1995; Hall et
al., 1999; Hansson et al., 2002) de méme que les intégrases VchintlA (Mazel et al., 1998)
et Intl9 (Hochhut et al., 2001) sont les seules a étre associées a des genes de résistance aux
antibiotiques .

Antibiorésistance pour chaque famille d’antibiotiques sont présentées dans le tableau 04.
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Tableau 04 : Antibiorésistance pour chaque famille d’antibiotiques (P Courvalin &
Philippon, 1989; Duval, 1989).

Antibiotique Observations

-Résistance intrinséque : anaérobies
Aminosides -Résistance plasmidique : dans certains cas, croisée avec d’autres
aminosides, mais aussi avec d’autres antibiotiques (ampicilline,

amoxycilline, tétracyclines, sulfami des, macrolides)

Béta-lactamines -Résistance intrinseque : micro-organismes dépourvus de paroi
Mycoplasmes, Chlamydies, Rickettsies.

-Résistance acquise : habituellement due a une inactivation
enzymatique (synthese de béta-lactamases), Plasmidique ou

chromosomique

Colistine -Résistance intrinseque : bactéries Gram+
-Résistance acquise : chromosomique uniquement. Leur faible
fréquence serait due a leur faible viabilité comparée a celle des

souches sensibles.

Quinolones -Résistance intrinseque : peu de bactéries sont naturellement
résistantes. Cependant, les bactéries Gram+ et les mycoplasmes ne
sont que légerement sensibles aux quinolones delére et de 2eme
génération.

-Résistance acquise : exclusivement par mutation chromosomique.
-Les germes résistants aux quinolones de 3éme génération sont
généralement résistants aux quinolones de lere et de 2eme
génération. Au contraire, les germes résistants aux quinolones de
lére et de 2éme génération peuvent rester sensibles aux quinolones
de 3emegénération.

-La communauté structurale entre les quinolones facilite la
résistance croisée entre les composés des différentes générations.
-La résistance croisée avec d’autres antibiotiques (pénicillines,
tétracyclines) pourrait étre due aux mutations qui seront a 1‘origine
d’une réduction de la pénétration des bactéries aux quinolones, et du

phénomene d’expulsion hors de la cellule bactérienne.
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Tétracyclines

-Résistance intrinseque : peu de bactéries sont naturellement
résistantes (large spectre).

Pseudomonas est resistant car ses membranes sont imperméables.
-Résistance acquise : principalement plasmidique : trés fréquente en
élevages avicoles suite a un usage abusif des tétracyclines.
-Résistance croisée avec les penicillines (réduction de la
perméabilité).

-La résistance a la doxycycline est généralement moins fréquente
qu’aux autres tétracyclines (usage plus récent, meilleure
liposolubilité, moins de résistances croisées avec les tétracyclines

naturelles).

Triméthoprime-
Sulfamides

-Résistance intrinseque : mycoplasmes, Pseudomonas, Clostridium,
Streptococcus
-Resistance acquise : identique a celle des sulfamides et de la

triméthoprime

3.3. Mécanismes de la résistance acquise chez les entérobactéries :

Pour bien comprendre les résistances acquises, il est trés important de bien connaitre les

résistances naturelles des différentes especes bactériennes et le support génétique de la

résistance (les caractéres de résistance portée par des génes qui sont situés sur chromosome

ou sur plasmide) (Gaudy et al., 2005).

Généralement, le nombre de mécanismes de la résistance bactérienne aux médicaments

antimicrobiens est limité ; car le nombre de modes d’action des antibiotiques est limité. La

figure 03 illustre les principaux mécanismes :
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Figure 03 : différents mécanismes de résistance aux antibiotiques dans une bactérie

Gram négative (Guardabassi & Courvalin, 2005)

Les entérobactéries sont naturellement résistantes aux nombreux antibiotiques par différents

mécanismes (tableau 05).

Tableau 05 : Principales résistances naturelles chez les entérobactéries (Gaudy et al., 2005)

Mécanismes

inductibles

Antibiotiques Entérobactéries
Pénicillinases Aminopénicillines Groupe Il
Carboxypénicillines
Uréidopénicillines
Céphalosporinases | Aminopénicillines C1G Groupe 11

Enzymatique - ;
ymatig Acétyltransférases

Aminosides

Serratia, Providencia

Pénicilline M et G Macrolides
Rifampicine

Défaut de pénétration Acide Fusique Toutes
Glycopeptides Anaérobies
Aminosides
Défaut d’affinité Aztéréonam Anaérobies
Cefsulodine
Toutes
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3.3.1. Résistance acquise aux p-lactamines :
Les entérobactéries utilisent différents mécanismes pour développer une résistance aux -

lactamines : (Vora & Auckenthaler, 2009).

a. Diminution de la perméabilité : par I’altération des porines par mutation, ce qui a été
décrits chez E. coli en 1980 (Kumar & Schweizer, 2005). Et plus rare, la disparition de
porine provoque 1’augmentation des CMI de certaines B-lactamines comme cela a été mis en
évidence chez certaines entérobactéries (Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae,
Serratia marcescens, Enterobacter cloacae, Salmonella Typhimurium et Escherichia coli)
et chez P. aeruginosa (Nikaido, 2000; Yoshimura & Nikaido, 1982).

b. Hyperproduction de systémes d’efflux : qui impliqué dans la résistance aux [-
lactamines a été identifiée en particulier chez K. pneumoniae. Ce type de mécanisme
touchant préférentiellement la Céfoxitine et les C2G, semble difficile a distinguer du point
de vue phénotypique des resistances par modification des porines (Bialek-Davenet et al.,
2011).

c. Modification des protéines liée aux pénicillines (PLP): peut avoir lieu par des mutations
dans les genes chromosomiques codant pour les PLPs ou par I’acquisition de génes étrangers
codants pour nouveaux PLPs ayant une affinité différente aux [-lactamines (N. H.
Georgopapadakou, 1993).

Chez les entérobactéries, des souches de Proteus mirabilis résistantes a ’imipenéme et
aumecillinam ont été observées suite a une perte d’affinité de la PLP2 et a une diminution
de la quantité de PLP1. Cependant, ce type de mécanisme reste tres rare chez ce groupe
bactérien (Neuwirth et al., 1995).

d. Production de B-lactamases : qui est le mécanisme prédominant de résistance acquise

des entérobactéries aux B-lactamines (Livermore, 2003).
On peut individualiser six phénotypes de résistance aux B-lactamines (Tableau 06).

Tableau 06: Phénotypes des entérobactéries aux B-lactamines (Fauchere, 1997).

Phénotypes AMX | AMC | TIC | Mécilline | Cétalotine | Céftazidime
Pénicillinase bas niveau R R R S S S
Pénicillinase haut niveau R IIR R R R S
Pénicillinase résistante aux IL. | R R R R S S
Céphalosporinaseinduectible R R S S R S
Céphalosporinasedéréprimé R R R S R R
BLSE R R R R R R

AMX: Amoxicilline, AMC: Amoxicilline + Acide clavulanique, TIC:Ticarcilline, IpL: inhibiteurs de

Blactamines, BLSE : B-lactamase & spectre étendu. R: Résistant, S: Sensible, I: Intermédiaire
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Les béta-lactamases a spectre élargi (BLSE) sont une grande famille trés hétérogéne
d’enzymes bactériennes découverte dans les années 80 en Allemagne, puis en France. Elles
sont induites soit par des plasmides (80 %), soit par la mutation du génome naturel chez
Klebsiella spp, codant pour une béta-lactamase SHV. Les deux mécanismes conférent aux
bactéries touchées la capacité d’hydrolyser une grande variété de pénicillines et de
cephalosporines. La majorité des BLSE sont le résultat de mutations génétiques de
bétalactamases naturelles, en particulier de TEM-1, TEM-2 et SHV-1. Elles sont trés actives
contre les pénicillines et moyennement actives contre les céphalosporines de premiére
génération. Les mutations génétiques a ’origine des BLSE élargissent le spectre de ces
enzymes et touchent également les céphalosporines de troisieme génération (ceftazidime et
cefotaxime) et les monobactames (aztreonam). Les bactéries produisant une BLSE
n’hydrolysent pas les céphamycines (céfoxitine) ni les carbapénemes (imipénem) et elles
sont inhibées par les inhibiteurs : 1’acide clavulanique, le tazobactam et le sulbactam, La
présence de BLSE est fréquemment associée a la résistance aux aminosides,
fluoroquinolones et a la résistance a d’autres antibiotiques( (Paterson & Bonomo, 2005).
Pratiqguement tous les germes a Gram négatif possédent un géne chromosomique qui code
pour une céphalosporinase, en géneral de faible expression et sans hydrolyser efficacement
les céphalosporines. Mais les Enterobacter, Serratia et Citrobacter produisent des
céphalosporinases inductibles, pas faciles a détecter au laboratoire. Sous traitement aux
céphalosporines, ces germes peuvent donc développer une résistance (inductible) a toutes
les céphalosporines et elles ne sont pas inhibées par I’acide clavulanique (tableau 07). Elles

restent cependant sensibles aux carbapénémes (Vora & Auckenthaler, 2009).
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Tableau 07 : principales béta-lactamases et leurs inhibiteurs

Enzyme

Activité enzymatique préférentielle

Inhibiteurs

Pénicilline

Cl1G

C3G

Aztréonam

Imipénem

Clavulanate

EDTA

Pénicillinases a
spectre restreint
(exemple :  TEM-I,
SHV-I)

++ +

+/-

+++

Céphalosporinases
(exemple :

Enterobacter )

++

+++

Betalactamases a
spectre élargi
Dérives de TEM,
SHV

+++

++

++

++

+++

Meétallo-
betalactamases

Carbapénémase

+ +

++

++

++

C1G : céphalosporinase de 1 er génération ; C3G : céphalosporinase de 3 eme génération ; EDTA : acide
éthylene diamine tétra acétique.

La résistance aux céfépime, une céphalosporine de la quatrieme génération, est due a une
hyperproduction de SHV-5. TEM-50 (qui confere la résistance aux inhibiteurs) et SHV-18
(une enzyme plasmidique de klebsiella pneumoniae) (Singleton, 2005). Les entérobacteries
sont naturellement résistantes aux pénicillines des groupe G, V et M. Les phénotypes de
résistance seront donc définis a I’aide des B-lactamines appartenant aux autre groupes de
pénames seules et associées aux inhibiteurs des P-lactamases : aminopénicillines
(amoxicilline), carboxypénicilline (ticarcilline) uréidopénicilline (pipéracilline); aux
céphalosporines de premiére génération (céfalotine), de deuxiéme génération (céfuroxime et
pour les céphamycines, la céfoxitine), de troisieme génération (céfotaxime et ceftazidime),
de quatrieme génération (céfépime et cefpirome) ; aux monobactames (aztréonam) et aux
carbapénémes (imipénéme) (P. Courvalin & Leclercq, 2006).

Les entérobactéries Kluyvera ascorbata, Kluyvera cryocrescens, Kluyvera georgiana,
Rahnella aquatilis, Citrobacter sedlakiiet Erwinia persicina produisent naturellement des -
lactamases a spectre étendu de classe A (groupe 2be). Ces BLSE, souvent exprimées a bas

niveau, conférent une diminution de sensibilité ou une résistance aux aminopénicillines, aux
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carboxypénicillines, aux C1G et aux C2G, a l'exception des céphamycines. La résistance aux
uréidopénicillines et aux C3G est souvent inapparente. Aucune régle de lecture interprétative
n'a été proposée a ce jour pour ces especes. L'activité des enzymes produites suggere une
interprétation des résultats « sensibles » en « intermédiaire » pour (P. Courvalin &
Leclercq, 2006).

Le Phénotype «B-lactamase a spectre étendu » (BLSE) comprend une résistance aux
pénicillines et aux céphalosporines a I’exception des céphamycines. Cependant, la résistance
aux C3G, C4G et I’aztréonam est plus on moins marquée selon les enzymes et les souches
(CMI de <1 a 128 mg/l). En regle générale, cette résistance est apparente pour au moins une
de ces molécules, sauf quand I’expression est trés faible comme parfois chez P. mirabilis.
La plupart des BLSE sont plus sensibles aux B-lactamine inhibitrices que les pénicillinases
a large spectre TEM-1 et SHV-1 (Bonnet, 2011).

Quelques BLSE, comme les enzymes CMT (Complex mutant TEM), présentent cependant
une sensibilit¢ diminuées aux inhibiteurs. L’efficacité des associations pénicillines [3-
lactamine inhibitrices reste généralement suffisante pour étre a la base de la détection de ce
phénotype qui repose sur la mise en évidence d’une image de synergie entre les inhibiteurs
et les C3G et/ou les C4G et/ou L’aztréonam (Bonnet, 2011).

Les carbapénemes et les céphamycines ne sont généralement pas hydrolysés par les BLSE.
Toutefois, une diminution de la sensibilité a ces molécules a réecemment été rapportée en
Europe et au Japon chez E. coli et K. pneumoniae. Ces souches produisaient des enzymes
possédant une faible activité carbapénémase et dériveées par mutations ponctuelle des BLSE

de type GES (cf. carbapénemase de classe A) (Bonnet, 2011; Patrice Nordmann, 2010).

3.3.2. Résistance acquise aux aminosides :

Le mécanisme d'action des aminosides implique la liaison au site A de I'ARN ribosomal 16S
et donc l'inhibition de la synthese des protéines (Fourmy et al., 1996; Moazed & Noller,
1987), aprées avoir penétré a travers la membrane externe via une voie «auto-favorisée»
indépendante de la porine et par la voie cytoplasmique membrane par une voie dépendant
de I'énergie (Bryan, 1984; Davies & Wright, 1997).

La résistance des entérobactéries a cette famille d’antibiotique est surtout due a la production
d’enzymes inactivatrices : phosphotransférases (APH), nucléotidyltransférases (ANT) et
acetylestranférases (AAC) qui catalysent la phosphorylation des groupements hydroxyles

(OH), la nucléotidylation des groupements hydroxyle, et ’acétylation des groupements
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aminés (NH2), respectivement. Ces enzymes sont majoritairement codées par des génes

portés sur des plasmides.

On peut distinguer 9 phénotypes de résistance principaux (tableau08) (Faucheére, 1997).

Tableau 08 : Phénotypes de résistance des entérobactéries aux aminosides.(Faucheére,

1997).
Phénotypes Kanamycine | Tobramycine | Amikacine | Gentamicine | Nétilmicine
Sauvage S S S S S
APH (3’ R S S S S
AAC (3)-1 S S S S/I/R S
AAC (3)-11 S/IR R S R IIR
AAC (6°) SIIR IIR S/IIR S IIR
ANT (2”) S/IR IIR S I/IR S
AAC (2°) S S/IR S S/IIR S/IIR
APH (3°) + AAC R S S S/IIR S
%Ic (6) + AAC IIR IIR S/IIR S/IIR IIR
3)I

3.3.3. Résistance acquise aux quinolones :

Les quinolones pénetrent dans les cellules bactériennes a travers les porines de la membrane

externe et par diffusion a travers la membrane cytoplasmique (Chapman &
Georgopapadakou, 1988; McCaffrey, Bertasso, Pace, & Georgopapadakou, 1992). lls se
complexent ensuite immédiatement, sélectivement et réversiblement avec 'ADN gyrase et
la topoisomérase IV associée, des enzymes bactériennes essentielles pour la transcription, la
réplication et la décaténation chromosomique. lls piegent un complexe enzyme-ADN
covalent (complexe clivable), dans lequel I'enzyme a brisé le squelette phosphodiester de
I'ADN et inhibent ainsi la liaison ultérieure de I'ADN (Hooper, 1999, 2001). Le résultat est
I'inhibition du surenroulement (ADN gyrase), la décaténation des chromosomes
(topoisomérase V) et, surtout, I'induction de lésions d'ADN, qui déclenchent la réponse SOS
et aboutissent finalement a la mort cellulaire.

A T'exception des protéines Qnr, qui sont & médiation plasmidique (Martinez-Martinez,
Pascual, & Jacoby, 1998; Robicsek, Jacoby, & Hooper, 2006), la résistance aux

quinolones est exclusivement chromosomique et se propage avec l'organisme résistant. Les

30



Chapitre I1Résistance des entérobactéries aux antibiotiques

protéines Qnr sont capables de protéger 'ADN gyrase des quinolones et ont des homologues
dans les bactéries vivant dans I’eau. Ils semblent étre en circulation depuis un certain temps,
ayant atteint une distribution mondiale dans une variété d'environnements plasmidiques et
de genres bactériens (P. Nordmann & Poirel, 2005). Bien que les génes gnr fournissent une
faible résistance aux quinolones, ils facilitent I'émergence d'une résistance clinique de plus
haut niveau. La propagation horizontale rapide des genes gnr et leur co-sélection avec
d'autres éléments de résistance sont également préoccupantes. L'AAC (67) -lb-cr, une
variante aminoside acétyltransférase capable de modifier la cipro-oxacine et de réduire
modestement son activité, semble avoir émergé plus récemment (Park et al., 2006), mais
pourrait &tre encore plus répandue que les protéines Qnr.

Le mécanisme le plus courant de résistance clinique de haut niveau chez les entérobactéries
est associé a des mutations dans gyrA, qui code la sous-unité A de 'ADN gyrase (Weigel,
Steward, & Tenover, 1998; Yoshida et al., 1990). Les mutations de résistance ont tendance
a se regrouper entre les résidus 67 et 106 ( région déterminant la résistance au quinolone
[QRDRY]) (Yoshida et al., 1990). Les mutations de parC, qui code la sous-unité homologue
A de la topoisomérase 1V, sont également associées a la résistance (Breines et al., 1997). La
réduction de l'accumulation dans la cellule, due a l'effet actif a travers la membrane
cytoplasmique combiné a une diminution de I'ux a travers la membrane externe, semble ne
provoguent que de faibles niveaux de résistance, mais peuvent faciliter I'émergence de
souches résistantes a l'uroquinolone (Nafsika.H Georgopapadakou, 1995; O'Hara et al.,
1998)

La résistance clinique n'est pas encore tres courante chez les entérobactéries (O'Hara et al.,
1998), malgré l'utilisation généralisée des quinolones et I'émergence d'une résistance aux
quinolones associée aux plasmides. La seule exception est le pathogene d'origine alimentaire
Salmonella, ou une résistance a certains types de phages spécifiques a été trouvée en Europe,
probablement en raison de l'utilisation intensive de quinolones chez les animaux destinés a
I'alimentation (Dworkin, 1999). Néanmoins, comme la résistance affecte non seulement les
quinolones en cours d'utilisation, mais aussi dans le développement clinique et dans le cas
de la résistance associée a gnr- est liée a d'autres génes de résistance, elle est préoccupante
(Tableau 09).
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Tableau 09 : Phénotypes de résistance des entérobactéries aux quinolones (Faucheére,
1997).

Marqueurs NalS | NalS | PeFR | CipR
Acides Nalidixique S R R R
Péfloxacine S S R R
Ciprofloxacine R S S S

3.3.4. Résistance acquise a la fosfomycine :

La résistance acquise par mutation chromosomique est responsable le plus souvent d’une
modification des systémes de transport et plus rarement d’une modification de I’enzyme

cible(Gaudy et al., 2005).
3.3.5. Reésistance acquise aux tétracyclines :

Le principal mécanisme de résistance a la tétracycline implique un systeme d’efflux actif
inductible, par lequel la concentration intracellulaire de ces composés est réduite
(McMurry, Petrucci, & Levy, 1980; Speer, Shoemaker, & Salyers, 1992). Plusieurs
genes codant pour des composants de ce systeme (tetA-E chez les bactéries a Gram négatif)
(Magalhaes, Schuman, & Castilho, 1998; Roberts, 1996), localises principalement sur les
plasmides, ont été identifiés. Différentes tétracyclines ne sont pas également reconnues par
les protéines de transport : par exemple, TetA ne reconnait pas la minocycline et la
doxycycline. La protection ribosomale par une protéine soluble de 72-kDa, généralement
codée par un plasmide, homologue au facteur d'élongation G impliqué dans la synthese des
proteines (Oliva & Chopra, 1992; Taylor & Chau, 1996), n'est pas un mécanisme de
résistance significatif chez les entérobactéries.

Un développement notable dans le domaine a été la découverte de glycylcyclines, dérivés
de minocycline, dont I'un, la tigécycline (anciennement GAR 936), a recu l'approbation de
la FDA et est maintenant disponible sous le nom de Tygacil ® (Stein & Craig, 2006; Testa
et al.,, 1993). La tigécycline est active contre la plupart des souches résistantes a la
tétracycline. Un autre développement récent est la potentialisation de lactivité
antibactérienne des tétracyclines par les inhibiteurs des protéines Tet efflux (Nelson & Levy,
1999).

3.3.6. Résistance acquise aux atifolates : Sulfonamides et Triméthoprime

Les sulfamides, les plus anciens agents antibactériens totalement synthétiques, sont des

inhibiteurs compétitifs de la dihydropteroate synthétase en raison de leur forme active
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(sulfone) est un analogue structural du substrat d'acide p-aminobenzoique. Cliniquement, le
mécanisme de résistance le plus commun et le plus important a ces agents bactériostatiques
est une enzyme cible altérée, généralement a médiation plasmidique (Huovinen et al., 1995;
Skold, 2000). Deux types distincts de dihydropteroate synthetase altérée ont été caractérisés
dans les bactéries Gram-négatives, | et Il, codées respectivement par sull et sulll
(Sundstrom et al., 1988; Swedberg & Skold, 1980). lls ont une liaison réduite aux
inhibiteurs, mais remarquablement - conservent une liaison normale au substrat d'acide p-
aminobenzoique. Le géne sull est souvent localisé dans des transposons liés & Tn21 ou sur
de grands plasmides-R avec une région de résistance similaire a Tn21. Le gene sulll est
transporté principalement sur de petits plasmides non conjugatifs.

Le triméthoprime, également totalement synthétique et couramment utilisé en association
avec des sulfamides, est un agent bactéricide. C'est un inhibiteur sélectif, puissant et
compétitif de la dihydrofolate réductase bactérienne (DHFR). La déplétion de
tétrahydrofolate qui en résulte affecte les réactions de transfert de méthyle, en particulier
celle impliquée dans la biosynthese de la thymine, provoquant ainsi une mort sans thyminine.
Le mécanisme le plus courant de résistance au triméthoprime est une enzyme cible modifiée,
généralement a médiation plasmidique (Amyes & Towner, 1990; Huovinen, 1997). Les
formes mutantes de la DHFR chromosomique normale sont beaucoup moins fréquentes dans
les isolats cliniques. Sept principaux types de DHFRs (I a VII) codés par des plasmides et
résistants au triméthoprime ont été trouvés dans des bactéries a Gram négatif. Ils partagent
une homologie variable entre eux et avec lI'enzyme chromosomique normale, suggérant une

évolution a la fois divergente et convergente.

3.3.7. Résistance acquise au chloramphénicol :

Le chloramphénicol, encore un agent bactériostatique important, doit son activité
antibactérienne sélective a l'inhibition de la réaction peptidyltransférase de la synthése
protéique via la liaison a la sous-unitéribosomale 50S. Le principal mécanisme de résistance
clinigue au chloramphénicol est son inactivation par acétylation (Shaw, 1983). Trois groupes
génétiqguement distincts de chloramphénicol acétyltransférases ont été trouvés jusqu'a
présent, certains inductibles et d'autres constitutifs, mais partageant tous une homologie de
séquence(Parent & Roy, 1992). Comme indiqué précédemment, multirésistante S.
typhimurium (DT104), qui représentent environ 10% des isolats de Salmonella aux Etats-

Unis, est résistant au chloramphénicol (Arcangioli et al., 2000).
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Partie Il : Matériel et méthodes

1. Méthodologie et contexte d’étude :

Les entérobactéries productrices de béta-lactamases a spectre élargi (E-BLSE) ne sont pas
plus pathogénes que d’autres entérobactéries, mais les infections qu’elles provoquent sont
plus difficiles a traiter vu leur résistance a de nombreux antibiotiques.

Malgré les études réalisées sur les entérobactéries productrices de BLSE émergents en
Algérie, mais, les connaissances sur 1’état global de la résistance bactérienne aux
antibiotiques et les facteurs de risque intervenants dans cette problématique restent restreint
et insuffisantes que ce soit en santé humaine et en santé animale.

D’un autre c6té, la réglementation actuelle relative a la vente des molécules d’antibiotiques
et le niveau d’éducation sanitaire chez la population pourraient jouer également un réle
important dans 1’émergence de la résistance des entérobactéries aux antibiotiques, en
paralléle de I’émergence des E-BLSE.

Dans une autre optique, la possibilité de transmission de génes de résistance entre souches
des entérobactéries au sein de la méme population humaine ou animale, ou entre I’homme
et les animaux via la manipulation et la consommation des denrées alimentaires d’origine
animale suscite beaucoup de questions, et inquiéte les professionnels de la santé.

Ce travail qui rentre dans la préparation d’un mémoire de master spécialité de microbiologie
appliqué constitué une piece complémentaire dans la connaissance de ce pathogéne
important en Algérie. De ce fait, cette étude étaient réalisée pour déterminer la fréquence
de résistance des entérobactéries aux antibiotiques et, la caractérisation de 3-lactamases qui
se produisent par la détection des génes par PCR des souches d’entérobactéries productrices
des p-lactamases a spectre étendu (EBLSE) isolées des prélévements d’origine humaine et

animale.

2. Objectifs :
Pour bien cerner cette problématique, et mener a bien notre étude, nous avons fixé des
objectifs principaux et d’autres complémentaires réparties comme suit :

v L’isolement et I’identification des entérobactéries a partir des prélévements des

substances d’origine humaine (urine).
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v' L’isolement et I’identification de quelques espéces d’entérobactéries isolées a partir
de poulets de chair.

v' Détermination des profils de résistance aux antibiotiques des souches isolées et
identifiées.

v Etude des facteurs de risque entourant les infections dues aux entérobactéries.

v' Détection des génes de résistance aux antibiotiques par PCR

3. Durée et lieu d’étude :

Les travaux pratiques relatifs a ce mémoire ont été réalises durant une période de 1mois
allant du 1 mars au 30 mars 2020. La realisation des prélévements ainsi que les essais de
I’isolement et I’identification des bactéries ont été effectuées au niveau de 1’unité de

bactériologie du laboratoire d’analyses médicales de Dr. Meribai Riad de Ain Defla.

La deuxiéme partie concerne la détection des génes de virulence et de la résistance aux
antibiotiques chez les souches isolées et identifiées a été programmé dans le laboratoire de
microbiologie, centre de recherche en biotechnologie de Constantine CRBt (nouvelle ville
Ali Mendjli, Constantine). Cette partie n’a pas été faite a cause de la crise sanitaire (Covide-
19).

Les résultats obtenu de la premiére partie seront présentés et discutés. Par contre, pour la

deuxiéme partie aucuns résultats n’ont pas été obtenus.
4. Matériels :

4.1. Matériel biologique :

4.1.1. Origine des souches :

Dans ce travail, les souches étudiées ont été isolées a partir des différents échantillons. Les
souches d’origine humaine (souches dites H) ont été isolées a partir d’échantillons
pathologique (urines et pus). Tous les échantillons ont été prélevés dans la région de Ain
Defla dont la quelle nous avons travaillé dans le laboratoire d’analyse médicale Dr. Meribai
Riad. Les prélévements traités dans notre travail sont les urines et le pus, mais ne nous
sommes intéressés seulement aux échantillons positifs, car le nombre des échantillons

(urines et pus) réceptionnés chaque jours dans le laboratoire sont tres élevé, il dépasse dans
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certains cas une cinquantaine par jour. En plus, nous présenteront dans la partie résultats que
les souches isolés a partir des échantillons positifs.

Les souches d’origine animale ont été isolées a partir du foie des poulets de chair présentant
des signes cliniques de la colibacillose (souches dites A). Les détails concernant le nombre
et la provenance des échantillons d’origine animale sont présentés en bas (partie 4.1.2.3.

Prélévements d’origine animale (poulet de chair)).

4.1.2. Réalisation des prélevements : Les prélevements effectués ou regus au laboratoire

sont accompagnés d’une demande d’analyse comprenant les renseignements suivants :

- Age et sexes.
- Nature de prélévement.
- Antibiothérapie en cours.

4.1.2.1. Prélévements d’urine :

Pour éviter toute contamination des urines par les bactéries commensales de la peau et le
tractus urinaire, la réalisation des prélevements des urines ont été effectués selon la méthode
citée par (Mameri, 2011). Brievement, faire un lavage hygiénique des mains et toilette
soigneuse des organes génitaux externes, de préférence les urine du matin. Apreés élimination
du premier jet, les urines sont recueillis dans un tube stérile (environ 10 a 20 ml), le tube est
fermé hermétiquement et porté au laboratoire dans une demi-heure, sinon il faut le placer
dans de la glace

Chez les nouveaux nés et les petits enfants, un collecteur stérile spécifique est utilisé. Ce
dispositif a usage unique se pose apres désinfection soigneuse du périnée. A la fin de la
miction, le collecteur est 6té et fermé hermétiquement et porté au laboratoire dans une demi
heure, sinon il faut le placer dans de la glace.
Chez le patient porteur d’une sonde urinaire, il ne faut en aucun cas prélever dans le sac
collecteur, le recueil est effectué par ponction a I’aide d’une seringue dans la paroi de la
sonde aprés désinfection. On distingue le sondage avec des systémes ouverts qui sont de
moins en moins utilisés et le sondage avec un systéeme fermé est plus représentatif, car il

s’oppose a la colonisation par les bactéries grace aux valves anti retour.

36



Partie 11 Matériel et méthodes

4.1.2.2. Prélevements de pus

Dans le cas ou le pus est localisé dans un abces superficiel fermé ou dans une cavité séreuse,
le pus est récolté par ponction a 1’aide d’une seringue stérile et cela apres une désinfection
soigneuse de la peau.

Dans le cas des abcés ouverts, plaies suppuréees ou pustules et les fistules ou le pus écoule a
I’extérieur, le prélévement alors se fait a 1’aide d’un écouvillon aprés désinfection de la plaie.
Le prélévement est effectué dans la partie la plus profonde de la plaie toute on évitant la
contamination par la flore cutanée saprophyte. L’écouvillon doit étre acheminé au
laboratoire et humidifié par un bouillon afin d’éviter la dessiccation de prélevement (Martin

& Ploy, 2014).

4.1.2.3. Prélevements d’origine animale (poulet de chair) :

Touts le prélevement ont été réalisés a partir des poulets de chair présentant des signes
cliniques de la colibacillose (gonflement de la téte du a un cedéme, diarrhées, les sujets sont
indolents et anorexiques...). A partir de chaque élevage de poulet de chair une nombre de 3
a 5 sujet morbide ont fait I’objet d’une autopsie pour la recherche des lésions de la
colibacillose (L’ombilic est cedémateux et enflammé, cedéme et de I’exsudat caséeux sous-
cutané, les intestins, surtout les caeca, sont pales et dilatés par un contenu liquide, Iésions
d’inflammation des séreuses viscérales : péricardite, périhépatite, aérosacculite, plus ou
moins exsudatives).

Pour chaque sujet, le foie a été prélevé aseptiquement, met dans un flacon stérile, numéroté
et envoy¢ au laboratoire au froid. A I’arrivé au laboratoire, la surface externe du foie a été
flambée pour éliminer toute possibilité de contamination et un écouvillon stérile a été
introduit a I’intérieur du parenchyme hépatique. Les écouvillons servent a la recherche des
entérobactéries eventuellement présentes dans le foie. Le nombre des prélévements d’origine

animale et leur provenance sont présentés dans le tableau (10).
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Tableau 10 : Nombre et provenance des échantillons d’origine animale.

Wilaya | Numéro Age des animaux | Effectifs de | Nombre des prélévements
d’élevage | (poulet de chair) I’élevage par élevage
Djelfa 1 40 jours 4000 5
Médéa |1 23 jours 3400 3
2 21 jours 2500 3
3 14 jours 3000 4
4 7 jours 4200 2
5 19 jours 5000 3
6 30 jours 1200 2
7 25 jours 1500 3
8 45 jours 4500 3
9 40 jours 5000 3
10 20 jours 2500 3
11 30 jours 1500 3

4.2. Matériel non biologique :

On a utilisé différentes catégories de matériel de laboratoire (équipements, petit matériel et
instrument), des milieux de culture et réactifs. L’annexe I regroupe la liste du matériel, ainsi
que les formules et le mode de préparation des milieux de culture utilisés.

5. Méthodes :

La recherche des entérobactéries dépend de la nature du prélévement traité.

5.1. Analyse cytobactériologique des urines :

5.1.1. Examen cytologique :

5.1.1.1. Examen macroscopique :

Les urines doivent étre analysées sans retard. Les urines sont normalement jaune claires et
doivent étre limpide. L’émission d’urines troubles suggere une infection urinaire (Denis et
al., 2016).
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5.1.1.2. Examen microscopique :
Il se réalise, au microscope, sur une urine fraichement prélevée a 1’objectif (x40), et sa
préparation se fait comme suit (Bruyeére et al, 2008).

v" Homogénéiser soigneusement 1’urine par retournement du flacon d’urine correctement
bouché.

v Déposer sur une lame de Malassez, a I’aide d’une pipette propre, une goutte d’urine (sa
taille doit étre suffisante pour occuper la totalité du volume sous la lamelle mais pas
trop grosse de fagon a ce que 1’urine ne déborde pas de la lamelle).

v" Recouvrir d’une lamelle.

v' Explorer soigneusement au microscope la totalité de la lamelle pour repérer et
quantifier les éléments suivants :

- Les éléments cellulaires : leucocytes, hématies, cellules épithéliales, rénales, ou autres
- Les cristaux, les cylindres granuleux (mieux repérable a I’objectif x10)
- En cas d’infection urinaire le processus inflammatoire se traduit par la présence de :

>10%/ml parfois en amas.

5.1.2. Examen bactériologique

Apres la réalisation de I’exam a état frais des urines, nous avons realisé une identification
des bactéries par I’ensemencement des stries paralleles sur le CHROMagar Orientation a
I’aide d’une anse de platine. Les boites sont incubées a 37°C pendant 18 H & 24H. Le 2°™®
jour apres I’incubation les cultures positives(les colonies présentant les caractéristiques des
entérobactéries : la taille, la couleur, la forme) ont été isolés sur une gélose Mac conkey,
I’ensemencement a été fait par des stries bien serrées, les boites sont incubées a 37°C pendant
18 H a 24H. Les souches identifiées ont été conservées sur gelose inclinée par
I’ensemencement des zigzags ascendant, en douceur pour ne pas abimer la gélose a I’aide
d’une pipette pasteur puis incubé a 37°C pendant 24H.

5.2. Analyse cytobactériologique du pus :

5.2.1. Examen cytologique :

L’examen direct a I’état frais qui concerne les écouvillons de pus, permet de rechercher la
présence de levures, de cellules épithéliales, de polynucléaires et de globules rouges. Les
prélevements des pus sont diluées dans quelques gouttes d’eau physiologique stérile puis en

les déposant sur une lame propre et seche a 1’aide d’une pipette Pasteur stérile, tout en
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respectant les régles de stérilisation. La préparation est recouverte d’une lamelle et examinée

au microscope optique a 1’objectif x40.

5.2.2. Examen bactériologique :

Aprés un examen direct en état frais ou coloration au bleu de méthyléne en fonction du
prélevement, on ensemence quelques gouttes par stries, une gélose au sang cuit, une gélose
au sang frais et une gélose Hektoen, tout en réalisant un enrichissement dans un bouillon
glucosé tamponné (BGT). Aprés I’incubation, & partir de bouillon d’enrichissement on
ensemence les mémes milieux si la culture dans les boites d’origine est négative.
L’incubation est faite a 35°C pendant 24H a 48H, les boites de géloses au sang (cuit et frais)

sont incubées dans une atmospheére enrichie de 5% a 10% de CO2 (Denis, 2002).

5.3. Analyse cytobactériologique des souches d’origine animale :

Une étape d’enrichissement est réalisée dans le bouillon Tryptone-soja (TSB), pour chaque
écouvillon. Les écouvillons sont incubés & 37°C pendant 18 H a 24H.Aprés enrichissement,
I’isolement a été réalisé par ensemencement sur gélose MacConkey, puis incubation a 37°C
pendant 24h. Les cultures positives en donnant des colonies rondes, lisses, a bords réguliers
de couleur rose. Les socuhes identifiées ont été conservées sur la gélose inclinée.

6. ldentification des entérobacteéries :

6.1. Identification macroscopique :

Pour les souches humaines été animales, I’identification des germes est basée sur
I’observation de I’aspect macroscopique de colonies obtenues a partir des différents milieu
d’isolement (la taille, la forme, la couleur, la consistance, I’opacité, I’allure du contour)

(Delarras, 2007).
6.2. Identification microscopique :

6.2.1. La coloration de Gram :
La réponse différente des bacteries vis-a-vis de la coloration de Gram s’explique par une
différence d’accessibilité de leurs cellules, déterminées par la structure particuliére de la

paroi cellulaire de chacun des deux groupes de bactéries.
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» Technique :
Les etapes de la coloration de Gram ont été fait selon la technique décrite par (Figarella,
2001).
- Préparer un frottis sur une lame propre, le fixer a la chaleur et le recouvrir avec un colorant
de violet de gentiane, pendant 1minute.
- Fixer la premiére coloration par le lugol, laisser 1minute.
- Rejeter le lugol, rincer a I’eau.
-Décolorer a I’alcool jusqu’a ce que la derni¢re goutte devienne claire et laisser pendant
30 secondes.
- Rincer a I’eau et recouvrir la lame avec de la Fushine, laisser agir une minute.
- Rejeter la Fushine, laver abondamment égoutter, puis sécher a la chaleur.

» Lecture :
La lecture se fait au microscope a I’objectif x100 a 1’aide de I’huile a immersion. On peut
observer d’un type de cellules : (Annexes I1)
Les bactéries colorées en violet ont gardees leur coloration primaire grace a leur paroi
épaisse et pauvre en lipide, qui ne laisse pas 1’alcool passer, ce sont les Gram positifs. Les
bactéries colorées en rose ont perdu leur premiere coloration a cause de leur par oiriche en
lipide, qui laisse diffuser 1’alcool qui & son tour décolore le contenu intracellulaire, ce sont

les Gram négatifs.

6.3. Test d'oxydase :

La recherche de l'oxydase est le caractere de base de la différenciation entre les
entérobactéries et les autres familles de bacilles gram négatif. 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 violace.

» Technique :
A partir d’un milieu solide, une partie de la colonie a été¢ déposée sur un disque oxydase
humidifié placé sur une lame, a I’aide d’une pipette Pasteur boutonnée. La présence d'une
cytochrome-oxydase se traduit, en 20 a 60 secondes, par l'apparition d'une coloration rouge

virant rapidement au violet tres fonce (Joffin & Leyral, 2006).
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» Lecture :
- Oxydase positive : Couleur du disque vire au rose fonce a violet

- Oxydase négative : aucun changement n'est observé, (ce sont les entérobactéries) (Annexes

)

6.4. Identification biochimique :

L’identification biochimique a été réalisée par la galerie API 20E.

6.4.1. Principe de la technique :

Le systeme API 20E est un systeme standardisé pour I'identification des Enterobacteriaceae
et autres bacilles a Gram négatif non fastidieux. La galerie compote 20 microtubes contenant
des substrats sous forme déshydratée (figure 04). Les tests sont inoculés avec une suspension
bactérienne qui reconstitue les milieux. Les réactions produites pendant la période
d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par I’addition de
réactifs. La lecture de ces réactions se fait a 1’aide du tableau de lecture et I’identification est

obtenue a I’aide du tableau ou d'un logiciel d'identification (BioMérieux, 2010).
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Figure 04 : la galerie API20 E.

6.4.2. Méthode de réalisation :

e Préparation de la galerie :
- Réunir fond et couvercle d'une boite d'incubation et répartir environ 5 ml d'eau distillee
dans les alvéoles pour créer une atmosphere humide.

- Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite.
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- Sortir la galerie de son emballage.
- Placer la galerie dans la boite d'incubation.

e Preparation de I'inoculum :
Préparer une suspension bactérienne dense dans 10 ml d’eau physiologique stérile a partir
d’une culture pure et jeune de 18 a 24 h faite sur GN.

e Ensemencement de la galerie :
- Introduire la suspension bactérienne dans chaque tube a I’aide d’une pipette Pasteur stérile,
pointe appuyée a I’intérieur et sur le coté pour éviter la formation de bulles d’air.
- Pour les caracteres soulignés : ADH, LDC, ODC, H2S, URE, ensemencer le tubule par la
suspension et la cupule par I’huile de vaseline stérile.
-Pour les caracteres encadrés VP, CIT, Gel, ensemencer le tubule et la cupule par la
suspension.
- Pour les caractéres non encadrés, non soulignés ensemencer uniquement le tubule par la
suspension.
- Refermer la boite d’incubation et la placer a 37°C pendant 18 a 24 heures.
- Apres 24 heures, ajouter 1 goutte de réactif TDA dans la cupule du test TDA, ajouter 1
goutte de réactif JAMES sur le test IND et ajouter 1 goutte des réactifs VP 1 et VP 2 sur le
test VP (attendre au minimum 10 minutes).

» Lecture (BioMérieux, 2010) :
Apres incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de Lecture

(Tableau 11). L’interprétation est faite a 1’aide d’une feuille de calcul en format Excel.
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Tableau 11 : Tableau de lecture de I’API 20 E (BioMérieux, 2010).

Tests Substrat Caractére recherché Reésultats
MNegatif Positif
ONP Ortho-nitro-phenyl- Beta-galactosidase Incolore Jaune
G galactoside
ADH Arginine Arginine dihvdrolase Jaune Rouge/orange
LDC Lysine Lysine décarboxylase Jaune Orange
oDcC Ornithine Ornithine décarboxylase Jaune Rouge/orange
CIT Citrate de sodium Utilisation du citrate Vert Bleu-vert/vert
H:S Thiosulfate de sodium Production d"H:S Incolore/gris Dépot noir/ fin
URE Uree Uréase Jaune Rouge/orangé
TDA Tryptophane Trvptophane deésaminase TDA / Immeédiat
Jaune Marron foncé
IND Tryptophane Production d’indole IND / 2 min, maxi
Jaune Anneau rouge
VP Pyruvate de sodium Production d’acétoine VP1+VP2/10 min
incolore Rosé-rouge
GEL Gélatine de Kohn Gélatinase Non Diffusion du
diffusion pigment noir
GLU Glucose Fermentation/oxvdation Blen'bleu- Jaune
MAN Mannitol Fermentation/oxvdation Bleuwbleu- Jaune
INO Inositol Fermentation/oxydation Blew'bleu- Jaune
SOR Sorbitol Fermentation/oxydation Blew'bleu- Jaune
RHA Rhamnose Fermentation/oxydation Bleubleu- Jaune
SAC Saccharose Fermentation/oxydation Blew'bleu- Jaune
MEL Melibiose Fermentation/oxydation Bleuwbleu- Jaune
AMY Amygdaline Fermentation/oxydation Bleubleu- Jaune
ARA Arabinose Fermentation/oxydation Bleubleu- Jaune
Ox Sur papier filter Cytochrome-oxydase Ox / 5-10 min
Incolore Anneau violet

Min : minute ; maxi - MAXIMm.

7. Etude de la sensibilité aux antibiotiques (antibiogramme) :

7.1. Principe :

L'antibiogramme est realisé par la méthode de diffusion en gélose (méthode des
disques),selon le communiqué du comité de I'antibiogramme de la société frangaise de
microbiologie (CA-SFM, 2010), qui repose sur la connaissance du phénotype sauvage
caractéristique de I'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'" ou "R™), mais aussi en termes de diminution significative de sensibilité et par des images

typiques (Synergie, Antagonisme).

7.2. Technique :

v" Milieux : Gélose MH, coulée en boites de Pétri sur épaisseur de 4mm, et séchées.
v"Inoculum : A partir d’une culture pure de 24h sur milieu d’isolement approprié (Mac
conkey), racler a I’aide d’une anse de platine quelque colonies bien isolées et

44



Partie 11 Matériel et méthodes

parfaitement identique, puis le décharger dans 5 a 10 ml de 1’ecau physiologie ainsi
bien homogeénéiser la suspension.
v' Ensemencement :
-Tremper un écouvillon stérile dans I’inoculum
-L’essorer en le passant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin de le
décharger au maximum.
-Frotter 1’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries
serrees.
- Répéter I’opération 3fois, en tournant la boite de 60° 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.
v Choix des antibiotiques : les antibiotiques testés lors de la réalisation de
I’antibiogramme des entérobactéries sont :
-Les B- lactamines : Amoxicilline (AMX), amoxicilline + acide clavulanique (AMC),
cefazoline (CZ), céfotaxime (CTX), Céfixime (CFM) et Imipéneme(IM).
- Les aminosides : Gentamicine (GN), Amikacine (AN).
- Les quinolones : Acide nalidixige (NAL), Ciprofloxacine (CIP).
- Nitrofuranes : Furanes (F)
- Triméthoprime-sulfamides : Triméthoprime-sulfamétoxazole (SXT).
- Autre : Fosfomycine (FOS).
v' Application des disques d’antibiotiques :
- Les disques choisis sont déposés sur la gélose a I’aide d’une pince flambée, en appuyant
doucement sur chaque disque pour assurer un contact uniforme avec le milieu.
- On dépose 6 disques d’antibiotiques sur une boite de 90 mm. Deux disques doivent étre
éloignés au minimum de 30 mm et une distance minimale de 15 mm doit séparer un disque
du bord de la boite.
v" Incubation :
Laisser diffuser les disques apres leur application a température ambiante pendant 15 min,
puis incuber dans I’étuve a 37°C pendant 18 a 24h.
v' Lecture et interprétation de I’antibiogramme :
L’identification des bactéries isolées s’effectue grace aux résultats de la galerie biochimique

et de I’antibiogramme.
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La lecture de I’antibiogramme se fait par la mesure des diametres d’inhibition a I’aide du
pied a coulisse ou par une regle graduée.
Les résultats sont comparés aux valeurs critiques standards pour classer les bactéries dans
I’une des catégories : Sensible (S), Intermédiaire (I), Résistante (R) (Annexe I1).
7.3. Tests de détection de BLSE :
Les béta-lactamases a spectre élargi (BLSE) engendrent une résistance a la majorité des béta-
lactamines. Leur apparition dans les bactéries Gram négatif et leur dissémination coincident
avec I’utilisation d’antibiotiques a large spectre tels que les céphalosporines et les
quinolones.
7.3.1. Test de synergie :

» Principe :
Le teste de synergie permet la détection de B-lactamases a spectre étendue chez une souche
donnée. Ces enzymes peuvent étre mises en évidence par la méthode des disques, qui
consiste a rechercher une image de synergie entre un disque d'antibiotique contenant un
inhibiteur de B-lactamase et les disques de céphalosporines de troisieme génération
(cefotaxime, ceftazidime et céfepime) et I'aztréonam. Cette image dite en "bouchon de
champagne™ (Jarlier et al.,1988).

» Technique :
La recherche de B-lactamase a spectre étendue est fait dans les conditions standard de
I'antibiogramme, puis en disposant les disques d'ATB : un disque d’Amoxicilline + acide
clavulanique (AMC 20/10) et les disques de C3G (CTX 30ug, FEP 30ug, CAZ 30ug) et
I'aztréonam (ATM 30ug) a une distance de 20 a 30 mm sur les boites de Pétri (Figure05).
Incubation pendant 18 heurs a 37°C + 1°C.
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Figure 05 : Disposition des disques d’antibiotiques pour le test de synergie.

8. Détection des génes de virulences et ’antibiorésistance par PCR :

Les Béta-lactamases a spectre élargi (BLSE) désignent des enzymes «fB-lactamases »
produites par les entérobactéries, Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter spp. Les BLSE
représentent des enzymes qui ont évolué a partir de la classe A : TEM-1, TEM-2 et SHV-1,
conferent une résistance a I'ampicilline, a I'amoxicilline et a d'autres pénicillines, ainsi qu'aux
céphalosporines de premiére et deuxiéme génération mais pas les nouvelles céphalosporines
de troisiéme génération.

Récemment, les supports génétiques (généralement plasmidiques) ont subi des mutations ce
qui conféere la capacité des BLSE de type TEM ou SHV a hydrolyser les céphalosporines et

I'aztréonam de troisiéme génération, mais ne sont généralement pas actifs contre les
céphamycines ( Ex., Céfotétan, céfoxitine ou céfmétazole) ou les carbapénemes (imipénéme,
ertapénéme et méropénem), et peuvent généralement étre inhibés par la inhibiteurs des f3 -
lactamase tels que le clavulanate, le sulbactam ou le tazobactam.
Les entérobactéries peuvent également exprimer des BLSE qui ne sont pas étroitement liées
aux especes apparentées a TEM ou SHV, y compris les BLSE de type CTX-M et OXA. Les
BLSE de type CTX-M hydrolysent généralement le céfotaxime plus efficacement que la

ceftazidime.
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Les génes blatem ont été les premiers genes de béta-lactamase trouvés dans les bactéries a
Gram négatif. Ils sont spécifiquement transferés par des plasmides, et plus de 200 sous-types
ont été identifiés, principalement codant pour des enzymes qui hydrolysent la penicilline et
les céphalosporines de premiére génération (Clasen et al., 2019). En revanche, les enzymes
codées par le gene blactxm-pan hydrolysent principalement les céphalosporines de troisiéme
génération et sont principalement localisees sur des plasmides de 40 a 200 kb (Zhao & Hu,
2013). D'autres genes de résistance de type la béta-lactamase, tels que blacmy, augmentent
également dans les souches cliniques, ce qui entraine une plus grande résistance aux

céphalosporines (Koh et al.,2004).

Le gene tet-W confere une résistance au tétracycline par une protéine cytoplasmique connue
sous le nom de protéines de protection ribosomale, qui protégent les ribosomes en perturbant

le site de liaison primaire de la tétracycline (Roberts, 2005).

Le gene fimA code pour la sous-unité structurale des fimbriae de type 1, des appendices
protéiques de 7 nm de large trouvés sur les surfaces d'un grand nombre de bactéries a Gram
négatif y compris E. coli (B. Li, Koch, & Cebula, 1997).

8.1. Activation et vérification de pureté des souches isolées

Tous les isolats conservés dans des géloses inclinées (d’origine humaine et animale) ont été
activés sur bouillon trypticase soja (TSB), incubés pendant 18 a 24 h a 37 °C. Aprés
incubation, un volume de 0,1 ml de la culture sur TSB a été ensemencé sur gélose
Macconkey, les boites ont été incubées durant 18 a 24 h a 37°C. Apres observation des
colonies et Vérification de la pureté des souches, Deux a trois colonies identiques et bien

isolées sert a I’extraction de I’ADN bactérien.
8.2. Extraction de PADN

Les acides nucléiques des souches bactériennes isolées ont été extraits par la méthode de
(De Boer & Ward, 1995). Les colonies bactériennes prélavées a partir de la gélose
Macconkey ont été transférées dans 9 ml du bouillon nutritive et incubées pendant 24 h a
37°C. Un volume de 1 ml of suspension bactérienne est centrifugée a 14,000 rpm pendant
20 min, puis 100 pl du tampon (1% SDS + TAE) est aux ajouté et les cellules bactériennes

contenues dans le culot sont bien vortexé. Les Tubes sont mes pendant 3 h dans un bain
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marie a 50°C, puis 50 ul de I’acétate d’ammonium (7.5 M) est ajouté, bien mélangé et
centrifugé a 14,000 rpm pendant 15 min. La phase aqueuse contenant I'ADN bactérien est
transféré dans un nouveau tube Eppendorf, et un volume égal d'isopropanol réfrigéré au
congélateur (2- propanol) est ajouté, puis mélangé doucement jusqu'a la précipitation de
I’ADN.

Les tubes ont été conservés au congélateur pendant 45 min, puis centrifugé a 10,000 rpm
pendant 10 min. Finalement, I’ AND précipité est lavé dans100 ul de I’ethanol 70% réfrigéré
puis centrifugé pendant 10 min a 10,000 rpm. L’ ADN a été suspendu dans 50 ul de 1’eau bi-
distillé stérile est conservé a la congélation jusqu'a les analyses par PCR (Mirik, Aysan, &
Sahin, 2011).

8.3. Vérification de la qualité de ’ADN extrait

L’ ADN peut contenir des contaminants. Certains contaminants impactent significativement
les applications de la PCR et sont responsables d’analyses erronées, de résultats incohérents
ou non reproductibles. Il est alors important de contréler systématiquement la pureté des
acides nucléiques en amont de toute application pour identifier les contaminants. La pureté
la I’efficacité de I’extraction d’un acide nucléique grace a le ratio A260 nm/A280 nm ont été
vérifié avec I’appareil NanoDrop™. Un volume de 1 — 2 pL est porté sur 1’appareil
NanoDrop (figure 06), puis les résultats affiché sur microordinateur permet de vérifier la
concentration de I’ADN en ng/ pL, la contamination par les protéines et les ARNs ou les

solvants utilisés lors de I’extraction (figure 07).
Les résultats sont interprétés selon les rapports suivants :

dsDNA purity = Azeo / Azso

— Un ratio entre 1.8 et 2.0 indique que I’ADN est pur.

— Augmentation des ratios généralement indique la présence de I’ARN

— Ratios inferieurs a 1.8 signale une contamination par les protéines ou les solvants utilisés
lors de I’extraction de I’ADN.
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Figure 06 : Appareil NanoDrop utilisé pour vérifier la qualité de I’ADN (CRBt
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Figure 07 : Capture écran montre la vérification de la concentration et qualité de I’ADN

8.4. Réaction de PCR

Toutes les souches testés phénotypiquement pour la production des BLSE ont subies une
extraction de ’ADN, I’ADN extrait sert a la recherche des génes codant pour les facteurs de
virulence (gene fim-A), pour les genes codant les facteurs de résistance aux antibiotiques

(tet-W) le support génétique des BLSE (blactx-m-pan €t blatemetblacwmy).

Le protocole de la PCR Simplex utilisé est celui recommandeé dans la littérature et selon les
instructions du fabriquant des amorces. Le tableau 12 résume les caractéristiques des

amorces utilisées.
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Le choix des amorces et de la procédure utilisée pour la PCR pour I’amplification des génes
blactx-m-pan, blatem, blacwy et tet-W aété réalisee selon la méthode décrite par (Lalzampuia
etal., 2013; Wang et al., 2019).

La réaction de PCR a été réalisée dans des tubes PCR a paroi mince de 0,2 ml en utilisant le
d'ADN comme matrice avec un volume final de réaction de 25 pl. Le mix d’amplification
de la PCR simplex contient 2,5 ul de 10X tampons de réaction PCR (100 mM Tris-HCI [pH
8,3]), 1,5 mM MgCly, 200 pMchaqu’une des amorces, 200 uM pour chaque deoxynucleoside
triphosphates dNTPS, 1 U of Taq polymerase et 4.0 ul de I’AND extrait. Le volume final du

mélange a été ajusté a 25 pl avec de 1'eau stérile ultra-pure.

L'amplification de I'ADN pour le géne blacrx-m-pan @ été réalisée dans un thermocycleur selon
les programmes suivants: dénaturation initiale a 94°C pendant 7 min, suivie par 30 cycles
d'amplification avec dénaturation a 94 °C pendant 30 s, appariement a 57 °C pendant 30 s,
et extension a 72 °C pendant 30 s, I'amplification se termine par une extension finale a 72°C
pendant 5 min. Les mémes conditions ont été appliquées pour les deux génes blarewm, blacmy,

et tet-W sauf pour la température d’appariement spécifique était 55 °C.

La préparation du mix pour I’amplification le géne fim-A a été réalisée selon la méthode
décrite par (B. Li et al., 1997).

Les réactions de PCR ont été realisées dans un volume total de 50 pl, contenaient du tampon
PCR standard Il 1X, avec 2,5 mMMgCI2 ; 200 uM de chacun des quatre
désoxyribonucléotides dNTPS ; 0,25 uM de chaque amorce ; et 2,5 U ADN polymérase ; et
2% (v / v) d'ADN matrice. Les mélanges réactionnels ont été recouverts avec 50 pul d’huile
minérale avant amplification pendant 30 cycles (94, 65 et 72 ° C, 1 min chacun) en utilisant
un thermocycleur. Le volume final du mélange a été ajusté a 50 pul avec de 1'eau stérile ultra-

pure.

Aprés amplification, 10 microlitres de produit de PCR et 5ul du marqueur de taille de DNA
(100 bp) ont été ensuite analysés par sur gel d'agarose a 2%; teinté par 5 pl de RedSafeTM
d’acide nucléique, immergé dans le tampon TBE (0.09 M Tris—HCI, 0.09 M acide borique,
2 mM EDTA, pH 8.3) pendant 35 min a 120 V. Les fragments d’ADN obtenus ont été
visualises dans un trans illuminateur UV et traités par le logiciel Alpha Ease FC Software.
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Tableau 12 : Caractéristiques des amorces utilisées dans la réaction PCR Simplex.

gene Structure des amorces Taille des | Température | Références
amplicons | d’appariement
(bp) en 0C

blactxm | F- 950 57 (Horton et al.,

pan ;TTGCGATGTGCAGTACCAGTAA 2011)
CGATATCGTTGGTGGTGCCATA

blarem F-ATGAGTATTCAACAT TTC CG 1080 55 (Weill,
R-CCAATGCTTAATCAG TGA GG Demartin,

Fabre, &
Grimont, 2004)

blacmy F- ATGATGAAAAAATCGTTATGC | 1146 55 (R. Li, Lin,
R- Chen, Wong, &
TTGCAGCTTTTCAAGAATGCGC Chen, 2015)

fimA F- 331 65
CACTACGCTCACCATTCACAAG (Marc & Dho-
R- Moulin, 1996)
GCTGTAATCCGCTTTGTCTGTG

tet-W F- 168 55
GACAACGAGAACGGACACTATG (de Vries et al.,
R- 2011)
CGCAATAGCCAGCAATGAACGC

8.5. Analyses statistiques

Le test de Fisher exact a été utilisé pour comparer la prévalence de souches isolées a partir

des préléevements d’origine animale et celles d’origine humaine. Les prévalences des génes

codants les facteurs de virulence et la résistance aux antibiotiques chez les souches isolées

ont été aussi comparées par le test Fisher exact. Les résultats des différences ont été jugés

significatives si le la probabilité trouvée est inférieure au seuil de 0.05 (P<0,05).
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Partie 111 ; Résultats et Discussion

Nous présentons seulement les résultats obtenus de la premiere partie qui concerne la recherche,
identification et 1’étude de la résistance aux antibiotiques chez souches des entérobactéries. Nos
résultats seront présentés et discutés en deux parties.

Partie 1 : les résultats présentés dans cette partie concernent la description des échantillons
soumis a I’analyse ainsi que le taux de contamination globale des échantillons.

Partie 2 : Rapporte les degrés de 1’antibiorésistance des souches isolées et 1’exploration des

profils de résistance aux antibiotiques testes.
Partie 1 : Description de la population d’étude :

1. Répartition des souches humaines selon la nature des prélévements :

80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%

10,00%

0,00%

Urines Pus

Figure 08 : Répartition des souches des entérobactéries selon la nature de prélévement.

La figure 08 indique que le taux des entérobacteéries isolés a partir des échantillons des urines
est plus élevé (77.41%) par rapport le prélevement du pus (22.58%).
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2. Répartition des souches selon le sexe :

B Femme M Homme

Figure 09 : Répartition des entérobactéries selon le sexe.

La figure 09 montre que les taux des entérobactéries les plus élevés sont isolés a partir des
prélevements issus du sexe féminin avec 71 % par rapport 29 % pour le sexe masculin.

Pour les prélevements des urines on note une prédominance des souches des entérobactéries
isolées chez des patients du sexe féminin avec une prévalence de 70,83 % contre 29,16 % pour
le sexe masculin. Cette prédominance féminine 71 % est confirmée par d’autres auteurs (Levy,
1977; Pezzlo et al., 1982). Elle pourrait s’expliquer par :

- les caractéristiques anatomiques de 1’urétre féminin qui est court, large, droit et proche de la
région péri-anale.

- la fréquence des rapports sexuels qui favorisent 1’ouverture du méat urétral favorisant ainsi
I’acces des germes a la vessie.

- les grossesses, la ménopause et le manque d’hygiéne.
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3. Répartition des souches selon I’age :

70,00%

60,00%

50,00%

40,00%

30,00%

20,00% 12,907
- e

0,00%

1J-2ans 2ans-18ans 18ans-50ans Plus de 50ans

Figure 10 : Répartition des entérobactéries selon 1’age des patients

La figure10 montre que les taux d’isolement des entérobactéries les plus élevés a été observés
chez les patients dont les catégories d’age de (18 - 50ans) et (Plus de 50 ans) avec une taux de
61,29% et 22,58% respectivement.

4. Répartition des entérobactéries selon leurs espéces :

3990 3,22% 3,22%
B o

M E,coli B Klebsiella pneumoniae spp | Citrobacter freundii

= Raoultella terrigena B Enterobacter colacae

Figurell : Repartition des entérobactéries en fonction des espéces.
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Dans cette étude, un total de 31 souches des entérobactéries ont été isolées. La répartition des
souches isolées montre une diversité importante avec prédominance des Escherichia coli
48.38% (15/31), suivie par Klebsiella pneumoniae spp (41,93%). Alors que, Citrobacter
freundii, Raoultella terrigena et Enterobacter colacae avec un taux d’isolement identique
3.22%.

5. Répartition des especes des entérobactéries isolées selon la nature de prélevement :

E,coli Klebsiella pneumoniae spp m Citrobacter freundii

B Raoultella terrigena Enterobacter colacae

3,22% T00%

Urine Pus

Figurel2 : Répartition des espéces des entérobactéries selon la nature de prélevement.

L’analyse des résultats présentes dans la figure12 révelent la prédominance des Entérobactéries
dans les prélevements des urines avec un taux de 38,70% pour les souches d’Escherichia coli
suivi par Klebsiella pneumonie (29,03%). Les autres souches comme Citrobacter freundii,
Raoultella terrigena et Enterobacter colacae ne repesent que des pourcentages tres faibles dans
les prélevements des urines : 3,22% ; 3,22% et 3,22% respectivement. Pour les prélévements
de pus, Klebsiella pneumonie représente (12.90 %) suivi par E. Coli (9,67%).

56



Partie 111 Résultats et Discussion

6. Répartition des souches des entérobactéries d'origine animale :

5,55% 5,55%

5,55%

5,55%

B E,coli m Salmonella spp W Serratia marcescens

B Raoultella ornithinolytica M Lectercia adecarboxylata B Kluyvera spp

Figure 13 : Répartition des entérobactéries d’origine animale

L’étude bactériologique des 37 souches isolées nous a permis d’identifier 18 souches
d’entérobactéries. Les résultats trouves révelent que Escherichia coli est I’espéce majoritaire
(61.11%), suivie Raoultella orinithinolytica avec un taux de (16.66%). Alors que, Salmonella
spp, Serratia marcescens, Lectercia adecarboxyla et Kluyvera spp avec un taux d’isolement
identique 5,55%.
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Discussion partie 1 :

- Discussion des souches d’origine humaine :

Dans cette étude, 31 souches des entérobactéries ont été isolees, Escherichia coli est I’espéce
la plus fréquente (48.38%), suivie par Klebsiella pneumoniae (41.93%), ces résultats sont an
accord avec plusieurs études réalisées au par avant (Messai, Achour, & Ben, 2007; Nadmi et
al., 2010).

Une étude réalisée en France en 2000, montre que 91,1% des prélévements demandes pour
analyses bactériologiques sont d’origine urinaire(Péan, Goldstein, & De Bels, 2001).

La fréquence la plus élevée d’E. coli peut probablement s’expliquer que par le faite que cette
espece est la plus dominante de la flore intestinale et qu’elle peut migrer vers I’intestin puis
vers I’appareil urinaire. Par ailleurs E. coli fait partie des coliformes fécaux, donc un mauvais
nettoyage de la partie intime peu facilement provoquer 1’entrée de la bactérie dans la vessie.
La plus part des souches entérobactéries ont été isolées prélévement des urines ce qui refléte
que le tractus urinaire est le principal site d’infection. En Tunisie, un taux de 60% des souches
isolées dans les urines a été rapporté par (Mkaouar et al., 2008).

L’infection urinaire est une pathologie fréquente en pratique quotidienne. L’espece bactérienne
principale impliquée dans cette infection est Escherichia coli puisqu’elle représente 50 a 80%
des agents en cause (Bouzenoune et al., 2009; Matute et al., 2004; Zhanel et al., 2006).Ceci
correspond aux résultats obtenus dans notre étude avec un taux de 38.70 % pour E. coli suivi
par K pneumonie avec 29.03%. En Tunisie E. coli occupe aussi la premiere place avec 81,7%
suivi par K pneumonie avec 3.7% dans 1’étude de (Péan et al., 2001).De son part, Perrin et ses
collaborateurs ont trouvé 63,6 % d’E. coli et 6,3 % de K. pneumonie (Perrin et al.,1998).
Selon (Lobel & Soussy, 2007), E. coli est le germe le plus souvent retrouvé au cours de I’TU,
cette prédominance est en rapport avec leurs caractéres de virulence Ainsi, E. coli posséde des
adheésines, capables de fixer la bactérie a I'épithélium urinaire et d'empécher son élimination

par les vidanges veésicales (Sekhsokh, Chadli, & El Hamzaoui, 2008).

On a noté au cours de cette étude que parmi les cas positif il ya une prédominance du sexe
féminin avec une prévalence de 70.96 %. Nos résultats sont en concordance avec d’autres
travaux ou des taux de 75% et 25% ont été retrouvés chez la gent féminine et masculine

respectivement (Bourjilat et al., 2009; De Mouy, Fabre, & Cavallo, 2007).
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Donc ceci est lié aux raisons suivantes : L’anatomie de 1’appareil génital chez la femme favorise
I’infection urinaire, elle a un urétre trés court, facilite a étre accéder par de bactéries ; la
proximité entre 1’anus et le méat urinaire facilite grandement I’accés de 1’urétre aux bactéries
intestinales provenant de rectum, en outre I’homme a un appareil génital bien protégé ; 'urétre
est plus long. Chez certaines femmes, I’augmentation de I’activité sexuellement peut provoquer
les symptomes d’une infection urinaire (Lemaitre et al., 2015)

Les femmes enceintes sont particulierement a risque en raison de la pression exercée par le fétoeus
sur le systéme urinaire, les changements hormonaux, aussi la grossesse dilate les voies excrétrices.
Apres la ménopause, les IU peuvent étre plus fréquentes a cause de I’absence de certaines
hormones (Berthélémy, 2014).

Selon nos résultats, on a constaté que le nombre des cas d’ECBU, positifs a E. coli est plus
important chez les tranches d’age avancées: ceux de [18-50 ans] avec 61.29% et la catégorie
d’age allant plus de > 50 ans avec 22,58%, 1’dge moyen était de 41,5 ans ; ce dernier est similaire
a celui trouvé par (Amazian et al., 2010),en Algérie qui ont montré que : sur 4634 patients,
I’age moyen était de 41,1 avec 19,4 % des patients étaient agés de 65 ans ou plus.

Ceci rejoint les résultats de 1’étude faite a Meknes (Moukrad, Filali, & Makoudi, 2012). Il
ya donc un rapport entre le risque infectieux et I’age. L’infection urinaire a E. coli est fréquente
chez les patients agés. Ceux-ci peuvent étre expliqués chez la femme avec deux pics, I’un au
début de D’activité¢ sexuelle et ’autre en période post ménopausique. Chez I’homme, ces
infections sont moins fréquentes mais peuvent étre augmenté aprés 50 ans, en relation avec la
pathologie prostatique (Abdallah, 2008).

Beaucoup de femmes en contracteront plusieurs cas d’infection urinaire au cours de leur vie.
Environ 2 % a 3 % des femmes adultes auraient une cystite chaque année. Les hommes jeunes
sont peu touchés par cette affection, les hommes d’age mir atteints de troubles de la prostate
en sont plus a risque. Les personnes agées, qui cumulent plusieurs des facteurs : alitement,
hospitalisation, sonde urinaire, troubles neurologiques, diabéte. Ainsi, 25 % a 50 % des femmes
et 20 % des hommes de plus de 80 ans sont sujets aux infections urinaires fréquentes (lacobelli,
Bonsante, & Guignard, 2009).

Quant aux enfants, ils sont plus rarement touchés. Environ 2 % des nouveau-nes et des
nourrissons contractent des infections urinaires. Ce sont surtout les bébés de sexe masculin qui
présentent une anomalie des voies urinaires qui en souffrent. A I’age de 6 ans, 7 % des filles et

2 % des garcons ont présenté au moins une fois une infection urinaire (lacobelli et al., 2009)
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- Discussion des résultats des souches d’origine animale :

Les résultats trouves de la population d'origine animale révélent que Escherichia coli est

I’espéce majoritaire (61.11%), suivie Raoultella orinithinolytica avec un taux de (16.66%).

La prédominance de E coli dans le poulet & été révélée par plusieurs travaux scientifiques a
travers le monde. Dans 1’étude menée a 1’ouest Algérien par (Ahmed et al., 2017), sur les 150
souches d'entérobactéries étudiées 101 isolats appartenait a Escherichia coli. (Moawad et al.,
2018) ont isolé 72 souches d’entérobactéries qui ont été identifiés comme suit : 63 E. coli
(87.5%), 5 Enterobacter cloacae (6.9%), Klebsiella pneumoniae (2.8%).

Au Nigeria, (Ojo et al., 2012)ont isolés 184 souches dont 104 Escherichia coli, 44

Klebsiella spp, 20 Salmonella spp et 16 Enterobacter aerogenes.

Au Pakistan (2018) 214 souches ont été isolées a partir des poulets de chair par(Kamboh et
al., 2018), dont 103 E. coli ,81 Salmonella et 30 Klebsiella.

Les entérobactéries sont le groupe des bactéries le plus fréquemment isolées dans les
laboratoires de bactériologie, E. coli étant les espéces revenant le plus souvent (Bao et al., 2013)

Cette prédominance peut étre expliquée par le fait que les Escherichia coli sont des hotes
commensaux du tractus digestif de la volaille jeune et adulte. 10 a 15% des coliformes
intestinaux peuvent appartenir a des sérotypes potentiellement pathogénes (Moawad et al.,
2018).
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Partie 2 : Etude de la sensibilité des entérobactéries aux antibiotiques.

1. Etude de la sensibilité des entérobactéries d’origine humaine :

1.1. Taux de sensibilité globale des entérobactéries d’origine humaine aux

antibiotiques :

Nous avons utilisé une lecture impérative : c'est-a-dire qu'on détermine la sensibilité ou la
résistance d'une souche en comparant les diameétres des zones d'inhibition de nos souches avec
ceux de la souche de référence ,les valeurs trouvées ont permis de classer les souches étudiées
en trois catégories : sensible (S), résistante (R) " ‘intermédiaire (I).

Les taux de sensibilité aux antibiotiques des souches isolées sont représentés dans la figurel4
est détermines selon les valeurs critiques décri par le Comité de 1’ Antibiogramme de la Société
Francaise de la Microbiologie (CA-SFM, 2010; Wayne, 2011).
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Figure 14 : Taux de résistance des souches des entérobactéries d’origine humaine aux

antibiotiques.

Les résultats de la figure 14 montrent que les entérobactéries isolées présentent une résistance tres
élevée a I’amoxiciline+ acide Clavulanique (80,64%), et une résistance moyenne pour Cefotaxime,
Sulfaméthoxazole et ciprofloxacine avec des pourcentages de 22.58 %, 48,38% et 12,90%
respectivement. Une trés faible résistance a été observée pour la gentamicine et colistine avec un
taux de 6.45%.
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1.2. Taux de Pantibiorésistance chez E. coli :
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Figure 15 : Taux de I’antibiorésistance chez souches des E. coli.

D’aprés la figure 15, on note que les souches E. coli montrent une résistance élevée a
I’Amoxiciline + acide Clavulanique (93,33%) et pour le trimethoprime-sulfamethoxazole
(40%).Une tres bonne sensibilité pour Amikacine, Fosfomycine, Gentamicine, céfotaxime, et
ciprofloxacine avec des pourcentages 100% ,100%, 93.33%, 93.33%, et 86.66% respectivement.
Une sensibilité modérée au trimethoprime-sulfamethoxazole (60%). Une résistance

intermédiaire importante a été observe pour Colistine avec taux 93.33%.

1.3. Taux de I’antibiorésistance chez K. pneumoniae :
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Figure 16 : Taux de I’antibiorésistance chez K.pneumoniae.
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Nos résultats révelent des taux de sensibilité de 100% pour Amikacine, Fosfomycine et 69.23%
ont été observés pour les deux antibiotiques Gentamicine et Ciprofloxacine, respectivement.
Les souches de K.pneumoniae étaient résistantes a 1’Amoxiciline + acide Clavulanique,
Céfotaxime et le trimethoprime-sulfamethoxazole avec des taux 61.53%,46.15%,
53.84%respectivement. Une résistance intermédiaire moyenne a été observé pour Colistine
46.15% et faible Gentamicine, I’Amoxiciline + acide Clavulanique et Cefotaxime avec des

pourcentages 23.07%, 15.38%, 15.38% respectivement.

2. Etude de la sensibilité des entérobactéries d’origine animale :

2.1. Taux de sensibilité globale des entérobactéries d’origine animale aux antibiotiques :
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Figure 17 : Fréquences d’antibiorésistance des isolats d’entérobactéries d’origine animale.

Les résultats de la figure 17 montrent que les entérobactéries isolées présentent une sensibilité trés
élevée d’Amikacine, fosfomycine, colistine, céfotaxime 100% et gentamicine 88.88%
respectivement. Une résistance importante au ciprofloxacine 83.33% et trimethoprime-
sulfamethoxazole 55.55%. Une résistance intermediaire faible pour ciprofloxacine 16.66% et

moyenne pour le trimethoprime-sulfamethoxazole 44.44%.
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2.2. Taux de Pantibiorésistance chez E. coli :
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Figure 18 : Taux de I’antibiorésistance chez souches des E. coli d’origine animale.

Nos résultats révelent que 100% de (11 souches) E.coli présentent une sensébilité pour Amikacine,

gentamicine, fosfomycine, colistine et céfotaxime. Une résistance importante au trimethoprime-

sulfamethoxazole 81.81% et moyenne pour ciprofloxamine45.45%.les souches E. coli montrent

une résistance intermédiaire élevée a ciprofloxacine 54.54%.
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Discussion partie 2 :

- Discussion des résultats des souches d’origine humaine :

Les niveaux des résistances bactériennes varient d’un pays a I’autre et d’une année a 1’autre.
Aussi, la connaissance de la situation locale et de son évolution sont nécessaires pour le choix
de I’antibiothérapie de premiére intention (ElI Bakkouri et al., 2009). En effet, nos résultats
montrent un taux de sensibilité considérable a la majorité des antibiotiques testés pour les
souches d’origine humaine : Amikacine et fosfomycine 100%, gentamicine 83.87%,
ciprofloxacine 77.41%, cefotaxime 70,96% et faible pour I’Amoxicilline + 1’Acide
clavulanique 12.90%. Ces résultats sont presque comparables dans la plupart des pourcentages
de sensibilités avec ceux de I'étude réalisée par (Sissoko, 2006), qui a trouvé : L’ Amikacine
(93.3%), la Gentamycine (64.8 %), la Ciprofloxacine (56%), 1I’Amoxicilline + I’Acide
clavulanique (38.2 %).

Les souches E. coli montrent une tres bonne sensibilité pour Amikacine, Fosfomycine,
Gentamicine, céfotaxime, et ciprofloxamine avec des pourcentages 100% ,100%, 93.33%,
93.33%, et 86.66% respectivement. Ces résultats concordent avec ceux de I'étude réalisee par
(Sissoko, 2006) et (Ait Miloud, 2011), pour quelques pourcentages de sensibilités :
I’ Amikacine (93%) et (96,4%), la Gentamycine (72,2%) et (88,3%), la Ciprofloxacine (57,9%)
et (69,7%), I’Amoxicilline + I’Acide clavulanique (29,86%) et (35%).(Michaél, 2010), et
(Chafai, 2008), ont trouvé des résultats proches pour la Ciprofloxacine (95.8%) et (90.5%).

D’autre part, les Entérobactéries ont montrées une sensibilité totale a la Fosfomycine. Ces
résultats concordent avec ceux de (Bouguenoun, 2017) obtenu a I’hdpital de Guelma. La
Fosfomycine est considérée comme molécule d’antibiotique de choix efficace pour traiter les
infections a Entérobactéries surtout lorsqu’il s’agit des BLSE. La Fosfomycine est réservée
uniquement pour les infections urinaires en Algérie, mais elle pourrait étre utilisée pour traiter
d’autres infections. Par ailleurs, les aminosides comme (Gentamicine avec 6,45%) et le
Fluoroquinolone (Ciprofloxacine soit un taux de 12,90%), ont gardé leur activité, mais les
médecins ne prescrivent pas ces molécules pour traiter les infections hospitalieres du fait de
leur forte toxicité, leur forme injectable et beaucoup d’effet secondaires. Ces résultats sont
inférieurs a ceux trouvés par (Saadaoui, 2008; Saidani et al., 2006) a Rabat.

Concernant la résistance des souches isolées a I’ Amoxicilline + 1’ Acide clavulanique, on note
une résistance élevée chez K. pneumonie et E. coli avec un taux de 61.53% et 93.33%
respectivement, nos résultats sont similaires de ceux de (Souna, 2010) avec pourcentages de

résistance 100%.
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En Algérie, (Bouzenoune et al., 2009) ont enregistré un taux plus élevé de 50% de résistance
a AMC ,43% de résistance a SXT chez E.coli.

En ce qui concerne les polypeptides, on a enregistré une tres faible résistance chez K. pneumonie
de 7,69% a la colistine. Un résultat proche a été observé dans une étude ménée par (Djahida,
Imane, & Mourad, 2011)

La résistance aux aminosides observée dans notre étude est faible, 6.45% pour la gentamycine
et 0% pour ’amikacine. Nos résultats identiques a ce qui menées par Koeck : (98%) des souches
de Klebseilla pneumoniae et E. coli étaient sensibles a 1’amikacine (Koeck et al., 1996). En
effet, on observe des taux élevés de résistance aux aminosides qui est rapporté par (Mechergui
etal., 2011).

L’étude de la sensibilité des entérobactéries aux C3G, montrait des taux de résistance faible
(22.58%). Les niveaux de résistance etant considérés supérieurs a ceux observes au CHU de
Tlemcen (Ayad, 2010). En revanche plus élevés que ceux rapportés en Algérie (Amazian et
al., 2006). Une revue de la littérature est réalisée par Mkaouar en 2008 donne les taux de
résistance aux C3G dans des différents pays : 15% en Tunisie, 6% en France et 34% en Inde
(Mkaouar et al., 2008).

Les entérobactéries résistantes aux céphalosporines de 3eme génération occupent une place
importante dans les infections nosocomiales. Ces bactéries deviennent de plus en plus
résistantes aux antibiotiques et commencent a franchir les limites de 1’hopital pour émerger
dans la communauté. La dissémination de ces bactéries présente une menace grave qui met en
cause la validité de I’arsenal antibiotique actuellement disponible, d’autant plus qu’aucune
classe nouvelle d’antibiotique n’est attendue dans les prochaines années (Mkaouar et al., 2008)

- Discussion des réesultats des souches d’origine animale :

Dans cette étude les 18 souches des entérobactéries d’origine animale isolées présentent une
résistance moyenne a SXT 55.55% et faible a la Gentamicine 11.11%. Nos résultats sont
similaires de ceux obtenus a I’ouest algérien par(Ahmed et al., 2017),avec pourcentages de
résistance 77.75% et 6% respectivement .En revanche un taux plus élevé pour Gentamicine
78.79% on observe par (Kamboh et al., 2018) au Pakistan et faible par (Moawad et al., 2018)
en Egypte avec taux 19.6%.

Cette variation des taux d’antibiorésistance enregistrés dans les différentes études peut étre
liée a la différence de la fréquence d’utilisation de certaines molécules, selon le pays, pour

traiter ou prévenir les maladies.
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Le taux enregistré pour les isolats E. coli d’origine animale sont élevés vis a vis : le
trimethoprime- sulfamethoxazole (81,81%), moyen a faible pour Ciprofloxacine 45,45% et 0%
pour la colistine. Nos résultats concordent avec ceux rapportés par (Ibrahim et al., 2019)dans
leur étude menée en Egypte pour trimethoprime-sulfamethoxazole (100%), pour la colistine
elle est tres élevé 20.59%.Un résultat proche a été observé pour la ciprofloxacine 47.70% dans

une étude ménée par (Chen et al., 2014).

Au Maroc, (Rahmatallah, 2017) ont obtenu de fréquence similaire pour le trimethoprime-
sulfamethoxazole (82,8% contre 81,81%) par contre elles sont plus élevées pour la gentamicine
(24,8% contre 0%).

Ces taux d’antibiorésistance sont alarmants et inquiétants et reflétent ’utilisation de plus en
plus importante de ces antibiotiques dans 1’¢levage avicole.

L’utilisation inappropriée de ces derniers ainsi que la résistance croisée entre différentes
molécules peuvent étre incriminées aussi.

Ce phénomene d’antibiorésistance, peut étre aussi expliqué par 'utilisation accrue de ces
molécules grace a leur grande disponibilité sur le marché algérien (présence de génériques)
avec des prix abordables, alors qu’il y a quelques années, il n’existait que la molécule mére qui
était tres chere. La diversité des mecanismes de résistance des bactéries peut étre aussi
responsable de cette hausse.

Par ailleurs, plus une molécule est utilisée, plus on doit s’attendre a I’apparition de résistance.
C’est pourquoi, 1’usage tres limitée de la gentamicine en aviculture du fait de son cout élevé
explique sa plus grande efficacité.

L’analyse de la sensibilité des souches E.coli a montré une trés bonne réponse vis-a-vis de
I’amikacine, gentamicine, fosfomycine, colistine, céfotaxime avec un taux identique 100%. Des
travaux antérieurs de (Fatma et al, 2009) au Maroc ont démontré 1’efficacité de la gentamicine
chez les Escherichia coli avec une sensibilité de 90%.

Ce résultat differe de celui rapporté par Alexandre Blanc-Gonnet, ou 3% des souches isolées
de poulets de chair, ont été résistantes au céfotaxime (Alexandre, 2012).

De méme, (Rao et al., 2014) ont rapporté une augmentation de pourcentage de la résistance des
E.coli aux CTX en chine de 1,4% en 2003 a 48,5% en 2012 . Par ailleurs, une étude tunisienne
a également rapporté un taux de résistance au CTX égale a 46,1% (18/ 39 souches isolées de

poulets de chair et dinde (Slama et al., 2010).
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Conclusion et recommandations :

Ce travail avait pour objectif de définir le profil épidémiologique et moléculaire de la
résistance aux antibiotiques chez dessouches d’entérobactéries isolées des infections
humaines et animales.

Durant cette étude, 49 souches des entérobactéries ont été isolées dont 63,26% des souches
ont été isolées a partir des échantillons d’origine humaine et 36,73% des souches isolées a
partir des échantillons d’origine animale.

Les entérobactéries d’origine humaine ont été majoritairement isolées des prélevements
urinaires(77,41%) avec prédominance du sexe feminin (70,96%) par apport au sexe masculin
(29,03%).L’espéce Escherichia coli constitue plus de 38,70% des bactéries isolées dans les
infections urinaires suivi par Klebsiella pneumoniae (29,03%), les autres especes (Raoultella
terrigena, Citrobacter freundii et Enterobacter colacae) sont présent avec des taux

relativement faibles 3,22%.

Parmi les entérobactéries isolées du poulet de chair, E. coli est la bactérie la plus répandue

avec 61,11% suivie par Raoultella ornithinolytica (16,66%).

Cette étude montre un niveau de résistance élevé des souches d’origine humaine a
I’amoxiciline + acide Clavulanique (80,64%), faible a moyen pour trimethoprime-
sulfamethoxazole (48,38%) par contre les souche d’origine animale présentent une résistance
plus élévé au trimethoprime-sulfamethoxazole par rapport aux souches d’origine humaine
avec taux (81,81%). Pour la Ciprofloxacine, les souches d’origine animale sont plus résistance
que les souches d’origine humaine (83,33% vs 12,90%).

Sachant que la partie de la recherche des genes de virulence et la résistance aux antibiotiques
par la PCR a été annulé a cause de la crise sanitaire COVID-19, aucun résultat relatif a cette
investigation moléculaire n’a été obtenu.

Afin d’éviter 1I’émergence de nouveau profils de résistance et/ou de réduire 1’émergence des
anciens profils, il faut agir a deux niveaux : en amont, en contrblant la prescription, la
délivrance et la consommation de 1’antibiotique, et en aval, en réduisant les risques de
dissémination et de transmission des entérobactéries résistante (commensale ou pathogeéne)
par le respect strict et le maintien rigoureux des mesures d’hygiénes et de sécurité sanitaire.
Nous proposons aussi de mener des études plus approfondies en augmentant le nombre

d’échantillons, et d’¢largir I’étude par la réalisation d’autres types de prélévements.
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Annexes

Annexes | :
Matériel :

Instruments et appareillages :

Flacons Stériles, Boites Pétri. Anse De Platine. Les Ecouvillons. Pince. Réactives. Etuve.
Bec Bunsen. Réfrigérateur. Vortex. Microscope Optique. Tubes a essais. Portoir. Eau
Physiologique Stérile. Gants. Pipette Pasteur. Lames Et Lamelles.

Réactifs utilisés :

e Galerie API20E.
e TDA

e VPletVP2

e Huile de vaseline.
e Lugol.

e Violet de Gentiane.
e Alcool.

e Fuchsine basique.

Les antibiotiques :

Amoxicilline + acide clavulanique (AMC), céfotaxime (CTX), Gentamicine (GN), Amikacine
(AN), Ciprofloxacine (CIP), Triméthoprime-sulfamétoxazole (SXT), Fosfomycine(FOS),
Colistine(CL).

Milieux de culture :

Milieux de culture liquides :

Bouillon tryptone soja (TSB)

TIYPEONE. ..ttt b e nes 170¢g
Peptone PapaiNiQUE U8 SOJA ..eveerverreerierieeiesieeiesteesieste e steseesteeseessesseessesseessesseeseessennes 3090
GIUCOSE ...ttt ettt ettt b et e e st et eeseeteeneenteeneenneeneeneennans 2,5¢
SBIS DIIIAITES ..eeveeecee ettt sbe et nre s 1,59
ChIOrure de SOOIUM ......coueiiiie ettt sreene s 5,09
Phosphate dipOtaSSIQUE.........ueviiieieiieii ettt 4,09

NN [01Y 0] o Lo o] | 1= USSP 0,020g
BEAU AISLIHIEE ... 1000 ml

pH =7,4+0,2

Milieux de culture solides :
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Gélose nutritive

PEPEONE. ... s 159
EXIFait A8 VIANGE ...ovviieieiieciiee ettt nnenneas 10g
EXIFAIT A8 TEVUIE ..ottt 02g
ChIOrure de SOOIUM ......oiiiieiicicee et 05g
AL bttt bbb e 20g
BAU ISTIHIBE ... 1000ml

pH =6,8-7,4

Gélose Mueller-Hinton

INTUSION A€ VIANAE A€ DOBUT ..nveeeieeeeeee e e e e e et e e e e e et e e e e e e et eaeeeeeeeeessteaaseseeeeeseennnsennns 300ml

PEPLONE U8 CASEINE........viicviieeicteiee ettt snene s 17.59

AMNTAON T8 MNIAUS. .ttt e e e e et e e e et eeeeet e ee e et e eesaeeeeaaees 1.5g

AN et bRt R e et R ettt e et ettt e e nran 10g
pH=17,5

PEPEONE ...ttt nree s 20.0g
SUCTE. . ettt ettt ettt ettt b e b e be e nae e beere e 10.0g
CrISTAl VIOIE......oeieee ettt 0.001g
SEIS DIITAITES ... e 31.5g
ROUGE NEULITE ...t 0.05¢g
ChIOrure de SOUIUM ..ottt ens 5.00g
AAGAI-AGAD <. e e re 15.0g
pH=7,1

AAGAE b e R b e et b e Rt b e Re e nreennne s 159
Peptone et extrait A& IEVUIE ..o 179
Mélange ChroOMOZENIUE .. ...cveverieieieieieieeee ettt ettt sttt sbe b sbe s seeseene s 1.0g9

pH =7,0+0,2
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Annexes Il :

Identification des entérobactéries :

Identification macroscopique :

Figure 20 : Aspect des différentes colonies des enterobactéries sur le mileu Mac conkey
(photo personnelle).
Identification microscopique :
La coloration de Gram :
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Figure 21 : Observation microscopique (coloration de Gram) des entérobactéries

Test d'oxydase :

Figure 22 : Résultat du test oxydase des entérobactéries (photo personnelle).

Identification biochimique :

Figure 23 : Résultat de la galerie API 20 E de la souche d’ E coli et Raoultella
ornithinolytica. (photo personnelle).

Antibiogramme :
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Figure 24 : Résultat de I’antibiorésistance de la souche d” E coli (photo personnelle).

Valeurs critiques des diamétres (mm) des zones d’inhibition pour Entérobactéries

(Wayne, 2008)

Familles

Antibiotiques testes

Charge des

Diameétres

d’antibiotiques Disques critiques (mm)
S R
p-Lactamines Ampicilline 10ng =19 <16
Amoxicilline+Ac.clavulanique | 20/10pg =21 <16
Céfazoline 30ng =23 <19
Céfotaxime 30png =26 <23
Cefixime 10ng >25 <22
Imipénéme/Meropénéme 10ng =24 <17
Aminosides Amikacine 30ng =17 <15
Gentamicine 15pg (10UT) >18 <16
Quinolones Ciprofloxacine Sug =25 <22
Acide nalidixiqe 30 =19 <13
Divers Furanes 300pug =17 =14
Fosfomycine 50ug =14 <14
Trimethoprimesulfametoxazole | 1.25+23.75 =16 <10




