REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA
RECHERCHE SCIENTIFIQUE

UNIVERSITE LARBI BEN M’HIDI- OUM EL-BOUAGHI

FACULTE DES SCIENCES EXACTES ET DES SCIENCES DE LA NATURE ET DE
LAVIE
DEPARTEMENT DES SCIENCES DE LA NATURE ET DE LA VIE

Mémoire présenté pour 1’obtention du diplome de Master en Sciences Biologiques
Option : Microbiologie Appliquée

N°d’ordre :............

N° de série :............

Etude des profils de I’antibiorésistance des bactéries isolés dans
certains établissements hospitaliers de la wilaya d’Oum El Bouaghi.

Présenté par :

HAKOUM AMNA BOUCHEOUITA SAFIA DELHAMI AHMED

Devant le jury :

Président : Mr DEROUICHE K. M.C.A Université Larbi Ben M’hidi Oum El-Bouaghi.
Rapporteur : Mr HAMAMES M. M.A.A Université Larbi Ben M’hidi Oum EI-Bouaghi.
Examinateur : Mr DJABALLAH C. M.C.B Université Larbi Ben M’hidi Oum EI-Bouaghi.

Année Universitaire: 2022-2023




Remerciement

A la fin de ce modeste travail, nous remercions d'abord Dieu le tout
Puissant de nous avoir accordé le courage, la volonté et la patience
pour I'accomplir.

Nous tenons a remercier les membres de jury, le président monsieur Derouiche Kamel et
I'examinateur monsieur Djaballah Chamssedine

Nous tenons d remercier profondément notre directeur de mémoire
Mr Hamames Mokhtar
Pour son aide et ses conseils précieux, pour ses intéressants
commentaires sur ce mémoire et avec qui j'ai beaucoup appris.

Un remerciement chaleureux est adressé a hos enseignants
responsables de la filiere pour ses conseils et son soutien tout au long
de I'année théorique. Aussi, hous remercions nos collegues pour leur
aide amicale et pour leurs encouragements.

Merci également a tous ceux qui, nous ont aidés de pres ou de loin a

la réalisation de ce modeste mémoire.



Dédicace

Je tiens a exprimer toute ma reconnaissance a mon encadreur de mémoire, Monsieur "Mokhtar

Hamames". Je le remercie de m’avoir encadré,orienté, aidé et conseillé.

J’adresse mes sincéres remerciements a tous les professeurs, intervenants et toutes les personnes
qui par leurs paroles, leurs écrits, leurs conseils et leurs critiques ont guidé mes réflexions et ont

accepté de me rencontrer et de répondre a mes questions durant mes recherches.

Je remercie mes trés chers parents "H.Ali" "kh. Touzeur", qui ont toujours été la pour moi ainsi

gue mes sceurs "ASMA, JIHADE et IMANE et mon frere AMINE.

Enfin, je remercie mes amis "Mayssa, Maroua, safia, Saida" <"Enseignant « maitre de
conférences » a l'université de Mila Dr Seyf eddine Merzoug " qui ont toujours été l1a pour moi.

Leur soutien inconditionnel et leurs encouragements ont ¢ét€¢ d’une grande aide.

A tous ces intervenants, je présente mes remerciements, mon respect et ma gratitude.

AMNA




Liste des tableaux

Titre Page

Tableau 01 : Classification des entérobactéries 2
Tableau 02 : Classification des espéces d’entérobactéries les plus fréquentes 3
en clinique humaine

Tableau 03 : Principaux caracteres biochimiques des genres et des espéces 5
d'Enterobacteriaceae les plus fréquemment rencontreés.

Tableau 04 : Antibiotiques utilisés pour I'antibiogramme. 20
Tableau 05 : Ensemble des bactéries responsables des différents types 21

d’infections étudiées au niveau des EPH




Liste des figures

Titre Page
Figure 01 : Modes d’action des antibiotiques 8
Figure 02 : Structures chimiques des principales p-lactamines 9
Figure 03 : Représentation graphique des pourcentages des prélevements dans 21
les deux établissements.
Figure 04 : Représentation graphique des bactéries isolées a partir des infections | 22
étudiées.
Figure 05 : Représentation graphique des bactéries isolées a partir de PECBU. 22
Figure 06 : Représentation graphique de I’antibiorésistance d’E. coli isolée a 23
partir de PECBU
Figure 07 : Représentation graphique de I’antibiorésistance de Klebsiella sp. 23
isolée a partir de TECBU
Figure 08 : Représentation graphique de I’antibiorésistance de P. mirabilis isolee | 24
a partir de PECBU.
Figure 09 : Représentation graphique de I’antibiorésistance d’Enterobacter sp. 24
isolée a partir de PECBU.
Figure 10 : Représentation graphique des bactéries isolées a partir des PV. 25
Figure 11 : Représentation graphique de I’antibiorésistance d’E. coli isolée a 25
partir de PV
Figure 12 : Représentation graphique de I’antibiorésistance de Klebsiella sp. 26
isolée a partir de PV.
Figure 13 : Représentation graphique des bactéries isolées a partir des 26
coprocultures
Figure 14 : Représentation graphique de I’antibiorésistance d’E. coli isolée a 27
partir des coprocultures
Figure 15 : Représentation graphique de I’antibiorésistance d’P. mirabilis isolée 27

a partir des coprocultures




Résumé

Notre travail porte sur 1’évaluation de 1’antibiorésistance des bactéries responsables
d'infections au niveau de deux EPH de la wilaya d’Oum El-Bouaghi (Hammouda Eit
Amor-Ain Fakroun et Zerdani Saleh-Ain El Beidha).

Durant la période d’étude (de Janvier 2022 au Mars 2023), 96 souches bactériennes

ont éte isolées : Escherichia coli, Klebseilla sp., Proteus mirabilis et Enterobacter sp.

E. coli est I'espece la plus souvent isolée (69%), suivie de Klebsiella (19%) et de
Proteus mirabilis (10%). L’étude des profils de la résistance de ces souches vis-a-vis de
plusieurs familles d’antibiotiques a montré un niveau de résistance important aux

céphalosporines de 3eme génération.

Mots clés : infection bactérienne, résistance aux antibiotiques, bactéries multirésistantes,

antibiothérapie.
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Introduction



Introduction

Les infections contractées au niveau de I'hopital sont reconnues comme des
problemes majeurs de santé publique qui touche aussi bien les patients et leurs entourages

que I'ensemble des professionnels de santé (Meité et al., 2011).

Parmi les germes responsables d'infections, on retrouve les entérobactéries qui
représentent I’un des groupes les plus fréquemment isolé en milieu hospitalier. Elles sont la
cause de plusieurs infections telles que les infections pulmonaires, urinaires, etc.
(Verhaegen, 2002).

Pour faire face a ces infections, l'antibiothérapie a permis le traitement d'un grand
nombre de maladies et d'améliorer l'espérance de vie humaine. Au méme temps,
I'utilisation abusive et parfois injustifiée de ces molécules, amene les bactéries a s'adapter

et certaines sont devenues résistantes aux antibiotiques (Aires, 2011).

Dans ce sujet intéressant, nous avons choisis d’étudier 1’antibiorésistance des
bactéries responsables d’infections dans certains EPH de la Wilaya d’Oum EI Boughi.

Notre étude est structurée comme suite :

¢+ Une premiere partie bibliographique résumant I’essentiel des mécanismes de
résistances aux antibiotiques, la classification de ces derniers ainsi que des
généralités sur les entérobactéries qui représentent I’agent causal le plus
fréguemment dans les infections bactériennes ;

% Une partie expérimentale démontrant les différentes techniques d’isolement
et d’identification de ces germes et I’étude de leur antibiorésistance ;

¢+ Une derniére partie consacrée a I’analyse, I’interprétation et la discussion des

résultats obtenus.
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1. Généralités sur les entérobactéries
1.1. Définition

Les entérobactéries ou (Enterobacteriaceae) constituent une famille bactérienne
hétérogéne trés importante, qui regroupe plus d'une quarantaine de genres et plusieurs
dizaines d’espéces, le nom d’entérobactérie fait référence aux entérocytes (cellule
intestinale) car les bactéries appartenant a cette famille sont généralement des hotes
commensaux ou pathogenes. Elles participent aux grands cycles de dégradation des matieres
organiques mais sont aussi des agents causaux responsables d’infections communautaires et

nosocomiales (Pilly, 2013).

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 ’absence d’enzymes du métabolisme

(désaminases, décarboxylases)...etc. (Meziani, 2012).
1.2 Taxonomie

La classification des genres, espéces, sous especes, bio-groupes et sérotypes
d’entérobactéries a longtemps été uniquement basée sur des caractéristiques biochimiques
et antigéniques (Freney et al., 2000). Si le nom de famille est toujours maintenu, en revanche
le classement (Tableau 01) des bactéries dans la famille a beaucoup évolué (Joly et al.,
2007).

Tableau 01 : Classification des entérobactéries (Boone et al., 2001).

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

La famille comprend 130 espéces actuellement répertoriées (Khayar, 2011). Les
espéces les plus communément isolées en bactériologie clinique (Tableau 02) appartiennent
a 12 genres : Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Morganella,

Proteus, Providencia, Salmonella, Serratia, Shigella, Yersinia (Pilet, 1979).
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Tableau 02 : Classification des espéces d’entérobactéries les plus fréquentes en clinique

humaine (Perriere, 1992).

Tribu Genre Espece
Edwardsielleae Edwardsiellea
Salmonnelleae Salmonnellea Salmonella typhi
Groupe 01 .
Salmonella paratyphi
Salmonella enteritidis
Escherichieae Escherichia Escherichia coli
Shigella Shigella dysenteriae
Shigella flexneri
Groupe 02 ) B
Shigella boydii
Shigella sonne
Levineae Levinea
Klebsielleae Klebsiella Klebsiella pneumoniae
Klebsiella oxytoca
Enterobacter Enterobacter aerogenes
Groupe 03
Enterobacter cloaceae
Serratia Serratia marcescens
Erwinia
Proteae Proteus Proteus mirabilis
Proteus vulgaris
Groupe 04 B
Proteus rettgerii
Providencia
Groupe 05 Yersinieae Yersiniea
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1.3. Caracteéres bactériologiques

L’ensemble des caractéres bactériologies des entérobactéries est résumé dans les

points suivants (Avril et al, 2000 ; Delarras, 2007 ; Khayar, 2011 ; Bennani, 2014) :

v Caractéres morphologiques : toutes les entérobactéries ont une morphologie
habituellement typique, sous forme de bacilles Gram négatif (2-4pum longueur/0,4-
0,6 um largeur), soit mobiles par ciliature péritriche ou immobiles, non sporulés et
peuvent étre capsulés (Klebsiella). La plupart des especes pathogénes pour I'homme

possedent des fimbriae ou pili communs qui sont des facteurs d'adhésion.

v Caractéres culturaux : les entérobactéries poussent facilement sur les milieux
ordinaires en 24 heures a 37°C en aérobiose et en anaérobiose. Leurs exigences
nutritionnelles sont, en général, réduites et la plupart se multiplient en milieu
synthétique avec une source de carbone simple comme le glucose. Ce sont des
germes mésophiles et neutrophiles (pH optimum voisin de 5,5 - 8) et ils sont assez

tolérants aux variations de la pression osmotique.

v’ Caractéres biochimiques : I’identification par des techniques issues de la biologie
moléculaire n’est pas encore a la portée de tous les laboratoires. Les caractéres
d'identification sont essentiellement "biochimiques” (Tableau 03) 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'hydrogene sulfuré ou la formation de
gaz. Classiquement, 1’identification se déroule dans des tubes, assurant a la fois la
croissance et la réaction biochimique. De nouvelles approches a cette méthode
notamment par 1’élaboration des galeries API 20E, premicres galeries mises au point

pour les entérobactéries et aussi la création d’automate comme le MINT APT ;
v’ Caractéres antigéniques : il existe différentes catégories d'antigenes :

e Les antigenes O : ils sont constitues de lipopolysaccharides (LPS) de la
membrane externe et sont thermostables et résistants a I'alcool ou I'acide.

e Les antigenes H : ils sont présents uniquement chez les souches mobiles
(antigénes flagellaires) et constitués d'une protéine, la flagelline. Ils sont

thermolabiles et inactivés par l'alcool.
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e Les antigénes K : ils sont liés a la capsule et peuvent rendre la souche
inagglutinable par les antisérums O. lls sont détruits par une ébullition de
deux heures.

e L’antigéne Kunin : c’est un antigéne commun des entérobactéries et a un
intérét taxonomique.

Tableau 03 : Principaux caracteres biochimiques des genres et des espéces

d'Enterobacteriaceae les plus fréqguemment rencontrés (Le Minor et VVéron, 1989).
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1.4. Les entérobactéries en milieu hospitalier

Les entérobactéries peuvent étre a l’origine de diverses maladies infectieuses,

notamment en milieu hospitaliers. Parmi les genres les plus fréquents on peut citer :
1.4.1. Escherichia

Hote normal de I’intestin de I’homme et des animaux, c’est I’espeéce aérobie la plus
représentée dans le tube digestif. Le genre Escherichia comprend cing especes : E. coli,
E. albertii, E. fergusonii, E. hermanii, E. vulneris, E. blattae. Cependant, au sein de ce genre,
I’espéce E. coli représente la quasi-totalité des isolats humains. L’espéce E. coli présente une

grande diversité sur le plan génétique et sur le plan pouvoir pathogéne (Denis et al., 2007).
1.4.2. Klebsiella

Au sein des entérobactéries, les bactéries du genre Klebsiella se distinguent par leur
immobilité constante, leur groupement en diplobacilles généralement encapsulés. On
distingue cependant plusieurs especes mais Klebsiella pneumoniae est la plus fréquemment
retrouvée en clinique humaine (Kumar et al., 2011).

1.4.3. Proteus

Le genre Proteus a été découvert par un pathologiste allemand nommé Gustav Hauser
en 1885 et qui a donné le nom a cette bactérie qui se caractérise par I'envahissement de la
gélose. Ce sont des bactéries commensales du tube digestif, tres mobiles, aéro-anaérobies
qui se distinguent facilement des autres entérobactéries par leurs caractéres biochimiques
(uréase+, tryptophane désaminase+) et leur résistance naturelle a la colistine. Il existe quatre

espéces de Proteus : P. mirabilis, P. vulgaris, P. rettgeri, Proteus hauseri (Hauser, 1885).
1.4.4. Enterobacter

Enterobacter est un genre de bactéries chimio-hétérotrophes. L'habitat est I'intestin de
I'nomme et des animaux. Enterobacter est aussi trouvé dans les selles, les eaux d'égouts, le
sol, les produits laitiers. Certaines souches du genre Enterobacter peuvent étre responsables
d'infections nosocomiales. Enterobacter cloacae est I’espéce la plus fréquemment isolée au
sein du genre Enterobacter (Souna, 2015). E. cloacae est frequemment impliquée dans les
infections nosocomiales et colonise généralement la flore intestinale endogéne des patients
hospitalisés, mais peut également se trouver comme source d’épidémie ou de diffusion de

patient a patient (Qureshi et al., 2011).
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1.4.5. Citrobacter

Le phénotype des bactéries appartenant a ce genre bactérien n'est pas décrit en raison
de certains caracteres variables. C. freundii est un agent pathogéne nosocomial opportuniste
qui entrainent des infections des voies urinaires, des bactériémies, des sepsis abdominaux,
des abces cérébraux, des pneumonies et d’autres infections néonatales comme la méningite,
le sepsis néonatal, I’infection articulaire (Doran, 1999 ; Pepperell et al., 2002 ; Ryan,
2004).

1.4.6. Morganella

Morganella est un genre proche des genres Proteus et Providencia. Morganella
morganii est impliquée dans les infections des voies urinaires, des voies hépatobiliaires, les
infections de la peau et des tissus mous. Elle occasionne des infections opportunistes chez
des patients immunodéprimes telles que les infections extra-intestinales ou encore les
infections materno-foetales (Falagas et al., 2006). M. morganii se trouve dans
I'environnement et dans les voies intestinales des humains, des mammifeéres et des reptiles
par conséquent, la plupart des cas de bactériemie a M. morganii sont des infections

opportunistes acquises dans la communauté (Lee et al., 2006).
1.4.7. Salmonella

Les salmonelles sont pour la plupart pathogénes pour I’homme, agent de nombreuses
infections comme les fievres typhoides et paratyphoides, de gastro-entérites et de toxi-
infections alimentaires parfois collectives. Ces maladies sont a déclaration obligatoire
(Cristian, 2008).

1.4.8. Shigella

Les Shigelles sont des bactéries qui affectent uniquement les humains. Elles ne font
pas partie de la flore intestinale normale. On ne les retrouve que chez les malades, les
convalescents et les rares porteurs sains. Elles sont responsables de I’historique « dysenterie
bacillaire » qui décimait les armées en campagne (Minor et Veron, 1989). Les Shigella
provoquent des ulcérations de la muqueuse intestinale et une réaction inflammatoire. Les
moins rares sont les infections urinaires. On observe parfois des formes bactériémiques, des

arthrites, des méningites (Fauchere et Avril, 2002).
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2. Les antibiotiques
2.1. Définition

Selon I'étymologie du mot "antimicrobien™ (du grec anti, signifiant "contre", mikros,
signifiant "petit", et bios, qui signifie "la vie"), les agents antimicrobiens sont des substances
qui ont la capacité d’agir contre la vie de microorganismes (Guardabassi et Courvalin,
2006).

Un antibiotique peut étre définit comme étant tout composé chimique d’origine
naturelle, semi synthétique ou synthétique qui, en solution tres dilué, est capable de détruire
les microorganismes ou d’inhiber leur croissance (Van Bambeke et Tulkens, 2008). Il doit
avoir une toxicité sélective envers I’agent infectieux sans toutefois affecter 1’organisme hote

infecté par les germes pathogénes (Gautier, 2007).

La spécificité d’action des antibiotiques s’appuie sur les différences métaboliques et
structurales existantes entre les cellules procaryotes et eucaryotes. L’ensemble des bactéries
affecté par un antibiotique donné est appelé le spectre d’activité de cet antibiotique. Les
antibiotiques efficaces contre de nombreuses bactéries Gram positif et négatif sont dits a
« large spectre », tandis que ceux actifs uniquement contre certaines bactéries Gram positif

ou Gram négatif sont dits a « spectre étroit » (Walsh, 2003).
2.2. Classification

Les antibiotiques agissent essentiellement par 1’inhibition spécifique d’une étape
précise d’une fonction bactérienne. Ils se fixent sur des sites moléculaires de la cellule
bactérienne entrainant ainsi la perturbation de diverses réactions métaboliques, sans affecter
la cellule héte. Donc I’'une des classifications des antibiotiques est basée sur leur mode

d’action sur des constituants bactériens (Figure 01) (Poyart, 2003).

1 Inhibibon de la symthéese 2 Inhibsthron de la synthese
de la parots bactenenne de la membrane cytoplasmique
- r
<)
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synthése protéique a Inhibition de la
synthése de I'ADN
5 Autres mecanismes

Figure 01 : Modes d’action des antibiotiques (Mounkoro et al., 2015).
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2.2.1. Antibiotiques agissant sur la synthése du peptidoglycane

Le peptidoglycane, molécule exclusivement bactérienne, est un polymere réticulé fait
de chaines polysaccharidiques reliées par des peptides. Les précurseurs du peptidoglycane
sont synthétisés dans le cytoplasme et assemblés a I'extérieur de la membrane
cytoplasmique. Lorsque les bactéries sont en phase de croissance, il existe simultanément
des phénomeénes de synthése et de destruction du peptidoglycane. L'équilibre entre ces deux
phénomenes est rompu par les antibiotiques inhibant la synthése du peptidoglycane. Il en

résulte une altération de la paroi ayant un effet létal pour la bactérie (Nauciel et Vildé, 2008).
2.2.1.1. Les p-lactamines

Les B-lactamines ont la capacité de détruire les bactéries sensibles en inhibant la
derniere étape de la synthése du peptidoglycane. Elles se fixent sur la transpeptidase,
I’enzyme de la derniére étape de synthése du peptidoglycane, selon leur affinité pour une ou
plusieurs protéines liant la pénicilline (PLP) (Mesaros, 2005). Ces protéines sont des
enzymes impliquées dans la phase finale de la synthese du peptidoglycane, c'est-a-dire
I'étape de polymérisation a partir de sous-unités faites d'un disaccharide-peptide. L'activité
enzymatique des PLP est inhibée par leur liaison avec les B-lactamines. Une bactérie contient
plusieurs variétés de PLP. L'affinité des p-lactamines pour les PLP peut varier selon les
B-lactamines et selon les PLP (Nauciel et Vildé, 2008).

La famille des B-lactamines comprend un nombre important de molécules, toutes
présentent un cycle B-lactame indispensable a I’activité antibiotique : les pénames
(pénicillines), les céphémes (céphalosporines), les monobactames, les pénémes
(carbapénemes) et les inhibiteurs des B-lactamases (Figure 02) (Nordmann et al., 2012).
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Figure 02 : Structures chimiques des principales B-lactamines (Nordmann et al., 2012).
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2.2.1.1.1. Les Pénames

La classe des pénicillines est composée d'un grand groupe de composés bicycliques

« pénames » qui different par la nature du radical fixe sur le carbone 6. Ils se répartissent en

six sous-groupes (Finche et al., 2010 ; Gallagher et MacDougall, 2011) :

>

Groupe 1 : c’est le cas de la benzylpénicilline et ses formes parentérales a longue
durée d'action.

Groupe 2 : les pénicillines absorbées par voie orale similaire a la benzylpénicilline.
Groupe 3 : c’est des pénicillines qui sont relativement stables pour les B-lactamases
(les isoxazoylpénicillines), mais qui n'ont pas d'activité utile contre les bacilles a
Gram négatif.

Groupe 4 : ce sont des composés avec une activité élevée contre certains bacilles a
Gram négatif, y compris de nombreuses entérobactéries et de I'Haemophilus
influenzae, mais qui sont inactives par les staphylocoques et beaucoup de -
lactamases de la famille des entérobactéries.

Groupe 5 : des pénicillines actives contre Pseudomonas aeruginosa. Il s'agit
notamment de carboxypénicillines (et leurs esters absorbés par voie orale) et les
dérives d'ampicilline.

Groupe 6 : des pénicillines résistantes aux p-lactamases de la famille des

entérobactéries.

2.2.1.1.2. Les céphemes

Les céphalosporines se distinguent chimiquement des pénicillines par le

remplacement du cycle thiazolidine par un cycle dihydrothiazine. Elles sont classées en

fonction de leur date d’apparition, qui correspond a chaque fois a I’acquisition de nouvelles
propriétés (Cavallo et al., 2004 ; Gallagher et MacDougall, 2011) :

>

Céphalosporines de premiere génération (C1G) : elles peuvent étre actives sur des
souches resistantes aux penicillines a large spectre et elles sont détruites par les
céphalosporinases de nombreux bacilles a Gram negatif (exemple : Céfaclor,
Céfadroxil, Céfalexine, Céfapirine, Céfatrizine, Céfazoline, Céfradine).

Céphalosporines de deuxiéme génération (C2G) : elles se distinguent des C1G par
une relative résistance a certaines céphalosporinases et un léger gain d’activité sur

les souches sensibles (exemple : Céfoxitine, Céfotetan, Céfuroxime).
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» Céphalosporines de troisieme génération (C3G) : elles ont une meilleure activité
que les C2G sur les souches sensibles et une résistance accrue a ’inactivation par les
céphalosporinases (exemple : Céftizoxime, Céftriaxone, Céfotaxime, Céftazidime).

» Cephalosporines de quatrieme génération (C4G) : elles restent actives chez les
entérobactéries ayant acquis une résistance aux C3G par hyperproduction d'une
céphalosporinase et inactives en cas de B-lactamases a spectre étendu (BLSE)

(exemple : Céfépime, Céfpirome).
2.2.1.1.3. Les carbapénémes

Les carbapénémes présentent un cycle de base qui differe de celui des pénicillines par
la présence d’une double liaison et d’un atome de carbone au lieu d’un soufre en position 1.
Ils présentent un spectre d’activité plus large en comparaison avec la pénicilline, les
céphalosporines et les associations [-lactamines/B- lactamases. En général, les
carbapénemes présentent différentes activités antibactériennes. L’imipenéme, le paripennée
et le doripéneme sont efficaces contre les bactéries a Gram positif, tandis que l'ertapéneme,
le méropénéme, le biapénéme et le doripénéme étaient un peu efficace contre les bactéries a
Gram négatif (Gallagher et MacDougall, 2011 ; ElI-gamal et al., 2017).

2.2.1.1.4. Les monobactames :

Le noyau des monobactames est limité au cycle B-lactame. Les premiers
monobactames ont été isolés de substances naturelles produites par Chromobacterium
violaceum, mais les produits récents sont entierement synthétiques. Le seul produit utilisé
actuellement est 1’aztréonam qui a une forte activité contre les bactéries aérobies a Gram
négatif, mais il est pratiquement inactif contre les bactéries & Gram positif et les anaérobies
(Cavallo et al., 2004).

2.2.1.2. La fosfomycine

La fosfomycine inhibe la synthése de la paroi bactérienne par action sur la pyruvyl
transférase, impliquée dans I'une des premieres réactions de la synthése du peptidoglycane.
Elle modifie de fagcon covalente I'enzyme MurA, une proteine essentielle nécessaire a la
synthese de I'acide N-acétylmuramique. Cette étape étant intracytoplasmique, la pénétration
de la fosfomycine a l'intérieur de la bactérie est nécessaire a son activité (Gualerzi et al.,
2013).
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2.2.1.3. Les glycopeptides

Les glycopeptides sont une famille d'antibiotiques a structure complexe comprenant
notamment la vancomycine, la téicoplanine et la ristocétine. Ces médicaments tuent
les bactéries auxquelles ils s'attaquent (bactéricides). Les molécules se lient au dipeptide
terminal D-ala-D-ala du peptidoglycane empéchent le fonctionnement normal des
transpeptidases et des transglycosylases, entrainant 1’arrét de la synthése du peptidoglycane.
Leur volume important les empéche d’emprunter les porines de la membrane externe ce qui

explique qu’ils soient inactifs contre les bactéries Gram négatif (Nauciel et Vildé, 2008).
2.2.2. Antibiotiques agissant au niveau de la membrane cytoplasmique
2.2.2.1. Les polymyxines

L'antibiotique le plus utilisé est la Colistine. Elle n'agit que sur les bacilles a Gram
négatif en se fixant sur les membranes, et elle les désorganise, provoquant ainsi une
perméabilité membranaire. La bactérie se vide de ses composants cytoplasmiques vitaux et
meurt (Alami et al., 2005).

Divers facteurs, y compris la phase de croissance et la température d'incubation,
peuvent modifier I'équilibre des acides gras au sein de la membrane cellulaire des bactéries,
ce qui peut en méme temps avoir une incidence sur la réponse aux polymyxines (Finche
etal., 2010).

2.2.3. Antibiotiques inhibant la synthese protéique

Plusieurs familles d’antibiotiques peuvent inhiber, par différents mécanismes,
I’élongation de la chaine polypeptidique chez les bactéries. Cependant, la grande majorité
de ces antibiotiques est bactériostatique, a I’exception des aminosides qui sont bactéricides

(Page et al., 1999 ; Nauciel et Vilde, 2008).
2.2.3.1. Antibiotiques se fixant sur la sous-unité 30S du ribosome
2.2.3.1.1. Les aminosides

Le premier antibiotique de cette famille est la streptomycine. Les plus employées
actuellement sont la gentamicine et la netilmicine. Ces antibiotiques se distinguent par leur
capacité a résister aux différentes enzymes pouvant les inactiver. lls peuvent étre toxiques
pour les fonctions auditives ou vestibulaires et pour les fonctions rénales (Nauciel et Vilde,
2008).


https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/medecine-antibiotique-2992/
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Les aminosides inhibent I’initiation de la réplication de I’ADN et interviennent a
plusieurs stades de la synthese protéique, en se fixant sur des sites divers des sous-unités 30S
des ribosomes bactériens et induisent des erreurs de lecture du codon et la synthese de
protéines anormales. Ils inhibent aussi la fixation du complexe ARNt-AA au complexe
ribosome-ARNmM (Moulin et Coquerel, 2002).

2.2.3.1.2. Les tétracyclines

Elles possédent une activité sur certaines bactéries a développement intracellulaire
comme les Brucella, Chlamydia, Mycoplasma et Rickettsia (Nauciel et Vildé, 2008). Elles
inhibent la synthése proteique en se liant de fagon réversible a la sous-unité 30S du ribosome.
Cette fixation inhibe celle de I’aminoacyl-ARNt et bloque 1’étape de reconnaissance de la
phase d’élongation de la chaine peptidique (Page et al., 1999). Les tétracyclines sont
utilisées contre les maladies respiratoires chroniques, la colibacillose, la mycoplasmose
(Mogenet et Fedida, 2004).

2.2.3.2. Antibiotiques se fixant sur la sous-unité 50S du ribosome
2.2.3.2.1. Chloramphénicol

Cet antibiotique est tres actif pour le traitement de la fievre typhoide. En raison de sa
toxicité (risque d'aplasie médullaire mortelle), il n'est plus commercialisé et il perturbe la
synthése protéique en inhibant la peptidyl-transférase dans la sous-unité 50S (Nauciel
et Vildé, 2008). Il entraine ainsi un blocage de 1’élongation de la chaine peptidique et donc
du cheminement des ribosomes le long de I’ARNm. La libération du polypeptide synthétise

en fin de lecture de I’ARNm est également bloquée (Neal, 2007).
2.2.3.2.2. Macrolides, lincosamides et streptogramines (MLS)

Les MLS inhibent la synthese protéique en se fixant sur I'ARN ribosomal 23S de la
sous-unité 50S. lls provoquent la dissociation du peptidyl-ARNt, ce qui inhibe ’étape de

transpeptidation des chaines peptidiques en croissance (Nauciel et Vildé, 2008).

Les Streptogramines sont formées de deux molécules agissant de maniere synergique,

ce qui leur permet d’exercer une action bactéricide (Nauciel et Vildé, 2008).
2.2.3.3. Antibiotiques inhibant le facteur d’élongation G

La synthése protéique serait inhibée par la formation d’un complexe stable avec le
facteur d’¢longation diphosphate et le ribosome. La phase d’¢longation est ainsi bloquée

et par voie de consequence la translocation est arrétée (Tankovic et Duval, 2007).
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C'est le mode d'action de l'acide fusidique, actif sur les cocci et les bacilles a Gram
positif. 1l est utilisé principalement dans les infections a staphylocoques (Nauciel et Vildé,
2008).

2.2.4. Antibiotiques inhibiteurs du métabolisme des acides nucléiques
2.2.4.1. Les sulfamides et triméthoprime

Ces antibiotiques sont des analogues de I'acide para-amino-benzoique. L'effet sélectif
des sulfamides sur les bactéries est du a leur effet inhibiteur sur la formation de I'acide folique
en inhibant la dihydroptéroate synthétase, une enzyme impliquée dans la synthése du folate
(Skold, 2006 ; Gualerzi et al., 2013).

Le triméthoprime est surtout utilisé en association avec un sulfamide, en agissant a
deux niveaux différents de la synthése des folates, ce qui leur assure un effet synergique
(Nauciel et Vildé, 2008). Le triméthoprime inhibe la synthése des folates en inhibant la
dihydrofolate réductase bactérienne, conduisant a 1’arrét de la biosynthése de I’ADN

bactérien (Neal, 2007).
2.2.4.2. Les quinolones

Les quinolones exercent leur effet en inhibant 1’action des topoisomerases de type Il
("’ ADN gyrase et la topoisomerase IV). Ces enzymes sont indispensables a la croissance
bactérienne en contrélant la topologie de I’ADN lors des étapes de réplication, de
transcription, et de recombinaison/réparation de I’ADN (Nauciel et Vilde, 2008).

En empéchant le « supercoiling » du chromosome bactérien, les quinolones altérent

rapidement la réplication de I’ADN, induisant la mort de la bactérie (Neal, 2007).
2.2.4.3. Nitrofuranes et Nitro-imidazoles

IIs ont le méme mode d'action, leur activité necessite la réduction du groupement
NO.. Cette derniere est effectuée au niveau du cytoplasme par des nitro-réductases des
bactéries anaérobies et micro-aérophiles, libérant ainsi des radicaux libres toxiques capables
d’oxyder I’ADN bactérien et de le couper (Nauciel et Vildé, 2008).
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3. Antibiorésistance des entérobactéries
3.1. Définition

La résistance bactérienne aux antibiotiques a rapidement constitué un probléme de
sant¢ 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 bien une souche est
résistante lorsqu’elle 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, 2010).

3.2. Les différents types de résistance
3.2.1. Résistance naturelle

La résistance naturelle est un caractére stable, transmis a la descendance, et qui est
dd a la présence de genes chromosomiques, commun a toutes les souches de la méme
espéce ou d’un méme genre bactérien. Ce caractére détermine les phénotypes sauvages
des especes bactériennes vis-a-vis des antibiotiques (Yalla et al., 2001 ; Courvalin,
2008).

3.2.2. Résistance acquise

La résistance acquise résulte d’une modification du capital génétique de la bactérie,
soit par mutation sur le chromosome, soit par acquisition du géne de résistance exogene

portée par les plasmides, ou des éléments génétiques mobiles (Poyart, 2002).
3.2.3. Résistance croisée et co-résistance

La résistance a un antibiotique peut, parfois, conférer de la résistance a un autre
antibiotique. La résistance croisée résulte d'un seul mécanisme biochimique et concerne

des antibiotiques appartenant a la méme famille (Courvalin, 2008).

La co-résistance est liée a plusieurs mécanismes (plusieurs genes de résistance
impliqués) et concerne des antibiotiques appartenant a différentes familles, ce qui
entraine un large phénotype résistant de la bactérie héte (Courvalin, 2008).
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3.3. Mécanismes de résistance
On peut classer les mécanismes de resistance aux antibiotiques en 4 groupes :
3.3.1. Inactivation enzymatique de I’antibiotique

Par ce mécanisme, la bactérie acquiert la capacité¢ d’inactiver ’action des
antibiotiques par la sécrétion d’enzymes avant méme qu’ils n’aient pénétrés au sein du
microorganisme. C’est le mécanisme le plus important quantitativement

et qualitativement (Abdennebi, 2006 ; Alami et al., 2005).
3.3.2. Modification de la cible

La liaison de I’antibiotique a sa cible est inhibée par une reprogrammation ou
camouflage de cette derniere. La molécule ne la reconnait plus et devient inactive. Ce
phénomeéne est di a des bactéries qui ont la capacité de mutation d’un géne responsable

de la biosynthése de la protéine sur laquelle agit I’antibactérien (Abdennebi, 2006).
3.3.3. Diminution de la perméabilité

Des mutations peuvent entrainer la perte de certaines porines ou leur altération
et de ce fait entraver la pénétration de I’antibiotique et peuvent entrainer la résistance a
plusieurs familles dantibiotiques simultanément : p-lactamines, aminosides
et quinolones (Nauciel et Vildé, 2008).

3.3.4. Excrétion par efflux

L’antibiotique rentre dans la bactérie mais avant qu’il puisse se fixer sur sa cible il
sera excrété vers ’extérieur de la bactérie par les protéines membranaires qui forme le
canal (Alami et al., 2005). Les antibiotiques exergant leur action sur des cibles

cytoplasmique seront les plus touchés (Croize, 2005).
3.4. Résistance des entérobacteéries

On peut résumer, dans les points suivants, I’essentiel des mécanismes de résistance

des entérobactéries a quelques familles d’antibiotiques.
3.4.1. Résistance aux p-lactamines

Ces résistances sont liées a un défaut d’accumulation au contact de la cible (les
protéines liant les pénicillines ou PLP) suite a une imperméabilité ou un efflux de
I’antibiotique, & des modifications des PLP ou a la production d’enzymes inactivatrices

appelees p-lactamases (Courvalin et Bingen, 2006).
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La production d’enzyme inactivatrice est le principal mécanisme de résistance des
entérobactéries aux [-lactamines. Le processus repose sur un résidu sérine actif chez les
enzymes les plus fréquentes ou sur un ion métallique Zn?*. Dans les deux cas, I’inactivation
des B-lactamines est due a I’ouverture du cycle B-lactame au niveau de la liaison amide,

selon une réaction d’hydrolyse suite a I’activation d’une molécule d’eau (Bonnet, 2012)
3.4.2. Résistance aux aminosides

L’utilisation des aminosides a contribué a la sélection de souches résistantes par
différents mécanismes incluant la diminution de la perméabilit¢ membranaire, 1’altération
structurale de la cible ribosomale, I’expulsion de I’antibiotique par systéeme d’efflux et la
modification enzymatique de 1’antibiotique qui est le mécanisme de résistance le plus
fréguemment observé. Ce dernier est due a la production d’enzymes inactivatrices :
phosphotransférases (APH), nucléotidyltransférases (ANT) et acétylestranférases (AAC) qui
catalysent la phosphorylation des groupements hydroxyles (OH), la nucléotidylation des
groupements hydroxyle, et 1’acétylation des groupements aminés (NH>), respectivement.
Ces enzymes sont majoritairement codees par des génes portés sur des plasmides (Kumar
et Schweizer, 2005 ; Fauchere, 1997).

3.4.3. Résistance aux quinolones

Les mécanismes de résistance aux quinolones chez les entérobactéries résultent
essentiellement de la modification de la cible par I’accumulation de mutations dans I’ADN
gyrase puis dans I’ADN topo-isomérase 1V qui sont la cible des quinolones, et d'une
diminution de la concentration intracellulaire de ces antibiotiques, par imperméabilité
membranaire et/ou surexpression des systémes d'efflux et 1’inactivation enzymatique par

’acquisition d'acétylase (Demoré, 2018).

Ainsi, cette résistance peut étre facilitée par 1’acquisition des génes. Par exemple, les
genes gnr, codant des protéines qui protégent les topoisomérases de 1’action des quinolones,
peuvent supplémenter la résistance. Cependant plusieurs types de genes gnr ont été décrits

avec différents variants (Rice, 2012).
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3.4.4. Résistance aux polymyxines

Une des stratégies de résistance les plus utilisées par les entérobactéries correspond a
des modifications des lipopolysaccharides (LPS) qui ont pour but de diminuer la charge
négative des LPS, essenticllement via I’ajout de résidus chargés positivement entrainant
ainsi une répulsion des polymyxines elles-mémes chargées positivement. D’autres stratégies
sont également utilisées comme la synthése d’une capsule ou I’expression de certaines

pompes d’efflux (Volkov et al., 2013).
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Notre étude a été menée au sein du laboratoire de microbiologie de deux établissements
hospitaliers (EPH) de la Wilaya d’Oum Bouaghi: Hammouda Eit Amor-Ain Fakroun
et Zerdani Saleh-Ain EI Beidha. 1l s’agit d’une étude rétrospective d’une période de 15 mois
(de Janvier 2022 au Mars 2023) de I’antibiorésistance des entérobactéries, isolées au niveau
de ces établissements, a partir des données et des résultats recueillies et archivés au niveau du
laboratoire de microbiologie.

1. Nature des prelevements étudiés

Au niveau du laboratoire des deux établissements, différents types de prélévement,
provenant des patients hospitalisés dans les différents services de I’hdpital ou consultant a

titre externe, ont éte recueillis pour I’analyse bactériologique :
1.1. Les urines ou étude cytobactériologique des urines (ECBU)

Pour I’ECBU, le prélévement se faisait sur les premieres urines du matin et recueillis
dans un tube stérile fourni par le laboratoire soit dans la salle de préléevement ou a domicile.
Le recueil et le transport des urines ont été effectués dans des conditions rigoureuses qui

avaient pour but d’éviter les contaminations d’origine urétrale, périnéale ou vaginale.
1.1.1. Examen macroscopique

Pour 1’aspect des urines, il est soit claire, 1égérement trouble, trouble, hématique ou
contenir un sédiment ou des filaments. La présence de particules (filament, dépot etc.) est a

signalée.
1.1.2. Examen microscopique

L’examen microscopique des urines ou en d’autre terme 1’examen cytologique permet
le comptage des leucocytes, hématies, cellules épithéliales, cylindres, cristaux, etc. Ce
comptage est effectué en cellule de Nageotte ou Malassez. Le nombre d’éléments est calculé
par mm®: moins de 5 hématies et 10 leucocytes par mm?® pour une urine normale (Nelly,
1988).

1.1.3. L’isolement

Le milieu utilisé est le milieu Hektoen. Une dilution de 1% du prelevement urinaire a
été déposée, a raison de 100 pl, a la surface du milieu de culture puis ensemenceée soit par un
étaloir (technique du rateau) ou en utilisant une pipette pasteur ou ance de platine (technique

des quatre quadrants). Par la suite, les boites sont incubees a 37°C pendant 24 heures.
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1.2. Coproculture

A T’aide d’une petite spatule et dans un récipient stérile, I’examen consiste dans un
premier temps a effectuer un petit prélevement de selles. Les modalités peuvent étre
différentes selon les laboratoires d’analyses et également selon le cas du patient. Par exemple,
chez le nourrisson ou l’enfant, les selles sont recueillies a 1’aide d’un écouvillon. Le
prélévement peut étre fait sur place ou a domicile et donc I’échantillon doit étre conservé au

frigo et amené le plus rapidement possible au laboratoire.
1.2.1. Examen macroscopique

On notera la consistance (liquides, molles, moulées), la présence de glaires, de pus

et de sang.
1.2.2. Examen microscopique
1.2.2.1. Etat frais

Dans I’eau physiologique stérile, une suspension homogéne de selles a é préparée puis
examinée entre lame et lamelle a 1’objectif X40. A ce propos, la dilution doit étre suffisante
pour bien observer la mobilité des bactéries. Les Vibrio et les Campylobacter sont repéré

grace a leur mobilité par ciliature polaire en « vol de moucheron ».

De plus, cette observation permet la recherche des hématies, des levures et des
leucocytes fécaux qui témoignent une inflammation du tube digestif et oriente donc vers une
infection a microorganismes invasifs (Salmonella, Shigella, Yersinia, Campylobacter) (Denis
et al., 2007).

1.2.2.2. Coloration de Gram

L’examen a pour but d’apprécier 1’équilibre de la flore en déterminant les pourcentages
de bactéries Gram positif et Gram négatif. En générale, les Gram positif représentent entre 20
et 30% et les Gram négatif entre 70 et 80%. En revanche, un fort déséquilibre (> 90%)
correspond trés souvent a la colonisation par un microorganisme pathogéne. Dans ce cas, une
description précise des bactéries observees est nécessaire. L’examen permet également de
rechercher des bactéries présentant une morphologie particuliere tels les Campylobacter
(Denis et al., 2007).
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1.3. Prélévement vaginal (PV)

Le prélévement est réalisé a I'aide d'un écouvillon stérile. 1l pratiqué soit au laboratoire,
soit lors d'une consultation gynécologique. Il est alors amené rapidement au laboratoire. Il
doit étre realisé en lI'absence de tout traitement (antibiotique ou antiseptique), de préférence en
dehors des réegles et sans avoir procédé a une toilette intime récente (Jean-Claude et al.,
2022).

1.3.1. Examen microscopique

L’examen a 1’état frais permet de noter la présence d’une réaction inflammatoire, la
desquamation des cellules épithéliales, la présence de Trichomonas vaginalis, de levures, etc.
Pour la coloration de Gram, elle donne une évaluation de flore vaginale et permet donc
d’établir le Score de Nugent-Krohn-Hillier (Saidani, 2015).

1.4. Prélévement de pus

Les échantillons ont été recueillis sur deux écouvillons stériles dont 1’un sert a faire le
frottis pour la coloration de Gram et I’autre pour I’ensemencement sur des milieux de culture

approprié.
1.4.1. Examen macroscopique

On notait la consistance, la couleur, I'aspect, ainsi que la viscosité du pus. Le pus
pouvait étre épais, visqueux, élastique, mélangé au sang ou non, fluide ou séreux. La couleur
varie de la teinte chocolat au blanc, certains pus sont verdatres ou bleutés. Lorsqu’un
prélevement était assez abondant, 1’examen macroscopique (odeur, couleur de pus) peut

fournir des renseignements intéressants (Zidani et Benammar, 2019) :
» L’odeur nauséabonde des pus a anaérobies ;
» L’aspect granuleux, mal lié, des pus a streptocoques ;

» Les pus crémeux a Staphylocoques ou a Pneumocoques sont des éléments

d’orientation dont il faut tenir compte.
1.4.2. Examen microscopique
1.4.2.1. Etat frais

Une goutte du prélevement est déposée sur lame porte-objets. On ajoute une lamelle
puis on observe au microscope optique, au grossissement x40. Cet examen permet de (Zidani

et Benammar, 2019) :
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> Distinguer les cellules d'accompagnement : soit des polynucléaires neutrophiles ou des
lymphocytes (étude qualitative et quantitative).
» Constater I'état des cellules (intactes ou altérées).

» Observer la morphologie et la mobilité des bactéries éventuelles.

L’examen cytologique consistait a apprécier le degré d’altération et le nombre des

polynucléaires neutrophiles et, éventuellement, la présence d’autres cellules.
1.4.2.2. Coloration de Gram

Au microscope optique, grossissement X 100, on notait la présence ou 1’absence de
bactéries, leur morphologie, leur position intra ou extracellulaire, en cas de polymicrobien

I’espéce dominante et leur abondance.
1.4.2.3. Culture

Des isolements sur différents milieux ont été réalisés en tenant compte de la fiche de
renseignements cliniques et des examens macro et microscopiques sur (Zidani

et Benammar, 2019) :

» Milieu ordinaire ou Gélose au Sang Cuit incubée sous CO..
» Geloses sélectives : Hecktoen, Mac Conkey, Drigalski, SS.

» Autres types de milieu si le clinicien oriente vers certains types particuliers de germes.

L’identification a été ensuite effectuée sur les différents types de germes isolés et
purifiés.
2. Identification biochimique par galerie classique

L'identification biochimique par la galerie classique est un examen qui permet
d’identifier une souche bactérienne en s'appuyant sur son métabolisme enzymatique et la mise
en évidence d'un substrat dégradé ou d'un métabolite formé. Elle est essentiellement utile pour
la différenciation des entérobactéries. La réalisation de cette identification se fait par une
méthode classique en utilisant des tubes a essai contenant des milieux de cultures spécifiques

(solide, semi solide et liquide).

2.1. Test nitrate réductase

Ce test permet la détection de I’enzyme la nitrate réductase qui catalyse la réaction de
réduction des nitrates en nitrites. Il s’effectue a partir d’un bouillon nitraté en utilisant deux
types de réactifs (réactifs de Griess) : I’acide sulfanilique (nitrite 1) et 1’a-naphtlamine

(nitrite 2) en solution dans 1’acide éthanoique (Meyer et al., 2001).
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Apres incubation, I’addition des deux réactifs (nitrate 1 et 2) au bouillon nitrate fait
apparaitre une coloration rouge qui indique un résultat positif. En absence de la coloration :
soit les nitrates ont été réduits au stade azote, soit la bactérie ne posséde pas de nitrate
réductase (Nitrate réductase -). L'addition de poudre de Zinc (réactif de Zobell, qui va réduire
les nitrates en nitrites) permet de trancher. S’il y a une coloration rouge (Nitrate réductase —)
alors que si aucune modification de coloration n’est visible, les nitrates ont été réduits au
stade azote donc Nitrate réductase (+) (Meyer et al., 2001).

2.2. Recherche de Dutilisation du glucose, lactose/saccharose, la production de gaz
et d’H2S sur le milieu TSI

Ce test permet de mettre en évidence 1’aptitude ou I’incapacité des entérobactéries a
fermenter le glucose (avec ou sans dégagement de gaz), le lactose, le saccharose et a réduire

les sulfates en sulfures en présence de fer, donne un précipité noir de sulfure de fer.

L’ensemencement est réalisé par stries sur la pente puis par pigdre centrale dans le
culot, la Lecture se fait aprés 24 heures d’incubation a 37°C. L’utilisation de 1’un des sucres
se traduit par un virage au jaune de I’indicateur (rouge de phénol), noircissement suite a la

formation de sulfure d’hydrogene H»S, bulles ou fissures due a la formation de gaz.
2.3. Test Mannitol mobilité

Le milieu mannitol-mobilité permet 1’étude de la dégradation du mannitol et la mobilité
bactérienne. L’ensemencement du milieu se fait par piqlre centrale jusqu’au fond du tube
avec la souche a tester a ’aide d’une anse de platine (fil droit sans boucle). Incubation & 37C°
durant 18 a 24 heures. Un virage du milieu rouge au jaune indique Mannitol (+) alors que la
diffusion a partir de la ligne d’ensemencement entrainant un trouble du milieu indique

Mobilité (+).
2.4. Test Urée-indole

Le milieu urée-tryptophane, improprement appelé urée-indole permet la mise en

évidence simultanée :

» De la production de I’indole (par hydrolyse du tryptophane par la tryptophanase).
» De la dégradation du tryptophane (par I’enzyme tryptophane désaminase (test TDA).

» De I’hydrolyse de 1'urée (par une uréase).
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Le test se fait par dép6t de 2 a 3 gouttes de la suspension bactérienne dans le milieu
urée-indole. Aprés I’incubation a 37°C pendant 18 a 24h, un virage du milieu au rouge
violacé indique une Uréase (+) alors que si le milieu a une teinte jaune, c’est a dire Uréase (-).
Pour la mise en évidence de 1’indole, on ajoute 2 a 3 gouttes de de réactif de Kovacs. Si il y
aura formation d’un anneau rouge a la surface, c’est a dire Indole (+) tandis qu’un anneau

marron indique Indole (-).

Pour I’enzyme tryptophane désaminase (test TDA), on ajoute du perchlorure de fer
(réactif de TDA). Une coloration brun-rouge signifie TDA (+), par contre une coloration

jaune-orangée indique Bactérie TDA (-).
3. Etude de la sensibilité aux antibiotiques (Antibiogramme)

Une ou plusieurs boites selon les cas, contenant le milieu Mueller-Hinton sont
ensemencées par écouvillonnage a partir la suspension bactérienne de la souche étudiée. Les
disques imprégnés d'antibiotiques sont alors déposés a la surface de la gélose et les boites sont
par la suite incubées a 37°C pendant 24 heures.

Aprés incubation, les résultats sont exprimés en millimetres par une mesure des
diametres des zones d'inhibition de la culture autour de chaque disque d’antibiotique. Ces
résultats sont interprétés en trois catégories (S= Sensible, R= Résistant, et I= Intermédiaire) en

se référant aux normes du CLSI.

Tableau 04 : Antibiotiques utilisés pour I'antibiogramme.

Famille et sous famille Antibiotiques

Ampicilline (AMP)

Ampicilline (AM)

Amoxicilline (AMX)

Ampicilline (AM6)

Amoxicilline + acide clavulanique (AML)
Amoxicilline + acide clavulanique (AMC)
Ureidopénicillines | Pipéracilline (PIP)

Pipéracilline (PIP) |Céfazoline (CZ)

Aminopéniciline

[B-lactamines

C2G Céfoxitine (FOX)
Céfotaxime (CTX)
C3G Céfopérazone (CFP)

Céftazidime (CAZ)
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Tableau 04 (suite) : Antibiotiques utilisés pour I'antibiogramme.

Famille et sous famille Antibiotiques
Gentamycine (GEN)
Aminosides Kanamycine (KAN)
Amikacine (AN)
imidazole métronidazole (MTR)
Tétracycline Tétracycline (TET)

Acide Nalidixique (NAL)
Ciprofloxacine (CIP)
Pefloxacine (PEF)
Ofloxacine (OFX)

Quinolones / Fluoroquinolones
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Durant la période de 15 mois (de Janvier 2022 au Mars 2023), 96 patients ont été
recensés au niveau des laboratoires de microbiologie dans les deux établissements
hospitaliers (EPH) de la Wilaya d’Oum Bouaghi : Hammouda Eit Amor-Ain Fakroun
et Zerdani Saleh-Ain El Beidha. La nature des prélévement apportés au niveau du laboratoire

est de trois types (Figure 03) :
¢+ Des urines pour I’étude cytobactériologie des urines (ECBU) ;
¢+ Des selles pour la coproculture ;

s+ Des prélévements vaginales.

16%

m Copro
= ECBU
© PV
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Figure 03 : Réprésentation graphique des pourcentage des prélevement dans les deux
établissements.

Selon la figure 03, les infections urinaires occupent la premiére palce avec un

pourcentage de 75% suivie des infections vaginales et enfin les coprocultures.
L’ensemble des germes en cause de ces infections est mentionné dans le tableau 05 :

Tableau 05 : Ensemble des bactéries responsables des différents types infections étudiées

au niveau des des EPH.

p—
S
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Proteus sp. Enterobacter
10% 9

2%

Klebsiella sp.
19%

— Escherichia coli
69%
Figure 04 : Réprésentation graphique des bactéries isolées a partir des infections étudiées.

Sur I’ensemble des souches isolées, Escherichia coli est la plus dominante (69%)
suivie par Klebsiella sp. et Proteus sp., alors que Enterobacter sp. est le germe le moins

isolé dans les prélévements étudiées.

L’ensemble des résulstats de 1’identification biochimique par galerie classique,

collectés a partir des deux EPH est représenté dans 1’annexe.
1. Répartition des germes selon le prélévement
1.1. Pour PECBU

Pour ’ECBU, le prélévement le plus recencé (77/96), E. coli est la souche dominante
dans cette infection avec un pourcentage de 71,42% suivie par les deux souches Klebsiella

sp. et P. mirabilis. Enterobacter est la moins fréquente.

(o2}
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o

Nombre de souches
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o

E. coli Klebsiellasp.  P. mirabilis Enterobacter sp.

o

Figure 05 : Réprésentation graphique des bactéries isolées a partir de ’ECBU.
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1.1.1. Antibiorésistance d’Escherichia coli

L’analyse du profil de résistance d’E. coli est représentée dans la figure 06 :
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Figure 06 : Réprésentation graphique de 1’antibiorésistance d’E. coli isolée a partir de

I’ECBU.

L’analyse du profil de la résistance des souches d’E. coli montre un taux de résistance
de (86,27%) a la Céfotaxime, (80,39%) au Co-Trimoxazole. Pour 1’association Ofloxacine
et Erythromycine, un taux de (24%). 1l est de (56,86%) pour Amoxicilline, (62,75%) pour la
Céfazoline et un taux bas de (7,84%) a la Colistine 10.

1.1.2. Antibiorésistance de Klebsiella sp.

On n’observe que Klebsiella sp. présente une résistance importante au Co-
Trimoxazole (91,66%) et a la Céfotaxime (75%). Elle est de I’ordre de 66,66% pour
I’Amikacine et 58,33% pour la Ciprofloxacine. Une faible fréquence de résistance est
déterminée pour le Cotrimoxasole (SXT), le Ceftriaxone (CTR), I’Erytromycine et la

Rifampicine avec un pourcentage de 16,66%.
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Figure 07 : Réprésentation graphique de 1’antibiorésistance de Klebsiella sp. isolée a

partir de ’ECBU.



Résultats et discussion

1.1.3. Antibiorésistance de P. mirabilis

L’antibiorésistance la plus ¢€levé de P. mirabilis est déterminé avec la Céfazoline, la
Céefoxitine et la Co-trimoxazole avec un pourcentage de 85,7%. Elle est de 71,4% pour
I’Acide nalidixique, la Colistine, la Gentamycine, la Cyprofloxacine et I’Amykacine.
Presque la moitié des souches sont résistantes a I’ Amoxicilline alors que uniquement 28,6%

sont résistantes a I’ Augmentin.
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Figure 08 : Réprésentation graphique de I’antibiorésistance de P. mirabilis isolée a partir

de ’ECBU.
1.1.4. Antibiorésistance d’ Enterobacter sp.

Vue le nombre réduit des souches d’enterobacter isloés dans I’ECBU (02 souches), on
peut dire que 1’'une des deux présente une résistance a la totalité des antibiotiques testés, a

I’exception de I’augmentain (AML) ou les deux souches sont résistantes (Figure 09).
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Figure 09 : Réprésentation graphique de 1’antibiorésistance de Enterobacter sp. isolée a

partir de ’ECBU.
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1.2. Pour le PV

Deux types de germes uniquement ont été isolée a partir des PV (15/96). E. coli est

toujours la souche dominante (11/15) suivie par Klebsiella sp.

Klebsiella sp.

E. coli

Figure 10 : Réprésentation graphique des bactéries isolées a partir des PV.
1.2.1. Antibiorésistance d’Escherichia coli

Un taux de résistance de (90,91 %) a été déterminé au Céfotaxime alors que pour le
Cotrimoxazole, il est de (81,82%). Pour I’Ofloxacine et la Gentamycine, il est de (72,73%).
La fréquence de résistance est faible pour la Tobramycine et 1’Amikacine avec un
pourcentage de (27,27%) alors qu’elle est de (63,64%) pour I’ Amoxcicilline.
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Figure 11 : Réprésentation graphique de I’antibiorésistance d’E. coli isolée a partir de PV.
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1.2.2. Antibiorésistance d’Klebseilla sp.

Toutes les souches isolées des PV sont résistantes a la Gentamycine et la Céfotaxime
alors que la moitié¢ des isolats sont résistants a la Sulfamétaxazole et la Céfazoline. Cette
résistance est de 75% pour 1’Amikacine, I’amoxicilline et la Rifampicine et de 25% pour le

reste des antibiotiques testés.
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Figure 12 : Réprésentation graphique de I’antibiorésistance de Klebsiella sp. isolée a partir

de PV.

1.3. Pour la coproculture

Pour la coproculture, trois types de bactéries ont été isolée. E. coli est toujours la

souche dominante (06/09) suivie par P. mirabilis et Klebsiella sp.

Nombre de souches

O P N W b~ 01 OO N

E. coli Klebsiella Sp. P. mirabilis

Figure 13 : Réprésentation graphique des bactéries isolées a partir des coprocultures.
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1.3.1. Antibiorésistance d’E. coli

Toutes les souches d’E. coli sont résistantes a la Cifotaxime et 75% résistent a la
Gentamycine et le Sulfamétoxazole. La moitié des souches résistent a 1’Ofloxacine

et seulement 25% présentent une résistance aux restes des antibiotiques testés.

O P P DN W Ww b b O

Figure 14 : Réprésentation graphique de 1’antibiorésistance d’E. coli isolée a partir des

coprocultures.
1.3.2. Antibiorésistance de P. mirabilis

Trois souches uniquement de P. mirabilis ont été isolées a partir des coprocultures, les
2/3 présentent une résistance a I’Amoxicilline, a la Céfazoline, a 1’Amikacine, a la

Céfoxitine, a la Ciproloxacine, a la Gentamycine, la Céfalotine et a I’ Acide nalidixique.
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Figure 15 : Réprésentation graphique de I’antibiorésistance d’P. mirabilis isolée a partir

des coprocultures.
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1.3.3. Antibiorésistance de Klebsiella sp.

Les trois souches de Klebsiella sp. isolées a partir des coprocultures ont été testées
uniquement pour trois antibiotiques (I’ Amikacine, la Ciprofloxacine et le Cotrimoxazole) .

le profil de résistance est de 66%.

En se basant sur les données analysées précédemment, on a constaté que durant une
période de 15 mois (de Janvier 2022 au Mars 2023), les prélévements recueillis au niveau
des deux EPH (Hammouda Eit Amor-Ain Fakroun et Zerdani Saleh-Ain El Beidha) sont
répartie en trois types dont le plus fréquent est ’ECBU. Donc, on peut dire que les infections

urinaires occupent la premicre position dans la communauté des deux établissements.

Dans I’ensemble des bactéries isolées, Escherichia coli reste 1’espéce la plus
fréquente (69%), suivie par Klebsiella sp. (19%) et Proteus sp. (10%). Enterobacter ne

représente que 2% des isolats.

Les profils de résistance bactérienne aux antibiotiques varient d’une espéce a 1’autre.
Pour E. coli, 1a souche la plus fréquente dans les trois types infections, le taux de résistance
le plus élevé a été observé avec la Céfotaxime avec une moyenne de (92,36%). Ce résultat
confirme le caractére inquiétant de I’évolution de la résistance d’E. coli aux céphalosporines

de 3°™° génération.
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Conclusion

L’étude de I’antibiorésistance bactérienne au niveau de deux EPH de la Wilaya

d’Oum EI Bouaghi montre que les infections urinaires sont les plus fréguentes.

Afin d'évaluer les profils de résistance aux antibiotiques des bactéries responsables
de l'ensemble des infections recensées, 96 souches bactériennes ont été isolées :
Escherichia coli, Klebseilla sp., Proteus mirabilis et Enterobacter sp. E. coli est I'espéce

la plus souvent isolée (69%), suivie de Klebsiella (19%) et de Proteus mirabilis (10%).

Ces souches ont montrées différents profils de résistance aux antibiotiques testés et

surtout une résistance remarquable aux céphalosporines de 3°™ génération.

L’émergence de D’antibiorésistance est une situation alarmante pour la santé
publique. Une surveillance réguliére des résistances aux antibiotiques est primordiale afin

de limiter, sinon d’arréter I’émergence et la diffusion de ces bactéries multi-résistantes.
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Intitulé
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Résumé

Notre travail porte sur 1’évaluation de 1’antibiorésistance des bactéries responsables d'infections
au niveau de deux EPH de la wilaya d’Oum El-Bouaghi (Hammouda Eit Amor-Ain Fakroun et Zerdani
Saleh-Ain El Beidha).

Durant la période d’étude (de Janvier 2022 au Mars 2023), 96 souches bactériennes ont été

isolées : Escherichia coli, Klebseilla sp., Proteus mirabilis et Enterobacter sp.

E. coli est I'espece la plus souvent isolée (69%), suivie de Klebsiella (19%) et de Proteus
mirabilis (10%). L’étude des profils de la résistance de ces souches vis-a-vis de plusieurs familles

d’antibiotiques a montré un niveau de résistance important aux céphalosporines de 3éme génération.
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