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Introduction

Les Entérobactéries sont des bactéries fréquemment isolées dans les laboratoires de
bactériologie (Boa et al., 2013); et sont responsables de nombreuses infections
communautaires et nosocomiales notamment les infections urinaires, les gastro-entérites
séveéres et respirations etc. ...(Gueye ; 2007).Particuliérement dans les pays en voie de
développement ; E. coli et Klebsiella sp étant les espéces les plus souvent isolées (Boa et
al.,2013, Rangaiahagari et al.,2013).

Les carbapeneémes sont considérés comme le traitement de choix des infections sévres
causées par les bactéries a Gram négatifs (Kattan et al., 2008). IIs sont des bétalactamines qui
présentent un trés large spectre d’activité et une grande stabilité vis-a-vis la plupart des
bétalactamases. L’imipenéme et méropenéme ont été les deux premiers antibiotiques
disponibles en clinique. Une troisiéme molécule s’est ajoutée 1’értapenéme (Zhanel et al.,
2005).Parmi les nouvelles carbapenémes ; le Doripenéme qui garde une meilleur activité sur

les Bacilles a Gram négatifs (Zahar et al.,2009).

Les carbapenémes sont caractérisés par un noyau peneme et dérivent de la
thiénamycine. Cette derniére est produite naturellement par Streptomyces cattleya. L’atome
de soufre du penta cycle péname est remplacé par un atome de carbone pour donner un noyau
penéme (Figure N° 1). Cette introduction du carbone dans le noyau pentagonal, a I’origine

carbapenéme, renforce le pouvoir de fixation aux protéines cibles (Cavallo et al., 2004).
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Figure N° 1: structure chimique des carbapenémes (WOolff et al., 2008).
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Introduction

Au cours des dernieres décennies, la résistance des bactéries vis-a-vis des antibiotiques
a ¢té croissante, notamment en raison de la pression de sélection exercée par I’utilisation

importante et parfois inadéquate des antibiotiques (Curio et al., 2014).

Une émergence de la résistance aux carbapénémes est actuellement observée, elle est
liée principalement a deux mécanismes (Nordman et al., 2012). Le premier associe la
production a haut niveau d’une céphalosporinase chromosomique ou plasmidique ou bien ;
d’une béta-lactamase a spectre ¢élargi (BLSE) a une diminution de la perméabilité
membranaire de la souche bactérienne ; cette combinaison affectant finalement de facon
importante la concentration minimale inhibitrice (CMI) et conduisant a la résistance. Le
second mécanisme est directement li¢ a D’expression de bétalactamases hydrolysant de
maniére trés significative les carbapenémes .Ces enzymes étant de ce fait appelées
Carbapen¢mases (Poirel et al., 2013). La production d’enzymes et le mécanisme le plus
préoccupant, car il est trés souvent identifié¢ au sein de souches multirésistantes (Nordman et

al., 2011).

Les carbapenémases décrites chez les entérobactéries constituent une famille tres
composite définie sur la base d’un spectre enzymatique hydrolyse au moins un carbapénéme
disponible (Grall et al., 2011).Ce sont des pf-lactamases ayant une activité hydrolytique vis-a-
vis des carbapenémes. Ces enzymes appartiennent a trois classes selon la classification
d’Ambler (Nordman et al., 2010). Les plus importantes cliniquement sont actuellement les
carbapenémases de type KPC, NDM et OXA-48.

La classe A correspond principalement aux enzymes de type KPC, IMI et GES. Elles
ont la particularité de voir leur activité in vitro totalement ou particllement inhibée par 1’acide
boronique et 1’acide clavulanique. Elles hydrolysent toutes les -lactamines (Boutet-Dubois
et al., 2012). Les PB-lactamases de classe A ont été rapportées dans plusieurs souches
d’entérobactéries isolées de I’environnement (Queenan et al.,, 2007). Il existe des
carbapenémases de classe A chromosomiques (SME, NMC, et IMI) et d’autres de support
plasmidique (KPC, GES) (Walther-Rasmussen et al., 2007).

La classe B correspond aux métallo-f-lactamases de type VIM, IMP et NDM. Ces

enzymes hydrolysent trés fortement toutes les B-lactamines a I’exception de 1’aztréonam. Leur
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Introduction

activité in vitro n’est pas affectée par les inhibiteurs de B-lactamases (acide clavulanique et
tazobactam). Ce sont des métallo-enzymes qui contiennent un ion zinc dans leur site actif
expliquant I’inhibition de leur activité par ’EDTA (chélateur des cations divalents) ou I’acide

dipicolinique (Boutet-Dubois et al., 2012).

La classe D correspond essentiellement aux enzymes de type oxacillinases. OXA-48 depuis
sa premicre identification, différents variant ont été rapportées dont OXA-162, OXA-63,
OXA-181, OXA-204, OXA-232, OXA-244, OXA-245 et OXA-370 conférent un profil de
résistance tres similaire (Nordmann et Poirel, 2014 ; Oteo et al., 2013 ; Dortet et al., 2015).
Ces enzymes hydrolysent fortement les carbapénémes mais pas ou peu les céphalosporines de
3éme génération. Elles sont résistantes aux inhibiteurs de B-lactamases (Boutet-Dubois et al.,
2012). La premicre souche de K.pneumoniae productrice d’OXA-48 a été isolée en Turquie
en 2003 (Poirel et al., 2004). Depuis, les bactéries productrices d’oxacillinases, notamment
OXA-48, ont trés largement émergé dans tous les pays du pourtour méditerranéen et en

Afrique (Nordman et al., 2011).

En outre, I’émergence de bactéries Gram négatives multirésistantes et le manque de
nouveaux antibiotiques pour les combattes ont conduit a la relance de polymyxines ; ancienne
classe des antibiotiques cationiques polypeptidiques cycliques. Elles sont actives sur les
bactéries Gram négatives y compris les Acinetobacter, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella

spp, Enterobacter spp. (Falagas et al., 2005).

Les polymyxines ont été découvertes en 1947. Bien que 5 molécules de polymyxine
soient connus de maniere séquentielle et nommées polymyxine A a E, seules 2 sont
disponibles pour un usage thérapeutique: polymyxine B et la polymyxine E (colistine)
(Hermsen et al., 2003). L’antibiotique le plus utilisé est la colistine. Elle n’agit que sur les
bacilles a Gram négatif et elle reste, cependant, inactive sur les Proteus, Providencia et
Serratia (Nauciel et Vildé, 2005). La colistine est un polypeptide de la famille des
polymyxines du groupe E, produit par Bacillus polymyxa (Frasca et al., 2008).

Les polymyxines agissent sur la paroi cellulaire des bactéries a Gram négatif par

I'intermédiaire de trois mécanismes connus.
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e Les polymyxines sont des molécules cationiques, qui perturbent électro-statiquement
les membranes de surface bactérienne par le déplacement des ions Ca*" et Mg®™ qui
stabilisent les molécules du lipo-polysaccharide (LPS);

e Les polymyxines sont des agents tensio-actifs amphipathiques contenant a la fois des
groupements lipophiles et lipophobes. Ils pénétrent dans les membranes cellulaires et
interagissent avec des phospholipides, conduisant a des changements de perméabilité
qui perturbent rapidement les membranes et résultent la mort cellulaire;

e Les polymyxines peuvent également se lier au lipide A de I'endotoxine ou molécule
LPS et, dans des études sur les animaux, ils bloquent plusieurs effets biologiques des

endotoxines (Chen et Kaye , 2009; Cohen, 2010).

Malheureusement, la colistine n'échappe pas au développement de résistance. Il existe
plusieurs mécanismes suggérés de résistance a la colistine pour les bactéries a Gram négatif,
dont la plupart impliquent des changements dans la membrane externe (Li et al., 2006). Le
premier géne de résistance mcr-1 a été détecté dans une souche d’E.coli isolé d’un patient
Danois septicémique, et de 5 autres E.coli isolées de la viande du poulet suite a une épidémie

propagée avec une fréquence tres élevée en Chine (Hasman et al., 2015).

Dans le présent travail, nous nous sommes intéressés aux entérobactéries résistantes
aux carbapénémes et ou a la colistine, collectées au niveau des laboratoires d’analyses
médicales privés de la wilaya de Bejaia. Dans cette ¢tude, nous détaillerons les outils

méthodologiques utilisés avant d’exposer les résultats comme suit :

e Collectes des souches d’entérobactéries résistantes ou de sensibilit¢ diminuée a
I’imipénéme et ou a la colistine au niveau de 5 laboratoires d’analyses médicales
privés de la wilaya de Bejaia (Dr Ait Bachir, Dr Idjaad, Dr Djama, Dr Chena et Dr
Lalaoui)

e C(Criblage de souches productrices de carbapenémases en utilisant le Carba-NP test
modifié.

e Réalisation du Test de Hodge modifié.

e Déduction des phénotypes de résistance aux carbapénémes

e Réalisation des concentrations minimales inhibitrices vis-a-vis de la colistine.



10
11
12

13

14
15
16
17
18
19

20

21

22
23
24
25
26
27
28
29

Matériel et méthodes

I. Objectif et présentation du travail

Dans le but de cribler des souches d’entérobactéries résistantes aux carbapénémes et/ou a
la colistine ; nous avons réalisé un travail qui comporte deux parties durant une période allant

du 24/01/2016 au 12/05/2016.

La premiére partie du travail repose sur la collecte des souches d’entérobactéries a partir
de cinq laboratoires médicaux privés de la wilaya de Bejaia (Dr Lalaoui, Dr Djama), Dr

Chena SET, (Dr Ait Bachir, Dr Idjaad) ; Akbou.

La deuxieme partie du travail s’est déroulée au niveau du laboratoire de microbiologie de
I’universit¢ de Bejaia. Le réisolement des souches a été effectué sur la gélose Mac Conkey
(MC) additionnée un disque de carbapénémes (imipénéme). En plus a une détermination des
phénotypes de résistances. Enfin, nous avons réalis¢é une étude des CMI (concentration

minimale inhibitrice) des souches suspectées d’étre résistantes a la colistine.
II. Réisolement et identifications des souches

Le réisolement des souches bactériennes a été réalisé sur plusieurs milieux de cultures
sélectifs (gélose Mac Conkey, EMB, Hecktoen) (Annexe IV). Dans le but de cribler les
entérobactéries résistantes aux carbapénemes un disque d’imipénéme est testé en parallele.
L’identification des souches isolées est obtenue en utilisant la gélose Chromagar (Bio

Meérieux) (Tableau N° II, Annexe II).

III. Détection des phénotypes de résistance aux carbapénémes

II1.1. Carba-NP test modifié

Ce test biochimique est basé sur les propriétés d’acidification générées par
I’hydrolyse enzymatique lorsque 1’antibiotique carbapenéme est clivé par chacune des
enzymes carbapeneémases si 1’'une de ces enzymes est présente le milieu devient acide.
L’hydrolyse de I’antibiotique est détecté par un changement de I’indicateur de PH (rouge vers
jaune / orange).La couleur des tubes vire du rouge a 1’orange ou au jaune pour les souches qui
produisent des carbapenémases, alors que les tubes correspondants aux isolats bactériens qui
ne produisent pas des carbapenémases restent rouge quelques soit leur niveau de sensibilité

aux carbapen¢mes (Bakour et al., 2015).
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Les réactifs utilisés sont :

- Imipenéme (Poudre pour solution injectable IV) ;

- Tampon de lyse: CetylTrimethyl Ammonium Bromide (CTAB) ;

- Rouge de Phénol en poudre ;

- ZnS0O4, en poudre.

La solution A (solution contenant I’indicateur de pH) est préparée comme suit :
1- Préparer une solution concentrée de rouge de phénol 0.5%.

2- Mélanger 2 ml de la solution concentrée de rouge de phénol dans 16.6 ml d’eau distillée.
3- Ajouter au mélange 180 pl d’une solution de ZnSO4 10 mM.

4- Ajuster le pH a 7,5 avec une solution de NaOH (1N).

Pour détecter la production d’une carbapénémase, on procéde comme suit :
1-Dans un tube eppendorf, mettre 200 pl de tampon de lyse (CTAB 0,02 %) ;

2- Suspendre une Ose calibrée (10 pl) des colonies bactériennes dans le tampon de Lyse et

vortexer 1 a 2 min ;

3- Transférer la suspension bactérienne dans deux tubes eppendorf (A) et (B) (100 pul dans

chaque tube) ;

4- Ajouter 100 pl de la solution A dans le tube eppendorf (A) ;

5-Ajouter 100 pl de la solution A + Imipeneéme 6 mg/ml dans le tube eppendorf (B) ;
6-Vortexer 5 sec, puis incubé a 37°C pendant un maximum de 2h (Bakour et al., 2015).
Ce test est réalisé en présence d’un témoin positif et négatif pour sa validation.

La lecture visuelle est effectuée dans chaque tube eppendorf et les résultats sont interprétés

selon le tableau ci-dessous.
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Tableau N° I : Interprétation des résultats du Carba-NP test modifi¢ (Bakour et al.,

2015).
Tube A Tube B Interprétation
Rouge Rouge Pas de production de
Carbapenémases
Rouge Orange/Jaune Production de carbapenémases
Jaune Jaune Non interprétable

I11.2. Test de Hodge modifié

Le test Hodge modifi¢ (MHT) est un test de dépistage phénotypique pour la recherche de
la production de carbapénémases. Ce test concerne les souches résistantes ou de sensibilité
diminuée a I’imipenéme. Ce test consiste a déposer un disque d’imipenéme (10 pg) au centre
d’une boite de gélose Mac Conkey préalablement ensemencée avec la souche de (E.
coliIATCC25922)(sensible a tous les antibiotiques). Ensuite la souche a tester, la souche
témoin positif (Klebsiella pneumoniae KPC3, collection du laboratoire écologie microbienne)
et la souche témoin négatif(E.COlIATCC25922) ont été ensemencées sur la gélose sous forme
de stries depuis le disque vers le bord de la gélose. Dix pl de la cloxacilline (75 mg/ml) ont
été ajoutés sur le disque d’IMP (figure N° 2). L’incubation a été réalisée a 37°C/24h. La
déformation de la zone d’inhibition et la formation d’un tréfle indique la production probable

d’une carbapénémase (Lee et al., 2010, CA- SFM, 2013).
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1
10pl de cloxacilline (7Smg/ml)

2

3

4

Témoin négatif E. coli
Témoin positif K. pneumoniae
KPC3 (ATCC25922)
6
# Direction de I’ensemencement IMP
E. coli
8 < (ATCC25922)
Souche a tester

9

10
A 4

11
12 Figure N° 2 : Technique de Hodge test modifié
13
14 II1.3. Test des inhibiteurs de p-lactamases
15 Synergie en disques carbapéneémes avec et sans inhibiteurs :
16 e EDTA
17  La production d’une MBL a été recherchée en utilisant une solution stérile d’EDTA (0,5 M,
18 pH = 8).Ce test a été réalisé en utilisant un disque d’ATB (d’imipenéme ou d’értapenéme)
19  (10pg) et un disque vierge imbibé avec 10 pl de la solution d’EDTA. Les diametres des zones
20  d’inhibition autour de ces disques ont ét¢ mesurés et comparés apres 24 h d’incubation a 37
21  °C. Les souches dont le diamétre d’inhibition autour du disque ATB-EDTA est supérieur a
22 celui obtenu avec le disque vierge imbibé avec EDTA d’au moins Smm ont été considérées
23 comme souches productrices de MBL (Bartolini et al., 2014).
24 e Cloxacilline
25  Ce test a été réalisé en utilisant un disque d’ATB (d’imipenéme ou d’értapenéme) (10ug) et
26 un disque vierge imbibé avec 10 ul de la solution de la Cloxacilline (750pg). Les diameétres
27  des zones d’inhibition autour de ces disques ont ét¢ mesurés et comparés aprés 24 h
28  d’incubation a 37 °C. Les souches dont le diametre d’inhibition autour du disque ATB-
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Matériel et méthodes

Cloxacilline est supérieur a celui obtenu avec le disque vierge imbibé avec Cloxacilline d’au

moins Smm ont été considérées comme souches productrices d’une AmpC (CA-SFM, 2012).

e Acide boronique
Ce test a ¢été réalisé en utilisant un disque d’ATB (d’imipenéme ou d’értapenéme) (10ug) et
un disque vierge imbib¢ avec 20 pl de la solution d’acide phénylboronique (APB) 400ug. Les
diametres des zones d’inhibition autour de ces disques ont été mesurés et comparés apres 24 h
d’incubation a 37 °C. Les souches dont le diameétre d’inhibition autour du disque ATB-APB
est supérieur a celui obtenu avec le disque vierge imbibé avec ABP d’au moins Smm ont été
considérées comme souches productrices Carbapénémase de classe A (Spyros et al., 2010).

Les différents inhibiteurs testés sont schématisés dans la figure suivante.

e Test ala Témociline
Ce test permet de détecter les souches d’entérobactéries produisant une carbapénémase de
type OXA-48. Un disque de Témocilline (TEM, 30ug) a été¢ déposé au centre d’une gélose
sélective préalablement ensemencée avec la souche a tester. La résistance a la Témocilline
possede une bonne valeur prédictive positive pour les de type OXA-48.Cependant certaines
especes sont naturellement résistantes a cet antibiotique (ex H. alvei) (Huang et al., 2014).
Les souches dont le diamétre d’inhibition est inférieur a 20mm sont considérées comme

productrice d’'une OXA-48 (CA-SFM, 2016).

[10ul EDTA]

[10ul1] Cloxacillin

Cloxat

ATB

[20p] APB]

Figure N° 3: Synergie en disques carbapénémes avec et sans inhibiteurs
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Matériel et méthodes

La lecture des tests aux inhibiteurs est résumée dans le tableau suivant :

Tableau N° II : interprétation du test aux inhibiteurs

Mécanisme Test de Hodge | Chélateur Acide Cloxacilline
(EDTA) boronique

Carbapénémase de classe + - + -

A=KPC

Carbapénemase de classe + + - -

B =VIM, NDM-1

Carbapénémase de classe i - - -
D=0XA
Céphalosporinase(AmpC) ? - + +

+ imperméabilité

Ni AmpC ni KPC ni MBL - - - -

Légende : APB : Acide phénylboronique ; Cloxa : Cloxacilline ; ATB : antibiotiques IMP

IV. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)

des entérobactéries résistantes a la colistine

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme étant la plus faible
concentration d’antibiotiques pour laquelle il n’y a pas de croissance visible. La détermination
de la (CMI) est effectuée par la méthode dilution en milieu solide sur la gélose de Mueller

Hinton.
» Préparation des boites

Nous avons déposées 18 ml de gélose Mueller Hinton dans chaque boite Pétri puis on a
additionné respectivement 2 ml de chacune des différentes concentrations de 1’antibiotique

(colistine).

> Ensemencement

1



Nous avons préparées les suspensions bactériennes puis 2ul de cette suspension est déposé

sur le milieu par spot en deux répétitions. Les boites ensemencées sont incubées a 37°C

Matériel et méthodes

pendant 24h. La souche E. coli sensible est utilisée comme témoin négatif.

Tableau N° II1 : Préparation de la gamme d’antibiotiques pour la détermination des CMIs

(CASFM, 1995).

Volume Concentrations
Solutions Solution meére Volume du Concentrations | Concentrations
initiales mg /ml ml diluant (ml) obtenues (mg/l) | finales (mg/l)
320 4 4 160 16
320 2 6 80 8
320 1 7 40 4
320 0.5 15 20 2

12
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RESULTATS

I. Souches Bactériennes

Sur une période allant du 24/01/2016 au 12/05/2016, nous avons collectées 78 souches
d’entérobactéries de sensibilités diminué aux carbapenémes et ou a la colistine isolées de

différents prélévements pathologiques (Tableau | Annexe I).

I1. Caractéristiques des souches isolées

I1.1.Répartition des souches isolées selon la nature du Prélévement

La majeure partie des souches collectées 96,15%sont d’origine urinaire (ECBU). La

répartition des souches selon la nature du prélévement est montrée dans le tableau ci-dessous :

Tableau N° IV : Répartition des souches selon la nature du prélévement.

Type du ECBU PUS SELLES Total
prélévement
Nombre de souches 75 2 1 78
Pourcentage % 96,15 2,56 1.28 100

Légende : ECBU ; Examen cytobactériologique des urines.

11.2. Répartition des souches par espéces

La quasi-totalité¢ de nos souches collectées sont représentées essentiellement par I’espece
d’E.coli avec un taux de 74.36%b, suivie par K.pneumoniae avec un taux de 21.97%Les

fréquences des souches d’entérobactéries sont montrées dans le tableau suivant :

Tableau N° V : Fréquences des souches d’entérobactéries isolées.

Especes isolees E.coli K.pneumoniae Proteus sp. Total
Nombre de souches 58 17 3 78
Pourcentage % 74,36 21,97 3,85 100

14
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11.3. Répartition des souches selon le sexe du patient

D’aprés les résultats obtenus, les femmes présentent un taux d’infections plus élevé avec
un pourcentage de 89,74% comparés aux hommes qui présentent un taux de 10,25 %o. Cette

répartition est montrée dans le tableau suivant :

Tableau N° VI : répartition des souches selon le sexe des patients

Sexe Effectifs Pourcentage %
Féminin 70 89,74
Masculin 8 10,25
Total 78 100

11.4. Répartition des souches selon I’age des patients

La figure N° 4 montre que les taux d’infection obtenus sont variables chez les différentes
catégories d’age, la tranche d’age allant de 12 ans a 60 ans est la plus touchée par rapport aux

autres tranches avec un taux de 83,33%. Le tableau ci-dessous indique la comparaison :

Tableau N° VII : Répartition des souches selon 1’age.

Tranche d’age Effectifs Pourcentage %
[0 -12[ans 6 7,69
] 12-60] ans 65 83,33
>60 ans 7 8,97
Total 78 100

Taux des entérobacteries collectées selon I'age

m Effectifs m pourcentage %

100

83,33
65

6 7,69 7 8497

[0-12[ans ] 12-60] ans >60 ans Total

Figure N° 4 : Répartition des souches d’entérobactéries selon 1’dge des patients.
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I11. Analyse des phénotypes de résistances

I11.1.Carba-NP test modifié

Nous avons effectué ce test pour 24 souches de sensibilit¢ diminuée aux carbapénemes, et
nous avons obtenu un résultat positif pour toutes les souches testées indiquant la production

probable d’une carbapénémase (figure N° 5).

Figure N° 5 © Image correspondante aux résultats du Carba-NP test modifié.

Les résultats du carba-NP Test sont représentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau N° VIII: Résultats du carba-NP test modifié.

Code Souche Tube A Tube B Résultat
41 GN E. coli Rouge Orange Interprétable
75 E. coli Rouge Orange Interprétable
462 E. coli Rouge Orange Interprétable
757 E. coli Rouge Orange Interprétable
899 E. coli Rouge Orange Interprétable
1161 E. coli Rouge Orange Interprétable
1162 E. coli Rouge Orange Interprétable
1202 E. coli Rouge Orange Interprétable

1276 E. coli Rouge Orange Interprétable




RESULTATS

1287 E. coli Rouge Orange Interprétable
1707 E. coli Rouge Orange Interprétable
2281 E. coli Rouge Orange Interprétable
4079 E. coli Rouge Orange Interprétable
48516 E. coli Rouge Orange Interprétable
1096 K. pneumoniae Rouge Orange Interprétable
2218 K. pneumoniae Rouge Orange Interprétable
405 KESC Rouge Orange Interprétable
763 KESC Rouge Orange Interprétable
1258 KESC Rouge Orange Interprétable
1400 KESC Rouge Orange Interprétable
1461 K. pneumoniae Rouge Orange Interprétable
001 Proteus sp Rouge Orange Interprétable
002 Proteus sp Rouge Orange Interprétable
003 Proteus sp Rouge Orange Interprétable
1
2 I11.2.Test de Hodge modifié
3 Le test est positif lorsqu’on observe une distorsion de la zone d’inhibition a I’intersection
4  entre une strie et la culture d’E.coliATCC25922 figure N° 6.Nous avons obtenu un résultat
5 positif chez 16 souches.
6

7 Figure N° 6: Test de Hodge modifié positif pour la souche E. coli 1162




RESULTATS

Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau N° IX : Résultat positif du test Hodge modifié

ATB Carba
Date du IMP10u | NP-test
Code Souche Type | Sexe  Age Laboratoire g
Préléveme du 3 En
nt Préleve
m-ent mm

4079 E.coli 13/01/2016 | ECBU F Adulte Dr.Idjaad 20mm +
48516 E.coli 02/01/2016 | ECBU F Adulte Dr. Ait Bachir 20mm 4
1837 E.coli 31/01/2016 | ECBU F Adulte Dr.1djaad 23mm +
899 E.coli 10/02/2016 | ECBU F 72 ans Dr.Chena 23mm +*
462 E.coli 06/02/2016 | ECBU F 9ans Dr.Chena 23mm +
1287 E.coli 23/01/2016 | ECBU F Adulte Dr.1djaad 23mm 4
1161 E.coli 19/01/2016 | ECBU F Adulte Dr.Idjaad 24mm +
1162 E.coli 19/01/2016 | ECBU F Adule Dr.Idjaad 24mm +
1400 KESC 24/01/2016 | ECBU F Adulte Dr.1djaad 25mm +
757 E.coli 09/02/2016 | ECBU F 10ans Dr.Chena 25mm 4
1173 KESC 20/01/2016 | ECBU F Adulte Dr.Idjaad 25mm +
1258 KESC 22/01/2016 | ECBU F Adulte Dr.1djaad 20mm 4
2218 | K.pneumoniae | 27/01/2016 | ECBU H 84ans Dr.Chena 21mm +
1096 | K.pneumoniae = 11/02/201 = ECBU F 40ans Dr.Chena 21mm +
1461 | K.pneumoniae | 15/02/2016 | ECBU F 49ans Dr.Chena 23mm +
001 Proteus sp Mai 2016 ECBU F Adulte | Dr. Ait Bachir 24mm .

18
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111.3.Tests des inhibiteurs de carbapénémases

Pour la détection des phénotypes de résistance aux carbapénémes, des tests aux inhibiteurs
de B-lactamases et un test a la témocilline ont été effectués sur un total de 14 souches. Les

différents phénotypes de résistance probables de ces souches sont résumés dans le tableau
XIIL.

Remarque :

Les résultats obtenus sont interpréter avec beaucoup de précautions car I’inoculum utilisé

n’est pas standardisé.

Tableau N° X : phénotype probables des souches résistantes aux carbapénémes

Code ATB Tests aux inhibiteurs Phénotype Souche
+
(mm)
EDT EDT =+ AB | ABP | =+ | Clox | Clox+ Test
A A+ P + tém
ATB ocill
(mm) ATB ATB (mm) me
gmm (mm) (mm)
462 23 123 31 8 5 30 7 7 31 8 23 AmpC+ E. coli
carbapénémase
de classe B

48516 20 22 30 8 | 5 30 10 | 5 24 4 20 @ carbapénémase E. coli
de classe B+ de
classe A
1287 23 122 241 5 30 |7 22 31 8 23 AmpC+ E. coli
Impérméabilité

19
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AmpC+
carbapénémase
de classe B+
Carbapénémase
de classe D
OXA-48-like
AmpC+
carbapénémase
de classe B

AmpC+
carbapénemase
de classe B
AmpC+
carbapénémase
de classe B
Carbapénemase
de classe D

OXA-48-like

carbapénémase

de classe B+ de
classe A

Impérméabilité

carbapénémase
de classe B+ de
classe A
carbapénémase
de classe B+ de
classe A

AmpC+
carbapénémase
de classe B
Carbapénemase

de classe D
OXA-48-like

KESC

K.

Pneumoniae

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

K.
pneumoniae

KESC

K.
pneumoniae
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IV. Détermination des concentrations minimales inhibitrices vis-a-vis de la

Colistine

L’¢tude des CMI des souches vis-a-vis de la colistine a montré la présence de 5 souches
d’E.coli ont 4 souches ayant une CMI > 16pug/ml et une souche avec une CMI de 4 pg/ml.
Deux souches appartenant au groupe KESC ont des CMIs de 4 pg/ml. Les résultats obtenus

sont résumés dans le tableau suivant.

Tableau XI : Résultats de 1’étude des CMI vis-a-vis de la Colistine.

Code | Souche Concentrations

2 4pg/  8pg 16 ug

pg/ml - mi /ml /ml
003 E.coli + + + +
320 E.coli + + + +
1540 | E.coli + + + +
1287 | E.coli + - - _
48516 | E.coli + - - -
1258 | KESC 4 - - -
1641 KESC + - - -

CMI
de la
souche

CMI >
16

CMI >
16

CMI >
16

CMI=4

CMI=4

CMI=4

CMI=4

RESULTATS

Date du
prélévemen
t

25/01/2016

25/01/2016

27/02/2016

23/02/2016

02/01/2016

22/02/2016

27/02/2016

Type
du
préléve
m-ent

ECBU

ECBU

ECBU

ECBU

ECBU

ECBU

ECBU

Laboratoire

Dr. Djama

Dr. Djama

Dr.Idjaad

Dr. Idjaad

Dr. Ait
Bachir

Dr. Idjaad

Dr. Idjaad

a
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Discussion générale

Le but de notre travail était de cribler des souches d’entérobactéries productrices de
carbapenémases et des souches qui sont probablement résistantes vis-a-vis de la colistine, au
niveau de 5 laboratoires d’analyses médicales privés de Willaya de Bejaia.

Sur un total de 78 souches collectées, 96,15% proviennent des prélévements urinaires.
Une ¢étude descriptive sur une période de 6 mois (1 juin a décembre 2012) a Yaoundé
Camerounaise, faite sur un total de 143 souches d’E.coli, a montré que la quasi-totalité des
souches sont d’origine urinaire avec une prédominance des souches communautaires .Ces
souches étaient sensibles a I’imipenéeme (Gonsu Kamga et al., 2014). Par ailleurs, 1’étude
réalisée en mars a avril 2012 sur des souches d’entérobactéries isolées au laboratoire du Dr.
Ait Bachir a montré que aucune souche résistante a I’'IMP n’a été enregistrée ((Nait Amara et
al., 2012).

La détection phénotypique des différentes carbapénémases est basée sur leur capacité ou
non a hydrolyser des substrats particuliers ainsi que sur leurs profils d’inhibition en présence
de certains composés. Plusieurs tests phénotypiques sont disponibles commercialement, mais
leur efficacité peut étre limitée par la fréquente association de plusieurs P-lactamases
différentes au sein d’'une méme souche bactérienne. Seule 1’utilisation de tests moléculaires
permet de confirmer la prédiction des tests phénotypiques et d’identifier clairement le(s)
gene(s) impliqué(s) dans le mécanisme de résistance (Philippon et al., 2006).

L’analyse de I’antibiogramme est généralement la premicre étape dans la détection des
carbapénémases. L’ertapénéme est un indicateur tres fiable di a sa grande sensibilité, mais il
est peu spécifique. Il doit étre couplé a une autre carbapénéme (ex : méropénéme) pour
augmenter la spécificité. De plus, la résistance a une carbapénéme n’implique pas
automatiquement la présence d’une carbapénemase; des tests supplémentaires doivent étre
entrepris pour identifier le mécanisme de résistance.

Hormis les espéces de la tribu des Proteae, notamment Proteus mirabilis et Morganella
morganii, qui sont naturellement de sensibilité diminuée a I’imipénéme en raison de protéines
liant la pénicilline (PLP) peu affines, toutes les espéces d’entérobactéries sont naturellement
sensibles a tous les carbapénéemes (CASFM-EUCAST, 2016).

Nous avons sélectionné des souches résistantes ou de sensibilité réduite a I’imipénéme Ce
dernier est le seul carbapéneéme utilis¢ dans les laboratoires et parfois absent dans
I’antibiogramme. Ce carbapénéme ne constitue pas la molécule de choix pour le criblage des

carbapénémases, vue la sensibilité de certaines carbapénémases a cette molécule.
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Discussion générale

Nous avons utilis¢ une technique biochimique Carba NP test modifi¢ qui nous a
permis la détection rapide des carbapenemases chez 24 souches d’entérobactéries. Les
avantages de ce protocole peuvent étre résumés en 3 point essentiels :

- Détection des carbapenémases chez différents types de bactéries (Acinetobacter,
Pseudomonas et Entérobactéries) en utilisant un seul protocole.

-Révélation trés rapide des résultats en particulier dans le cas des especes
d'Entérobactéries et de Pseudomonas productrices d’enzymes de type métallo-p-lactamases
(T< 1minutes).

- Détection de la production d'enzymes de type carbapénémase avant méme
l'identification des souches bactériennes (Bakour et al., 2015).

Le test de Hodge modifi¢ permet de détecter les carbapenémases de classes A et D,
mais il peut engendrer des résultats faussement positifs chez les souches possédant une AmpC
surexprimée. D’autre part, les carbapenémases de classe B peuvent ne pas étre détectées par
ce test (Rai et al., 2011).Ce test peut parfois étre faussement négatif, notamment avec les
souches productrices de carbapen¢mases de type NDM-1. L’ajout deZnSO4 (100 pg/ml) dans
le milieu permet d’augmenter trés notablement la sensibilit¢ du test dans ce cas. Un test
d’inhibition par des inhibiteurs spécifiques des B-lactamases de classe B (EDTA ou acide
dipicolinique) est également utile dans ce cas. Le test de Hodge peut parfois étre faussement
positif pour les souches ayant un défaut d’accumulation des Carbapénémes associé a la
production de céphalosporinases et/ou de BLSE. La réalisation du test de Hodge modifié¢ en
ajoutant de la Cloxacilline sur le disque de carbapénéme permet d’éliminer les faux positifs
liés a la production de céphalosporinase. Les inconvénients de cette méthode sont : sa durée
(24-48h), son manque de spécificité et de sensibilité. Dans cette étude, le test de Hodge était
positif chez 16 souches. Ce test est sensible pour la détection des carbapenémases (surtout
KPC et OXA-48), mais ne fournit pas d’information sur le type de carbapénémase mis en
cause (Girlich et al., 2011).D’autres caractérisations peuvent étre utilisées, comme
I’utilisation des inhibiteurs afin de différencier les carbapénémases.

Les carbapénémases de classe A sont habituellement inhibées par 1’acide boronique et
I’acide clavulanique. Les enzymes de type KPC sont capables d’hydrolyser presque toutes les
B-lactamines : pénicillines, céphalosporines, carbapénémes et monobactames (aztréonam)
seule Dactivit¢ des céphamycines et de la céftazidime est peu modifiée. Parmi
céphalosporines de troisiéme génération, le céfotaxime est la molécule la plus hydrolysée, et

parmi les carbapénémes, KPC possede 1’affinité la plus €élevée pour le méropéneéme, elles sont
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Discussion générale

faiblement inhibées par 1’acide clavulanique et le tazobactam (Cuzon et al., 2010). Ces
enzymes ont été détectées a Porto Rico, la Colombie, la Grece, Israél, et la Chine. Les
épidémies de producteurs KPC ont également été signalées dans de nombreux pays européens
et en Amérique du Sud (Kontopoulou et al., 2010). En Algérie, une seule étude réalisée par
Bakour et al., 2015 rapportant la description d’une KPC3 chez un enfant de 6 mois avec
hydrocéphalie qui était admis au service de neurochirurgie du CHU de Sétif. Apres analyse
d'un échantillon du liquide céphalorachidien, une souche de K.pneumoniae a été isolée et
identifiée.

Les carbapénémases de classe B (VIM, IMP...) conférent la résistance a diverses [-
lactamines telles que les pénicillines avec une sensibilité variable a la pipéracilline, auxC3G,
aux carbapénémes ou encore aux céphamycines. Seul I’aztréonam semble peu ou pas inactivé
(Barrial et Scotet, 2006). Elles ont été également décrites dans le monde entier avec une forte
prévalence en Europe du Sud et en Asie. Leur hote le plus habituel est K. pneumoniae avec
des niveaux d’expression de la résistance aux carbapéneémes variables. Initialement retrouvées
dans une souche d’E. coli en Gréce (VIM-1), ces métallo enzymes sont apparues rapidement
dans des isolats de K. pneumoniae et d’autres entérobactéries et sont devenues endémiques en
Grece et dans d’autres pays d’Europe (Heller et al., 2011). NDM-1 est 1’une des métallo-f3-
lactamases les plus récemment isolées (Hsueh, 2010), une diffusion internationale
importante, identifi¢e des2010 au moins en Inde, au Pakistan et en Grande-Bretagne chez K.
pneumoniae et E. coli en milieu hospitalier et également en milieu communautaire
(Nordmann et al., 2010). En Algérie, ces enzymes sont isolées pour la premiére fois chez A.
baumannii par Boulanger et al. en 2012 (Boulanger et al., 2012) ; et Bakour et al. en 2014
(Bakour et al., 2014).Entre Janvier et Mai 2008, cinq souches d’entérobactéries résistantes a
I’IMP étaient isolées a partir de deux patients au service de réanimation de I’hopital militaire
d’Alger. Ces souches étaient productrices de carbapénémases de type métallo-B-lactamase
(VIM-19) (Frederic et al., 2010). Yousfi et al., 2016 ont rapporté la présence de NDM-5
chez des animaux de compagnie.

Enfin, OXA-48, carbapénémase appartenant a la classe D, est 'une des
carbapénémases les plus récemment décrites. Ces enzymes hydrolysent les amino-
pénicillines, les carboxypenicillines, et partiellement I’imipénéme malgré une grande affinité
de ’enzyme pour ce substrat. Son activité n’est pas inhibée par I’acide clavulanique ou le
tazobactam. En absence d’autres mécanismes de résistance (autres P-lactamases de type

BLSE ou AmpC plasmidique, perte de porines, ou pompes a efflux), elle n’entraine qu’une
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légére diminution de la sensibilit¢ aux carbapénémes. De plus, [’hydrolyse des
céphalosporines est quasi-inexistante. Elle a émergé en Turquie a partir d’une souche de K.
pneumoniae (KP 11978) et diffusé dans d’autres pays du pourtour méditerranéen (Canton et
al., 2012, Carrér et al., 2008). Leur distribution dans le monde entier comprend maintenant
des pays d’Europe (Cuzon et al., 2008 ; Potron et al., 2011), du pourtour méditerrané
(Potron et al., 2011) et d’Afrique (Liban, Tunisie, Israél, Egypte) (Matar et al., 2010 ;
Lahlaoui et al., 2012 ; Mocquet et al., 2011). Des souches ont été aussi détectées en
Argentine (Castanheira et al., 2011). Depuis, des épidémies ont été décrites a différents
endroits du globe, incluant notamment des pays d’Afrique du Nord (Benouda et al. 2010), du
Moyen-Orient (Dortet et al.,, 2012). En Algérie, deux études rapportent la description
d’OXA-48 chez K. pneumoniae(S103/11) isolées en Octobre 2011 a partir de deux cultures de
sang appartenant a un patient masculin 4gé¢ de 18 mois qui a eu une leucémie, hospitalis¢ dans
le service de pédiatrie de I’hopital militaire d’Alger (Aggoune et al., 2014) et une autre
souche d’E. coli isolée de pus chez une personne de 78 ans, admis en chirurgie générale au
niveau de I’hopital militaire de Constantine (Agabou et al., 2014).Récemment, Yousfi et al.,
2016 ont rapporté la présence d’enzyme OXA-48 chez des souches de E. coli isolées des
animaux de compagnie.

Les polymyxines ont été découvertes en 1947. Bien que 5 molécules de polymyxine
soient connus de maniére séquentielle et nommées polymyxine A a E, seules 2 sont
disponibles pour un usage thérapeutique: polymyxine B et la polymyxine E (colistine)
(Hermsen et al., 2003). L’antibiotique le plus utilisé est la colistine. Elle n’agit que sur les
bacilles a Gram négatif et elle reste cependant inactive sur les Proteus, Providencia et
Serratia (Nauciel et Vilde, 2005).

L'émergence de bactéries gram-négatives multirésistantes et le manque de nouveaux
antibiotiques ont conduit a la renaissance de polymyxines (Falagas et al., 2005).

La colistine lie les lipopolysaccharides (LPS) grace a ses charges positives. Le LPS
étant chargé négativement, il y a interaction et liaison de ces deux composés (Falagas et al.
2010). Cette interaction provoque un déplacement des cations divalents Mg”" et Ca®". Ce
déplacement provoquera la formation de pores dans la membrane, entrainant ainsi le relargage
du contenu intracellulaire et résultera en la mort de la cellule.

Les mécanismes de résistance a la colistine varient selon le micro-organisme. Par
exemple, on retrouve des pompes a efflux chez Yersinia pestis, la production de capsule chez

Klebsiella pneumoniae, et la modification du LPS chez Salmonella enterica et E.coli
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(Bengoechea et Skurnik 2000, Campos et al., 2004, Falagas et al., 2010). Cette
modification du LPS est régulée par les systémes a deux composantes PmrA/PmrB et
PhoP/PhoQ (Kempf et al. 2013). Le systéme PhoP/PhoQ est associ¢ a une diminution de la
concentration de Mg?" dans D’environnement, en conséquence, il régule le systéme
PmrA/PmrB par PmrD. PmrD inhibe la déphosphorylation de PmrA activant ainsi la
transcription des geénes de I’opéron arn anciennement appelé 1’opéron pmr (Winfield et
Groisman, 2004, Falagas et al., 2010). La transcription de ces geénes entraine 1’addition d’un
groupement 4-amino-4-déoxy-L-arabinose (L-Ara4N) au niveau du lipide A du LPS.Ce
groupement vient neutraliser la charge du LPS réduisant ainsi son affinit¢ pour la colistine
(Kempf et al. 2013). PmrD est présent chez E. coli, mais ne semble pas impliqué dans la
liaison des 2 systemes. PmrB est un récepteur transmembranaire avec une fonction histidine
kinase qui est activé par une forte concentration de ’ion Fe*™ (Winfield et Groisman, 2004).
Ce récepteur phosphoryle PmrA, qui est le facteur de transcription, ce qui résulte en la
transcription des geénes de 1I’opéron arn. Chez d’autres entérobactéries, il a été rapporté qu’une
mutation dans les génes de pmrA et pmrB pouvait entrainer I’activation continuelle de ce
systéme menant a la résistance a la colistine (Falagas et al.,2010 ; Kempf et al.,2013).Une
étude tres récente Janvier 2016 (MAROC), rapporte un taux de résistance a la colistine de
87.41% chez des souches E.coli isolées a partir de 200 poulets de chair collectés des fermes
du février au mai 2014 ( Hafed et al., 2016). Récemment, Liu et al., 2015 ont rapporté la
présence d’un gene plasmidique (mcr-1) transférable détecté dans des isolats d’E.coli
provenant d’animaux en Chine. Hasman et al., 2015 a montré que le géne mcr-lest détecté
chez des isolats E. col. La propagation de ce géne au Danemark est liée a des séquences types
ST131. Dans notre étude, 7 souches d’entérobactéries ayant des CMIs> 4 pg/ml ont été

isolées des urines de patients communautaires.
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Conclusion

Au cours de cette étude, des souches d’entérobactéries ont été collectées au niveau de 5
laboratoires d’analyses médicales privés situés dans la wilaya de Bejaia durant une période de
5 mois. Parmi les souches d’entérobactéries collectées, 74,36%, sont des d’E.coli, suivi par

K.pneumoniae avec un taux de 21,97%.

La résistance aux carbapénemes chez les entérobactéries, indépendamment du
mécanisme, pose des problémes d’ordres clinique et thérapeutique, mais la résistance par
production de carbapénémases est la plus inquiétante. Ces enzymes appartenant a un groupe
trés hétérogeéne, sont codées par des genes pouvant étre situés sur des €léments génétiques
mobiles permettant ainsi une dissémination rapide. Leur passage encore plus important vers
le milieu communautaire amenerait a des impasses thérapeutiques. Plusieurs techniques
phénotypiques ont €té proposées, mais aucune a ce jour n’a une spécificité ou une sensibilité
de 100%. La détection de telles souches s’avere délicate devant la multitude de phénotypes et
ne peut étre uniquement basée sur le profil de résistance. Chez les entérobactéries,
I’ertapénéme, semble étre le meilleur marqueur de détection de ces enzymes.

Le carba-NP test était positif chez les 24 souches testées signifiant la production probable
de carbapéneémases.

Le test de Hodge modifi¢ est positif pour 16 souches avec observation d’une image de
tréfle. Cependant, des faux négatifs peuvent étre enregistrés chez les souches productrices de
métallo-B-lactamases et des faux positifs peuvent étre dus a une hyperproduction de

céphalosporinase ou de BLSE, associée a une altération des porines.

Les tests d’inhibition reposent sur I’augmentation du diamétre d’inhibition autour d’un
disque combinant un carbapénéme et un inhibiteur, ou encore sur une image de synergie entre
un disque de carbapénéme et un disque contenant un inhibiteur. Certains inhibiteurs manquent
néanmoins de spécificité. Les résultats obtenus ont montré une diversité des phénotypes parmi

les souches étudiées.

En effet, il n’y a que la biologie moléculaire qui permette de nos jours de confirmer ou
d’infirmer les hypothéses posées par les méthodes phénotypiques. La biologie moléculaire
présente des avantages, mais elle a un certain nombre d’inconvénients non négligeables pour
les laboratoires, notamment en termes de colt et de disponibilité (tous les laboratoires ne
peuvent pas €tre équipés). De plus, I’émergence sans cesse de nouveaux mécanismes de

résistance nous prouve l’intérét des tests phénotypiques. Il est conseillé de rechercher la
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production d’une carbapénémase chez toutes les souches présentant méme une légere
diminution de sensibilit¢ aux carbapénémes. En effet, une sensibilit¢ intermédiaire, voire
méme une sensibilité aux carbapénémes ont ét€ observées chez certaines souches productrices
de carbapénémases. Ce phénotype est particulierement retrouvé pour les OXA-48 et OXA-
181 qui ne produisent pas de BLSE associée a 1’oxacillinases.

Les carbapénémases sont le plus souvent associées a des résistances a d’autres familles
d’antibiotiques contribuant a la multi-résistance aux antibiotiques de ces souches. Une fois
¢établie, cette multi-résistance ne régresse pas facilement. Le risque d’impasses thérapeutiques
est réel surtout qu’il n’existe pas de perspectives proches de mise sur le marché de nouveaux

antibiotiques antis Gram négatifs.

L’étude de la résistance vis-a-vis de la colistine a montré des CMIs > 4ug/ml chez 7

souches.

La résistance vis-a-vis de la colistine a connu une émergence trés remarquable ces dernier
temps suite a 1’utilisation intense de cet antibiotique, les résultats obtenus confirme qu’une
surveillance épidémiologique continue et une utilisation rationnelle de la colistine sont
nécessaires afin de limiter la diffusion de ces souches résistantes a la colistine et de préserver

I’efficacité de cet antibiotique.

Les résultats obtenus au cours de notre étude restent préliminaires et méritent d’étre

exploités et complétés par :

» L’étude d’un plus grand nombre de souches ;

» L’¢étude de certains facteur de risque (tel que 1’age, le sexe du patient, antibiothérapie,
I’hospitalisation préalable et diabéte, etc.) dans 1’acquisition de souches résistantes ;

» L’utilisation de la biologie moléculaire pour identifier les génes qui codent pour les

carbapénémases.
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Tableau 1 : Total des souches collectées au cours de cette étude.

Code

809

4079

1778

1776

1400

1108

1082

1162

1161

1258

1287

1641

1540

1707

1679

Espece

E.coli
E.coli
E.coli
E.coli
KESC
E.coli
E.coli
E.coli
E.coli
KESC
E.coli
KESC
E.coli
E.coli

E.coli

Date du

prélevement

04/01/2016

13/01/2016

24/01/2016

24/01/2016

24/01/2016

19/01/2016

20/01/2016

19/01/2016

19/01/2016

22/01/2016

23/01/2016

27/01/2016

27/01/2016

28/01/2016

30/01/2016

Type du

prelevement

Selles
Ecbu
Ecbu
Ecbu
Ecbu
Pus
Ecbu
Pus
Ecbu
Ecbu
Ecbu
Ecbu
Ecbu
Ecbu

Echu

Sexe

Femme

Femme

Femme

Femme

Femme

Femme

Femme

Femme

Femme

Femme

Femme

Femme

Femme

Femme

Femme

Age

Adulte
Adulte
58 ans
27 ans
Adulte
Adulte
Adulte
Adulte
Adulte
Adulte
Adulte
Adulte
Adulte
Adulte

Adulte

Laboratoire

Dr.Lalaoui

Dr.Lalaoui

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.ldjaad

Dr.Idjaad

Dr.ldjaad

Dr.Idjaad

Dr.ldjaad

Dr.ldjaad

Dr.ldjaad

Dr.ldjaad

Dr.ldjaad

Dr.ldjaad

Dr.ldjaad



1808

1837

320//

75

41

405

2481

1145

2467

2423

2218

462

484

668

757

763

899

1096

1101

1276

E.coli
E.coli
E.coli
E.coli
K.pneumoniae
K.pneumoniae
E.coli
K.pneumoniae
E.coli
E.coli
K.pneumoniae
E.coli

E.coli

K.pneumoniae
E.coli
K.pneumoniae
E.coli
K.pneumoniae
E.coli

E.coli

30/01/2016

31/01/2016

03/02/2016

01/02/2016

01/02/2016

04/02/2016

30/01/2016

13/02/2016

30/01/2016

29/01/2016

27/01/2016

06/02/2016

06/02/2016

08/02/2016

09/02/2016

09/02/2016

10/02/2016

11/02/2016

11/02/2016

13/02/2016

Ecbu

Ecbhu

Ecbu

Ecbu

Ecbu

Ecbu

Ecbu

Ecbu

Ecbu

Ecbhu

sonde

Ecbhu

Ecbu

Ecbhu

Ecbu

Ecbu

Ecbu

Echu

Ecbu

Echu
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Femme
Femme
Femme
Femme
Femme
Femme
Femme
Garcon
Femme
Femme
Homme

Fille

Femme

Femme

Fille

Fille

Femme

Femme

Femme

Femme

Adulte

Adulte

26ans

25ans

29ans

Adulte

39ans

3ans

52ans

80ans

84ans

9ans

26ans

28ans

10ans

Sans

72ans

40ans

52 ans

35ans

Dr.ldjaad

Dr.ldjaad

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.ldjaad



1461

1553

1202

48516

320

003

639

AB

1827

1927

2013

2028

2139

2305

2983

3004

3078

3223

3298

3302

K.pneumoniae
E.coli
E.coli

E.coli

E.coli
E.coli

E.coli

E.coli
E.coli
E.coli
K.pneumoniae
E.coli
E.coli
K.pneumoniae
E.coli
K.pneumoniae
E.coli
K.pneumoniae

E.coli

15/02/2016

15/02/2016

13/02/2016

02/01/2016

25/01/2016

25/01/2016

28/01/2016

février

17/02/2016

18/02/2016

18/02/2016

18/02/2016

20/02/2016

21/02/2016

27/02/2016

27/02/2016

27/02/2016

28/02/2016

29/02/2016

29/02/2016

Ecbu

Ecbhu

Ecbu

Ecbu

Ecbu

Echu

Ecbu

Ecbhu

Ecbu

Ecbu

Ecbu

Ecbu

Ecbu

Ecbu

Ecbu

Ecbhu

Ecbu

Echu

Ecbu

Echu
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Femme

Femme

Femme

Femme

Femme

Femme

Femme

Femme

Fille

Femme

Femme

Homme

Femme

Femme

Homme

Femme

Homme

Femme

Femme

Femme

49ans

49ans

21ans

Adulte

Adulte

Adulte

Adulte

Adulte

3ans

15ans

27ans

76ans

72ans

35ans

20ans

32ans

76ans

33ans

39ans

63ans

Dr.ldjaad

Dr.ldjaad

Dr.ldjaad

Dr. Ait
Bachir

Dr.Djama

Dr.Djama

Dr. Djama

Dr .Ait
Bachir

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.Chena



311

63

2472

2481 fm

2616

212

318

423

1039

707

602

1345

818

753

315

1195

13/13

4099

26035

26036

E.coli
K.pneumoniae
E.coli
E.coli
E.coli
E.coli
E.coli
E.coli
E.coli
E.coli
E.coli
E.coli
E.coli
E.coli
E.coli
E.coli
E.coli
E.coli

E.coli

E.coli

03/03/2016

01/03/2016

22/02/2016

22/02/2016

23/02/2016

02/03/2016

05/03/2016

05/03/2016

08/03/2016

09/03/2016

09/03/2016

09/03/2016

09/03/2016

09/03/2016

05/03/2016

13/03/2016

05/01/2016

13/01/2016

01/2016

01/2016

Ecbu

Ecbhu

Ecbu

Ecbu

Ecbu

Ecbu

Ecbu

Ecbu

Ecbu

Ecbu

Ecbu

Ecbhu

Ecbu

Ecbhu

Ecbu

Ecbhu

Ecbu

Ecbhu

Ecbu

Echu
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Femme

Femme

fille

Femme

Femme

Homme

Homme

Homme

Femme

Femme

Femme

Femme

Femme

Femme

Femme

Femme

Femme

Femme

Femme

Femme

31ans

32ans

3ans

24ans

24ans

20ans

53ans

59ans

26ans

Adulte

Adulte

Adulte

Adulte

Adulte

Adulte

Adulte

Adulte

Adulte

Adulte

Adulte

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.Chena

Dr.ldjaad

Dr.ldjaad

Dr.ldjaad

Dr.ldjaad

Dr.ldjaad

Dr.ldjaad

Dr.ldjaad

Dr.Lalaoui

Dr.Lalaoui

Dr. Ait
Bachir

Dr. Ait
Bachir



kpfm K.pneumoniae 01/2016 Ecbu
001 Proteus Mai/2016 Ecbu
002 Proteus Mai/2016 Ecbu
003* Proteus Mai/2016 Ecbu
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Femme

Femme

Femme

Femme

Adulte

Adulte

Adulte

Adulte

Dr. Ait
Bachir

Dr. Ait
Bachir

Dr. Ait
Bachir

Dr. Ait
Bachir
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Interpritation de I’ Aspect des colonies sur milieu Chromagar (CHROMagar™
Orientation) (Denis et al., 2007).
Espéce Couleur de colonies

Escherichia coli Colonies rose a pourpre

KES-C (Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Colonies bleu vert a bleues avec ou sans

Citrobacter) aureole violette

Proteus mirabilis, Morganella, Providencia = Colonies pales a beiges, cernées d'une
auréole ambre & marron.

Pseudomonas aeruginosa Colonies muqueuses blanches brunatres

Acinetobacter baumannii Colonies muqueuses blanches opaque

Enterococcus Sp. Petites colonies bleu turquoises



Tableau Il : Aspect des colonies sur milieu Chromagar (CHROMagar™ Orientation)*

code

1096

4079

462

899

757

41GN

2218

1461

48516

1287

2481

1276

1202

75

1161

1707

1162

763

1400

1258

405

320

1641

Aspect

Colonies bleu vert
Colonies rose a pourpre
Colonies rose a pourpre
Colonies rose a pourpre
Colonies rose a pourpre
Colonies bleu vert
Colonies bleu vert
Colonies bleu vert
Colonies rose a pourpre
Colonies rose a pourpre
Colonies rose a pourpre
Colonies rose a pourpre
Colonies rose a pourpre
Colonies rose a pourpre
Colonies rose a pourpre
Colonies rose a pourpre
Colonies rose a pourpre
Colonies bleu vert
Colonies bleu vert
Colonies bleu vert
Colonies rose a pourpre
Colonies bleu vert

Colonies bleu vert
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Souches

KES

Escherichia coli

Escherichia coli

Escherichia coli

Escherichia coli

KES

KES

KES

Escherichia coli

Escherichia coli

Escherichia coli

Escherichia coli

Escherichia coli

Escherichia coli

Escherichia coli

Escherichia coli

Escherichia coli

KES

KES

KES

Escherichia coli

KES

KES
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Tableau III : Les antibiotiques testées et les diamétres des d’inhibition édités par le CFA-
SFM, 2013 et CASFM-EUCAST, 2016.

Famille Antibiotique | Abréviation | Charge Marque Diamétre
(ng)

critiques

S R
B-lactamines Amoxicilline AMC HEMIDIA® | >16 <16

+acide
clavulanique 30
B-lactamines Imipéneme IMP 10 HEMIDIA® | >22 <16
B-lactamines Ertapéneme ERT 10 BIO-Rad >25 <22
OXOID

B-lactamines Méropéneme MEM 10 OXOID >22 <16
B-lactamines Témocilline TEM 10 BIO-Rad >20 <11



[y

Annexes IV

Composition des milieux de cultures (g/l d’eau distillée) :

Gélose Hektoen
Protéose peptone
Extrait de levure

Chlorure de sodium

Thiosulfate de sodium
Sels biliaires
Citrate de fer ammoniacal
Salicine
Lactose
Saccharose
Fuchsine acide
Bleu de bromothymol
Agar
pH

Gélose Mac Conkey
Peptone de caséine
Peptone de viande

Sels biliaires
Cristal violet
Lactose
Rouge neutre
Chlorure de sodium
Agar
ZnS04
pH

Gélose Mueller Hinton
Hydrolysat acide de caséine
Infusion de viande
Amidon
Agar
pH

g/l
12
03
05
05
09
1.5
02
12
12
0,04
0,065
14
7,5+ 0,2

g/l
17
03
1.5
0,001
10
0,03
05
13,5
0,07
7,1+0,2

g/l
17,5
02
1,5
17
7,4+ 0,2



CHROMagar orientation
Extrait de levure et peptone
Chromogenic mix
Agar
pH

Milieu Urée-Indole
Tryptophane
Phosphate monopotassique
Phosphate bipotassique
Chlorure de sodium
Urée
Alcool a 95
Rouge de phénol
pH

Citrate de Simmons

Ammonium dihydrogenophosphate

Phosphate dipotassique
Chlorure de sodium
Citrate de sodium
Sulfate de magnesium
Bleu de bromothymol
Agar
pH

Annexes IV

g/l
17

01
15
07

g/l
03
01
01
05
20
10 ml
0,025
07

g/l
01

01

05

02

0,2

0,08

20
6,6 +0,1
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Clark et Lubs g/l
Peptone 05
Glucose 05

Phosphate bipotassique 05
pH 07
Bouillon nitraté g/l
Infusion cerveau-coeur 25
Nitrate de potassium 10
pH 7,210,2
Gélose Nutritive g/l
Peptone de viande 10
Extrait de viande 03
Extrait de levure 03
Chlorure de sodium 05
Agar 18

pH 7,30,2



Résumé

L’objectif de notre travail est de cribler des souches d’entérobactéries résistantes
auxcarbapénémes par méthode phénotypique et/ou a la colistine.

Des souches d’entérobactéries résistantes auxcarbapénémes et/ou a la colistine ont été
collectées au niveau de 5 laboratoires d’analyses médicales privésde la wilaya de Bejaia.Le
criblage des souches d’entérobactéries résistantes aux carbapénemes est déterminé
pardifférentes méthodes phénotypique, le carba-NP test modifié, le test de Hodge modifié et
letest des inhibiteurs. L’étude de la résistance de ces souches vis-a-vis de la colistine était
réalisée par des CMls.

Au total, 78  souches d’entérobactéries ont été collectées. Vingt-quatre souches
d’entérobactéries (30.77%) sont résistantes aux carbapénémes dont 7 souches de
K.pneumoniae, 3 souches de Proteus sp et 14 souches de d’E.coli. Ces souches sont
retrouvées probablement productrices de carbapénemases.

L’étude des CMI des souches vis-a-vis de la colistine a montré la présence de 7 souches
résistantes.

Mots clés : Entérobactéries, Carbapénemes, Colistine, Carbapenemases, Communauté.
Abstract

The aim of our work is to screen carbapenems and/or colistin resistant Enterobacteriaceae
using phenotypic methods.

Enterobacteriaceae strains resistant to carbapenems and/or colistin were collected at 5 private
medical analysislaboratories at Bejaia. Screening carbapenemsresistant Enterobacteriaceae
strains is determined by different phenotypic methods, carba-NP testmodified, Hodge test and
inhibitorstest. ~ MICs  of the  strains  toward  colistin ~ was  performed.
78 Enterobacteriaceae strains were collected. Twenty-four of Enterobacteriaceae strains
(30.77%) were resistant to carbapenems including 7 K. pneumoniae, 3 Proteus sp and 14 E.
coli. These strains are probably carbapenemasesproducing.The study of MICs of colistin
showed the presence of 7 resistant strains.

Key words:Enterobacteriaceae, Carbapenems, colistin, carbapenemases, Community.



