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Introduction

La découverte des antibiotiques a complétement révolutionné I'histoire des
pathologies infectieuses et depuis les phénoménes de résistance n'ont cesse de
saccroitre. Les glycopeptides qui étaient considérés comme alternative dans certains
échecs thérapeutiques dans le traitement des infections dues aux bactéries a Gram
positif sont actuellement confrontés a des problémes de résistance notamment chez les
entérocoques.

Longtemps considérées comme des bactéries commensales du tube digestif de
I’homme, les entérocoques ont vu ces dernieres années leur role prendre de
I’importance dans les infections nosocomiales et chez les sujets ayant des terrains
fragilisés (insuffisants rénaux, diabétiques, immunodéprimés et transplantés). Ces
bactéries sont dangereuses du fait de leur multirésistance naturelle a de nombreuses
familles d antibiotiques, aggravée ces dernieres années par |’émergence de souches
résistantes aux glycopeptides. De ce fait, la détection des entérocoques multirésistants
aux antibiotiques doit interpeller tous les laboratoires de microbiologie quant au fait
de rester vigilant devant I'isolement de toute souche d Enterococcus présentant un
diameétre diminué aux glycopeptides. Il en est de méme pour les comités de lutte
contre les infections nosocomiales (CLIN) qui devraient inclure dans leur protocole
de surveillance des bactéries multirésistantes (BMR) la recherche des entérocoques

résistants ala vancomycine.

C’ est dans le contexte de |a résistance bactérienne que s'inscrit notre travail qui a
pour objectif de faire I’ état des lieux des infections a entérocoques dans la Wilaya de
Bé&aia. Pour ce faire nous alons dans la premiére partie donner des généralités sur les
entérocoques et les glycopeptides mais également |’ état des infections a entérocoques
résistants aux glycopeptides en Algérie. Dans la deuxiéme partie nous alons
présenter le matériel utilisé et décrire les méthodes suivis .Dans la troisiéme partie
nous alons citer nous résultats puis la discuter dans la quatrieme partie pour
éventuellement proposer des solutions et dégager des perspectives pour diminuer ou

freiner ce phénomeéne grandissant devenu un réel probléme de santé publique.
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l. Généralités et propriétés  physicochimiques  des
entérocoques

Les entérocoques sont des commensaux de I'intestin de I'homme et des animaux
ainsi que des saprophytes de I’environnement. Leur acide lipotéchoique possede les
mémes propriétés antigéniques des streptocoques du groupe D. Responsables de
pathologies fréguemment opportunistes, ils présentent une résistance naturelle a
certains antibiotiques et acquiérent de nouveaux mécanismes de résistance (Thiercelin,
1899). L’ espéece la plus frequemment isolée chez I’homme a été décrite dés 1899 par
Thiercelin et appelée initialement Sreptococcus faecalis par  Andrewes et Horder en
1906(Thiercelin, 1899).

Le genre Enterococcus a éé séparé du genre Streptococcus en 1984 d’ apres les
résultats des techniques de chimiotaxonomie et de génétique moléculaire : hybridation
ADN-ADN ou ADN-rARN, et de séquencage des oligonucléotides de la sous unité
16S de I’ARN des ribosomes (Farrow et al., 1983; Garvie & Farrow, 1981; Kilpper-
Balz et al., 1982; Ludwig et al., 1985; Schleifer & Kilpper-Bélz, 1984; Williams et al.,
1991). Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium représentent plus de 90% des
souches isol ées en pathologie humaine(Devriese et al., 1990) . Quarante quatre especes
sont identifiées (Destain et al., 2012; Ladjouzi, 2013) .

Les entérocoques sont des cocci ovoides a Gram positif, disposés en courtes
chainettes de 2 a 4 cellules. En microscope éectronique, ils ne se distinguent pas des
deux genres bactériens voisins: les streptocoques et les lactocoques. Leur seule
morphologie ne permet pas non plus de les distinguer avec certitude des autres cocci a
Gram positif appartenant également a la famille des Streptococcaceae en particulier des
genres Leuconostoc et Pediococcus ni du genre Peptostreptococcus (anaérobies
strictes).

Comme les streptocoques et les lactocoques, les entérocoques sont des anaérobies
aéro-tolérants, dépourvus de cytochrome, ils sont de ce fait catalase négatif bien que le
gene codant cette enzyme soit présent au sein de leur génome, non sporulant,
majoritairement immobiles (Devriese et al., 1990). Ils sont égaement
homofermentaires, car ils fermentent le glucose en produisant essentiellement de
I’acide lactique (Pieniz et al., 2015). Mais la particularité des entérocogues a se
multiplier sur des milieux usuels a base de peptone (Trypticase soja et Mueller-Hinton)

en |'absence de facteurs de croissance constitue un facteur important dans la

2
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reconnaissance de ces bactéries (Leclercg, 2001). La croissance des entérocoques en
milieu hypersalé, contenant 6,5 g/l de NaCl (propriété halophile) permet avant tout de
les distinguer des streptocoques, de méme que leur capacité a se multiplier apH 9,6 et a
des températures de 10°C a 45°C et survie apres 30 minutes de chauffage a 60°C
(Bouvet & Couvry, 1994) . Les entérocoques sont aussi capables de tolérer la présence
de 40% de bile et a hydrolyser la L -pyrrolidonyl-3-naphthylamide (PYR) et I’ esculine,
cette derniere propriété est due a la présence d’ une béta-glucosidase (Weinstock et al.,
2007).

En pratique, cette enzyme est a I’ origine de la formation de colonies bleu-verts
sur gélose CHROMagar orientation. Ainsi, La capacité des entérocoques a se
multiplier en présence de la bile et a hydrolyser I’ esculine explique la formation d’un
halo noir autour des colonies sur gélose bile-esculine (BEA) (Weinstock et al., 2007).
Néanmoins, ces propriétés sont autant présentes chez les streptocoques du groupe D
comme S bovis et Sequinus (Weinstock et al., 2007). Pour distinguer rapidement les
entérocoques des streptocoques du groupe D, un des caracteres les plus discriminatifs
est la production de pyrro-lidonyl-arylamidase. Cette propriété, qui peut étre reconnue
en 4h est constante chez tous |les entérocoques (Bosley et al., 1983; Fertally & Facklam,
1987; Freney et al., 1992). Sur gélose au sang, la plupart des souches d’ entérocoques
sont apha ou non hémolytique, et le caractere béta hémolytique de certaines souches
ou de certaines espéces dépend des conditions de culture (Facklam & Collins, 1989;
Weinstock et al., 2007).

Le diagnostic de |’ espéce d’ entérocoque repose sur des caractéres de culture, de
mobilité et de pigmentation et sur une batterie de tests biochimiques. La résistance au
tellurite de potassium permet de reconnaitre, avec une bonne approximation |’ espece la
plus fréguemment isolée chez I’homme : E .faecalis. En effet, plus de 90% des souches
de cette espece peuvent se multiplier en présence de 0,04% de tellurite de potassium en
donnant des colonies noires (Facklam & Collins, 1989).La mobilité, observée a
I’examen microscopique d'une culture en milieu liquide, ou en milieu mobilité
contenant une faible concentration dagar est caractéristique d'E .cassdliflavus et
d' E .gallinarum. La pigmentation jaune des colonies est caractéristique de
E.cassdliflavus, E. mundtii et E. sulfureus ( M. D. Collins et al., 1984 ; Martinez-
Murcia & Collins, 1991 ).Pour I’identification biochimique, les systémes automatisés
sont d’ une grande aide : on peut citer comme exemple les galeries APl 20 Strep et ID
32 STREP (Bio Mérieux) (Chauffrey L, 2012). Les caractéres les plus distinguant sont :
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la production d acetoine (Réaction de Voges-Proskauer), I"hydrolyse de I’ arginine, la
fermentation des polyalcools et polysaccharides (mannitol, sorbitol, L-raffinose,
saccharose, lactose), tandis que le caractere protéolytique n'est habituellement pas
étudié.

I1.  Implication des entérocoques dans | es infections nosocomiales

Les entérocoques colonisent les intestins de plus de 90% des adultes sains et
elles sont retrouvées avec une quantité supérieure & 10° CFU/g de féces (Mead, 1978;
Noble, 1978). La colonisation digestive joue un rdle important puisqu’elle précede
toujours I’infection (Patel, 2003). E.faecalis est plus commun qu’ E.faecium aors que
les autres espéces sont trouvées tres rarement (Huycke et al., 1998). Le risque pour le
patient de développer une infection une fois colonisé dépend du terrain. Les facteurs
de risque exposant a une infection sont |"hémodialyse, la transplantation, les
hémopathies, la corticothérapie, la chimiothérapie, la nutrition parentérae, la
chirurgie, une antibiothérapie, une sonde urinaire et la neutropénie (Weinstock et al.,
2007).

La plupart des isolats d entérocoques représentent une colonisation plutét
gu’une infection. Elles sont parfois trouvées en association avec d’autres bactéries
plus virulentes, et le site le plus commun d'isolement est le tractus. Elles sont
responsables d’infections plus invasives telles que cholécystites, cholangites,
péritonites, septicémies, endocardites et méningites, tant que simples infections des
plaies ( Robert C et Modllering, 1992).

Dans les deux dernieres décennies, les entérocoques sont devenus la troisieme
cause la plus commune des infections nosocomiales (IN) aprés Escherichia coli et
Saphylococcus aureus (Schaberg et al., 1991). La maorité des infections a
entérocoque sont d’ origine endogeéne, a partir de la flore digestive des patients, que ce
soit directement par perforation digestive, ou par mécanisme ascendant lors des
infections urinaires. Cependant, I’ apparition des techniques de biologie moléculaire, a
permis de caractériser avec précision les souches d’ entérocoques lors d épidémies
nosocomiales, et ainsi de démontrer I’ existence d’ acquisitions exogenes, provenant de
I’ environnement du patient (Coudron et al., 1984; Rhinehart E et al., 1990).
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I1l.  Multirésistance aux antibiotiques des entérocoques

Les entérocoques sont naturellement les bactéries Gram positif les plus
résistants aux antibiotiques en clinique (French, 1998). Ces micro-organismes
expriment naturellement une protéine liant la pénicilline (PLP 5) de faible affinité
pour les bétalactamines, ce qui les rend moins sensibles que les streptocoques aux
bétalactamines et induit une résistance aux céphalosporines, imipenemes et aux
pénicillines M (Rice et al., 2005). lls sont plus sensibles a I’ampicilline gu'a la
pénicilline (French, 1998).

Les entérocoques présentent aussi un bas niveau de résistance a la
clindamycine, aminoglycosides, quinolones, sulfamides, et des résistances naturelles
de bas niveau aux glycopeptides pour les especes E.gallinarum, E.casseliflavus,

E .flavescens.

En plus de cette résistance naturelle de bas niveau, les entérocoques peuvent
acquérir des résistances de haut niveau et des résistances a d’autres antibiotiques
pour lesquelsils étaient initialement sensibles (French, 1998) :

» Résistance de haut niveau croisee a toutes les pénicillines (surtout chez E.
faecium) liée a |"hyperproduction de la PLP5. Ainsi, quelques souches d'E.
faecalis produisent une bétalactamase plasmidique similaire a la pénicillinase de
S aureus mais ces souches sont rares (B E Murray, 1992; M L Grayson et al.,
1991; VirginiaD. Wells et al., 1992) .

» Un haut niveau de résistance aux aminoglycosides peut étre acquis par le biais
d une mutation chromosomique (altération du ribosome) ou par acquisition des
plasmides codant une enzyme modifiant les aminoglycosides (AME) (Donad J.
Krogstad et al., 1978; George M. Eliopoulos et al., 1984).

» Une résistance au chloramphénicol, généralement enzymatique et plasmidique
(French, 1998).

» Une résistance a haut niveau a I’ érythromycine et a la clindamycine qui est le
résultat de la dissémination des transposons codant la résistance aux

Macrolides/Lincosamides /Streptogramines (French, 1998).



Synthese bibliographique

» Larésistance alatétracycline est aussi commune par I’intermédiaire de différents
meécanismes qui peuvent étre transférés par des plasmides et des transposons
(French, 1998).

» Une résistance plasmidique transférable de haut niveau aux glycopeptides
(French, 1998).

tableau | : Mécanismes derésistance des entérocoques aux antibiotiques

Résistance Caractéristigues genes
Naturelle
Béta-lactamines PLPs de bas niveau Chromosomique
Clindamycines Bas niveau Chromosomique
Aminoglycosides Bas niveau due al’imperméabilité Chromosomique
Trimethoprim Résistance in vivo due ala capacité des chromosomique
organismes autiliser des folates exogenes
Quinolones Perméabilité chromosomique
Glycopeptides Bas niveau chez E.cassdliflavus et E. gallinarum ~ Chromosomique gene Van C
Acquise
Bétalactamines Altération de PLP, hyperproduction de B- Chromosomique, transposon, plasmides
lactamase
Aminoglycosides Haut niveau du ala production d AMEs Transposons, plasmides
MLS Méthylation de 23SrARN Transposons, plasmides
Tétracyclines Efflux de I’ antibiotique Genes tet
Chloramphénicol Chloramphenicol acetyltransferase plasmide
Quinolones Haut niveau due & mutation de lagyrase Mutation gyrA (chromosomique)
Vancomycine Phénotypes variées : haut niveau de al’altération  GénesVan A et Van B
delacible.

L’activité bactéricide nécessaire au traitement dinfections sévéres a
entérocoques associe un antibiotique actif sur la paroi a savoir la vancomycine ou une
bétalactamine et un aminoglycoside .Ainsi, I'imperméabilité de la paroi des
entérocoques vis-a-vis des aminoglycosides expliquant leur résistance de bas niveau
est levée par I’ action préalable de la vancomycine ou de la bétalactamine (Buu-Hoi &
Horodniceanu, 1980; Sigler.J & Hessen M.T, 1993; Reina M. Flores et al., 1996 ;
Stosor et al., 1996; Francois-Ngo & Mainardi, 1998) .

Les glycopeptides: vancomycine et teicoplanine, sont les deux seuls
glycopeptides dont peuvent actuellement disposer les cliniciens. Il S agit
d’ antibiotiques actifs sur les bactéries a Gram positif dont I’ usage doit é&treréservé ala
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prise en charge dinfections dues a des germes multirésistants comme les
staphylocoques  méticillinorésistants, les  entérocoques  résistants  aux
aminopénicillines et les pneumocoques résistants a la pénicilline, ou lors du traitement
d'infections séveres a cocci a Gram positif chez des patients alergiques aux
bétalactamines (Rabaud & May, 2000). La vancomycine a éé découverte en 1956.
Elle est naturellement produite par Streptomyces orientalis, micro-organisme isolé
dans une boue provenant de la jungle de Bornéo. La teicoplanine, identifiée en 1978,
est produite par fermentation d'une souche dactinomycetes : Actinoplanes
teichomyceticus. On connait de nombreux autres glycopeptides non disponibles en
meédecine humaine comme |’ avoparcine ou la daptomycine, largement utilisées en
médecine vétérinaire (Rabaud & May, 2000).

Chez les bactéries a Gram positif, les glycopeptides diffusent au sein de la paroi
bactérienne qui est constituée a 90 % de peptidoglycane, et se fixent & leur substrat :
les disaccharides-pentapeptides. Ces disaccharides-pentapeptides sont synthétises au
sein du cytoplasme de la bactérie. |Is franchissent ensuite la membrane cytoplasmique
pour rejoindre la paroi bactérienne ou leur polymérisation permet la synthése du
peptidoglycane (Rabaud & May, 2000) (figurel). Lorsque La bactérie est sensible, le
glycopeptide forme un complexe avec les résidus peptidyl DAla-DAla au niveau des
précurseurs du peptidoglycane lorsgu’ils émergent de la membrane cytoplasmique.
Ellesinhibent ainsi la polymérisation du peptidoglycane (Murray, 2000).

Action de la vancomycine

Cytoplasme

Figure 1: Mode d'action des glycopeptides.
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L'entérocoque est la premiere bactérie connue a avoir acquis une résistance
plasmidique transférable aux glycopeptides (Leclercq & Courvain, 1997). Ces
souches connues sous le nom de VRE (vancomycin resistant enterococci), ont été
décrites pour la premiere fois en France en 1986, soit 30 ans aprés |'introduction de la
vancomycine, mais c’est aux Etats Unis que les ERV ont émergé a la fin des années
1980. On attribue cette émergence a I’ utilisation massive de la vancomycine orale

dansle traitement des infections a Clostridium difficile (Rice, 2001).

La résistance a la vancomycine survient par un mécanisme induisant une
modification de la cible, de nombreuses mutations affectent la terminaison du
peptidoglycane DAla- DAla ne permettant plus la fixation des glycopeptides. Cing
phénotypes de résistance ont été décrits : VanA, VanB, VanC, VanD et VanE. Leurs
caractéristiques sont exposées dans le tableau |1 (M. D. Collins et al., 1984). La
régulation de ces genes de résistance est complexe. Seuls les phénotypes de résistance
VanA et VanB sont transférables entre les souches. 1ls concernent essentiellement E.
faecium et a un degré moindre E. faecalis. Les phénotypes VanD (E. faecium) et
VanE (E. faecalis) sont acquis mais non transférables et le phénotype VanC est
constitutif (E. gallinarium et E. casseliflavus).

Tableau 1. Caractéristiques de larésistance aux glycopeptides (Vuke-Weledji, 2014)

Caractéristiques Type
VanA VanB VanC VanD VanD
Génétique Acquis Acquis Naturel Acquis Acquis
Fin de D-Ala D-Ala | D-AlaD-Ser | D-Ala D-AlaD-
peptidoglycane DLac DLac DLac Ser
Transférable Oui Oui Non Non Non
CMI (g-ml™)
vancomycine 64 a> 4a>100 2-32 16-64 16
1 000
técoplanine 16-512 0.5-1 0.5-1 2-4 0.5
Sensibilité
vancomycine R R I-R R R
técoplanine R S S S S
Entérocoques faecium faecium | gallinarium faecalis
faecalis faecalis | cassdliflavus | faecium

CMI : concentration minimaleinhibitrice; S: sensible: | : intermédiaire; R :
résistant.




Synthese bibliographique

V1. Etat desinfectionsa ERV en Algérie

En Algérie, le réseau agérien de surveillance de la résistance des bactéries
aux antibiotiques (AARN) n'a signalé que 2 fois I'isolement d'un ERV en Algérie.
Les deux souches isolées Sagissent d Enterococcus faecium résistant a la
vancomycine et a la téicoplanine. La premiere aerte était en Novembre 2010, la
souche a été isolée a partir d’ une hémoculture une enquéte réalisé arévelé qu'il s agit
bien d'un cas autochtone, survenu chez un patient &gé de 47 ans hospitalisé pour
bralure grave La deuxieme alerte était en Mars 2011, la souche a été isolée a partir
d’'un pus de plaie, chez un maade hospitalisé dans le service de médecine interne
d’'un CHU d'Alger. Les deux souches présentent par ailleurs une résistance de haut
niveau aux antibiotiques testés: aminosides (haut niveau de résistance a la
gentamicine, la streptomycine et a la kanamycine), ampicilline, levofloxacin, furanes,
érythromycine, clindamycine, tétracyclines et rifampicine. L’identification et la
caractérisation du géene de résistance ont éé confirmées par PCR au niveau de
I’ Institut Pasteur d’ Algérie.

Cependant, le premier cas d’ Enterococcus faecalis résistant ala vancomycine en
Algérie a é&é rapporté en 2007 suite aux travaux de N. Aggoune et ses collaborateurs
au laboratoire central de I’armée a Alger (Aggoune et al., 2008). Un autre cas de
résistance aux glycopeptides a été recemment signalé par les travaux de Hamidi et ses
collaborateurs en 2013.

La résistance des entérocoques ala vancomycine a coincidé avec |'augmentation
de la prévaence des hauts niveaux de résistance aux aminosides, ceci rend trés
problématique voire impossible le traitement des patients infectés par les VRE
particulierement ceux souffrant de maladies graves (Buu-Hoi & Horodniceanu, 1980;
Reina M. Flores et al., 1996). Ce qui entraine également |'augmentation de la durée
d'hospitalisation et du colt du traitement, d'ou la nécessité de détecter les hauts
niveaux de résistance aux aminosides chez les entérocoques responsables d'infections
ainsi que les entérocoques résistants ala vancomycine (VRE).



Synthese bibliographique

Le but de ce travail vise a éablir un état des lieux des infections dues aux
entérocoques dans la région de Béaia. Pour ce fait, nous avons adopté la
méthodologie suivante :

> Collecte des souches d entérocoques isolées a CHU de Bgaa ‘’Khdlil
Amrane’’
» Caractérisation de leurs profils de résistance aux principaux antibiotiques

utilisés en clinique pour le traitement des infections dues aux entérocoques.

10



Matériel et méthodes

I. Contexte del'éude et lieu de stage

Afin de contribuer afairel’ éat des lieux des infections dues aux entérocoques
dans la wilaya de Béjaia, le laboratoire d'écologie microbienne a ciblé plusieurs
centres de santé. Notre étude s est déroulée au niveau du laboratoire de bactériologie
du CHU Khéellil Amrane a B&aia pour une période alant de janvier alafin d’ avril
2016.

Le CHU Khellil Amrane est crée en 1985 comme un EPH. Au 06 octobre
2009, il est devenu un CHU en vertu du décrit exécutif n° 09-319, composé de divers
services d hospitalisation (médecine interne, chirurgie générale, réanimation,
traumatologie, pédiatrie, neurochirurgie, cardiologie, chirurgie infantile), et de deux
pavillons des urgences (médico-chirurgicale et pédiatrique), regoit environ 700
malades par mois avec une capacité litiere de 244 lits. Un bloc opératoire avec un
personnel médical de toutes les spécialités chirurgicales. Un laboratoire central
composé de quatre unités (microbiologie, biochimie, hémobiologie, parasitologie-
mycologie) avec 45 personnes paramedicales travaillant jour et nuit sous la direction
de médecins spécialistes pour chaque unité, recoit environ 146 prélévements par jour

(externe et interne).
[I. Recueil des souches

Les prélevements des différents services d'hospitalisation sont accueillis au
niveau du laboratoire de bactériologie pour des analyses d'identification et de
caractérisation. Les types de prélévement sont essentiellement urines, pus, sang,
liquide d'ascite, liquide péritonéal, sonde urinaire, collection rétro-périanale, pertes

vaginales.

[1l. ldentification des souches

Afin de caractériser les souches cliniques isolées des différents prélévements
pathologiques, un ensemble d expériences a été effectué. Tout d'abord, les
bactéries ont été isolées sur un milieu d’ orientation (CHROMagar) puis sur un
milieu sélectif (BEA) dans le but de décrire et reconnaitre la forme, la couleur et
les bornes des colonies isolées (examen macroscopique). Par la suite, une

11
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coloration de Gram et un test catalase ont été réalisés sur |I’ensemble des isolats
pour déterminer aussi bien leur type de Gram, leur forme et leur organisation
cellulaire (type d’ agencement), mais également I’ activité de I’ enzyme catalase qui
est un caractere commun au sein d’'un genre bactérien. Aussi, afin de distinguer
entre les entérocoques et les streptocoques, un test de croissance sur un bouillon
hyper salé (6.5% NaCl) et un test de résistance alachaleur ont été établis. Enfin,
une culture sur gélose M17 additionné de tellurite de potassium et une galerie
(API 20 Strep) ont été effectués pour déterminer |’ espéce.

Les tests effectués, leurs principes, les techniques et la lecture des résultats
positifs sont résumeés au tableau suivant :

Tableau |11 : Testsd identification des souches d’ entérocoque.

12
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Test

Principe

Technique

Lecture

CHROM agar
Orientation™

Un milieu non sélectif servant a
Iisolement, a lidentification directe, le
mélange chromogene se compose des
substrats  artificiels (chromogenes), qui
liberent des composés de diverses couleurs
lors de la dégradation causee par des enzymes
microbiennes spécifiques, ce qui permet de
différencier directement certaines espéces et
de détecter  certains  groupes de
microorganismes avec un nombre limité de
tests de confirmation.

Gélose BEA*

Bile: Inhibe la croissance des bactéries autres
gu’intestinales.

Esculine : Polyoside complexe que les
streptocoques fécaux et les entérocoques
hydrolysent en libérant de I’ aglucone qui
donne une coloration noire en présence de sel
defer.

Azide de sodium : Inhibe la croissance des
bactériesa G-.

Ensemencer |’ inoculum en surface et
réaliser un isolement selon la méthode
des quadrants.

Incuber a 37°C/24h.

Petites colonies bleu-vert indiquant la
présence des entérocoques.

Petites colonies tranglucides
entourées d’un halo noir indiquant la
présence des entérocoques.

13




Matériel et méthodes

Coloration de
Gram

Différencier entre deux grands groupes
bactériens : bactéries a Gram positif et les
bactéries a Gram négatif

Réalisation de frottis.

Coloration VLAF

(violet de gentiane, Lugol, alcooal,
fuschine)

Observation microscopique a
I"immersion x100.

A |’ observation, les bactéries a
Gram positif gardent leur coloration
violette ; aprés une décol oration par
I”alcool par contre les bactéries a
Gram négatif sont décolorées par
I”alcool et seront teintées par la
fuschine. Elles apparaitront en rose
ou rouge.

Test de catalase

Le catalase est une enzyme qui détruit les
peroxydes toxiques pour les bactéries.

Elle catalyse latransformation de péroxyde
d’ hydrogene en eau avec libération d' O,

2 H,O, — (CGIG'BSE) az2 H-.O + O,

Mettre en contact sur une lame une
colonie avec de I’ eau oxygénée.

Laréaction est positive si on observe
un dégagement gazeux

Bouillon
hypersalé*

Les entérocoques sont tous capables de se
développer en milieu hypersalé (6.5% NaCl)
contrairement aux streptocoques.

Prélever des colonies bactériennes et
I ensemencer dans des tubes de
bouillon hypersalé.

Incubation a 37°C/24h.

Résistanceala
chaleur

Laplupart des entérocoques sont résistants a
un traitement de températures 63°C pendant
30min.

Ensemencer des tubes de milieu M17*

avec une suspension bactérienne.
Placer les tubes dans un bain-marie a
63°C /30min.

Aprés 30min refroidir immédiatement
avec de |’ eau de robinet.

Incuber &37°C /24h.

L'apparition de trouble dans les tubes
correspond a la croissance des
microorganismes (la bactérie est
résistante au traitement)
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Test au tdlurite

Les souches d'E .faecalis sont les seules
capables de se multiplier en présence de

Un volume de 5 ml tellurite de K™ est
rgjouté dans un volume de 170 ml de
gélose M17agar puis ensemencé en

L’ apparition de colonies noires

de potassium tellurite de potassium en donnant des colonies | surface par la bactérie en question. indique la présence ' E.faecalis.
noires. Incuber a37°C/24h.
APl 20 Strep est un systeme standardisé
associant 20 tests biochimiques permettant de Les réactions produites pendant la
faire un diagnostique de groupe ou d’ espéce période o' incubation se traduisent par
pour la plupart des  streptocoques et des virages colorés spontanés ou
. enterocoques. révélés par I’ addition de réactifs.
La galerie APl | La gaerie APl 20 Strep comporte 20 La lecture de ces réactions <e fait a
20 Strep microtubes  contenant les  substrats Faide du tableau de lecture et

déshydratés pour la mise en évidence
d activités enzymatiques ou de fermentation
de sucres.

Les tests enzymatiques sont inoculés avec
une suspension dense, réalisee a partir d’'une
culture pure. Incubation 24h / 37°C.

I"identification est obtenue a I’ aide du
catalogue analytique ou d'un logiciel
d’identification.

*La composition de ces milieux est donnée en Annexe L
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IV. Etude delasensihilité des entérocoques aux antibiotiques
IV.1. Antibiogramme

Au cours de notre étude nous avons déterminé la sensibilité des souches
d entérocoques vis-a-vis 7 antibiotiques (tableau V) appartenant a différents familles
par la technique d’ antibiogramme standard par diffusion sur gélose Mueller Hinton

salon les recommandations de CLSI.

Tableau IV : laliste des antibiotiques testés sur les entérocoques.

Famille Antibiotique Abréviation Charge dedisgue (ug)
B- Lactamines Ampicilline AMP 10
Aminosides Gentamicine Haut niveau GEH 120
Macrolides Erythromycine ERY 15
Nitrofurantoines Furanes NIT 300
Cyclines Tétracycline TCY 30
Glycopeptides Vancomycine VAN 30
Phénicolés Chloramphénicol CHL 30

+ Réalisation de I’ antibiogramme

A partir des cultures de 24h, nous avons réalisé une suspension bactérienne en
dissociant quelques colonies identiques et bien séparées dans 3 ml deau
physiologique stérile. A partir de cette suspension, on ensemence les boites de
gélose Muller Hinton al’aide d’un écouvillon stérile en réalisant trois couches de
stries serrées en retournant la boite 45° pour chaque couche. A I'aide d'une pince
stérile, on dépose les disques d' antibiotiques et on incube les boites a 37°C
pendant 18 & 24h.

s Lecture

On mesure a |I’aide d une regle les différents diametres des zones d'inhibition
obtenus autours des disques d antibiotiques. L’interprétation en sensible (S)
intermédiaire (1) ou résistant (R) est effectuée selon les criteres définis par La
CLSI (Annexell).
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IV.2. Recherche de |a bétal actamase

La recherche de la sécrétion de B-lactamase est obligatoire pour toute souche
de N.gonorrhoeae, Haemophilus spp, Branhamella catarrhali, Enteroccocus spp,

Saphyloccocus spp.
Test detréfle

Technique:

On ensemence une souche de Saureus ATCC 25923 (sensible ala pénicilline) sur une
gélose Muller Hinton puis on applique un disque d ampicilline au centre de la boite.

Sur ce couche, on ensemence en stries (du centre de la boite a la périphérie) la souche
atester, une souche témoin négatif S.aureus ATCC 25923, une souche témoin positif
Saureus ATCC 43300 (résistante alaméticilline). Incuber la boite 18h a 35°C.

Lecture:

La production de B-lactamase (pénicillinase) par la souche a étudier et la souche
témoin positif induit la culture de la souche témoin négatif (sensible a la pénicilline)

jusqu'au contact de disque d’ ampicilline.
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[ Collecte et caractérisation des souches bactériennes

Au cours de notre étude, réalisée dans le laboratoire de microbiologie du

CHU Khalil Amrane de Bgjaia, 22 souches d’ entérocoques ont été collectées a partir

de différents prélévements pathol ogiques, dont 19 durant |a période de notre stage (de
Janvier a Avril 2016) et 03 de I’ ancienne collecte datant d’ Avril a Décembre 2015.

L’ensemble des résultats de la caractérisation biochimique des souches

cliniquesisolées au CHU de Bejaia, obtenus sont rapportés dans | e tableau suivant :

Tableau V : caractérisation des entérocoques isolés au CHU de Bejaia

Croissance Test de Résistance
N°de Origine Gram Isolement Catalase sur bouillon telluritede ala
souche sur BEA hypersalé potassium chaleur
6.5% NaCl

1 Pus + + - + + +

2 Pus + + - + + +

3 Pus + + - + + +

4 Pus + + - + + +

5 Liquide + + - + + +
d'Ascite

6 liquide + + - + + +
péritonéal

Pus + + - + + +

8 Sonde + + - + + +
urinaire

9 Pus + + - + + +

10 Pus + + - + + +

11 Urine + + - + + +

12 perte + + - + + +
vaginae

13 Pus + + - + + +

14 Pus + + - + - +

15 Sang + + - + + +
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16
17
18

19
20
21
22

hémoculture + + -
hémoculture + + -
collection + + -
retro
périanale
Pus + + -
Pus + + -
Pus + + -
hémoculture + + -

L’ examen macroscopique des colonies isolées sur le milieu CHROMagar
Orientation montre des colonies de petite taille bleu-vert. (Figure 2).

Figure 2 : Aspect des entérocoques sur milieu CHROMagar.

L'isolement sur le milieu BEA montre des petites colonies transucides
entourées d’un halo noir (Figure 3).
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Figure 3: Isolement des entérocoques sur gélose BEA.

L’ aspect microscopique des bactéries apres la coloration de Gram a révélé
des formes cellulaires en cocci, disposees en paire (diplocoques) ou en courtes
chainettes de couleur violette (Figure 4). Par conséquent, ce sont des bactéries a Gram
positif.

Figure 4: Entérocoques observés sous un microscope optique apres coloration de
Gram (X100).

Le résultat du test de catalase S est révél é négatif pour toutes |es souches, ce qui

lai sse suggeérer que ces bactéries sont soit des entérocoques soit des streptocoques.

Les entérocoques et les streptocoques partagent les mémes criteres
macroscopiques et microscopiques. Afin de différencier entre ces deux genres, deux
tests ont été réalises, le test de résistance a la chaleur et de croissance sur le bouillon
hypersalé. Dans notre étude, les résultats de ces deux tests montrent que toutes les

souches testées résistent au traitement thermique et croissent sur un milieu hypersalé
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(Figure 5). Ces résultats suggerent que toutes les souches appartiennent au genre

Enterococcus. Les colonies ont alors été utilisées pour |'identification de I'espece.

Wl .

|

Figure 5: Résultats des tests de croissance sur BHS.

Les colonies pures qui ont é&é ensemencés sur la gélose M 17 glucosé
additionné de tellurite permet d'identifier Enterococcus faecalis qui est la seule espece

parmi |les entérocoques qui noircit la gélose tellurite (figureb).

Figure 6 : Croissance d' E. faecalis sur milieu M17 additionné de tellurite.

Parmi nos 22 souches collectées, 21 souches ont présenté un résultat positif a
ce test ce qui montre qu'ils appartiennent a I’espece E.faecalis. Pour la souche

présentant un résultat négatif acetest, identification par delagaerie APl 20 STREP
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a éeé effectué et lecture a I'aide d'un logiciel montré qu'elle s agit d'E .faecium
(figure 7).

Le résultat de cette identification est présenté dans lafigure 8.

Figure7: Lagaerie APl 20 STREP de la souche E .faecium.

Figure 8 : Répartition des souches selon |'espéce.

M E.faecalis W E.faecium

4,55%
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I1. Etude épidémiologique des infections a entérocoque

Selon les résultats d’ une étude de prévalence des infections bactériennes au
niveau de CHU Khalil Amrane de Béaia d' une période d’une année (Avril 2015-
Avril 2016). Les genres impliqués sont en ordre décroissant : Escherichia coli
(23,91%), Staphylocoque (20,49%), Enterobacter (9,82%), Klebsiella (9,39%),
Proteus (9,07%), Entérocoque (8,64%), Streptocoque (7,04%),...€tc. (figure 9).

B TAUX D'INFECTION

Acinetobacter 5.10%
Klebsiella
Pseudomonas
Enterobacter
Proteus
Salmonella
Staphylocoque 20.49%
Enterocoque
Streptocoque

E.coli 23.91%

Figure 9 : principaux micro-organismes responsables des infections au niveau de
CHU deB¢gaia

Afin de faire mieux |’ état des lieux des infections a entérocoques, les résultats
d’ une étude rétrospectif de 9 mois alant d’ Avril a Décembre 2015 a partir de
I’archive de laboratoire (registres, fiches de renseignements) viennent s gouter aux
résultats obtenus durant la période de notre stage a |I’aide des fiches signal étiques
(Annexe 111), et par conséquent nous avons pu analyser notre population de maniere
assez précise. Au total, 65 cas d'infections a entérocoques sont enregistrés pendant

une période d'année.

L es renseignements collectés sont présentés en Annexe V1.
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I1.1. Répartition des souches selon type d' infection

Les résultats de notre éude montrent que les infections du pied diabétique sont
les plus dominantes par apport aux autres infections avec une fréquence de 29%, suivi
par les infections des plaies chirurgicales avec une fréquence de 19%. Les infections
urinaires et les bactériémies prennent la troisieme place avec une fréquence de 10%
chacune. Les autres types d'infection surviennent rarement avec des fréquences
faibles (Figure 10).

H pied diabétique

594 3% 2% m néoplasie du colon

()

2% 2% 5% M plaie chirurgicale infecté

2%
2%

298%

M infection urinaire
M spina bifida
M bactériémie

H infection sur cathéter

M escarre
gangrene

M abcé profond

Figure 10: Répartition des souches selon le type d'infection.

11.2. Répartition des souches selon le service d" hospitalisation

Lafigure 11 montre que les infections a entérocoque sont plus fréquentes au
niveau du service de médecine interne avec 17 isolats, suivi par le service de chirurgie
générale avec un nombre de 11 isolats, en troisieme place le pavillon d urgence et le
service de pédiatrie avec 08 isolats, les autres services présentent un nombre d'isolats

plus bas.
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B Nombre d'isolats

Figure 11 : Répartition des souches selon e service d' hospitalisation.

I1.3. Répartition des souches selon le type de prélévement

Dans notre étude, la répartition des isolats cliniques collectés a partir des
différentes origines de prélévement montre une dominance stricte des souches isolées
a partir du pus avec une fréquence de 84%. Les souches isolées des hémocultures et
celles d’ origine urinaire représentent des fréquences de 9% et de 5% respectivement.
La fréquence la plus faible concerne les souches isolées a partir de liquide péritonéae

avec une fréguence de 2% uniquement (Figure 12).

2%

M pus
B hémoculture
m liquide péritonéale

mECBU

Figure 12 : répartition des souches selon I’ origine du prélévement.
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I1.4. Caractéristiques de la population étudiée

> Selon lesexe:

Sur 65 malades, 39 sont du sexe masculin (60%) et 26 du sexe féminin (40%)
(Figurel3).

100.00%

50.00%

0.00%

homme

Sexe

Figure 13 : Répartition des souches selon e sexe des patients.

» Selonl'age:

Nos résultats montrent que toutes les catégories d’'age sont touchées, nous
constatons que la tranche d'é&ge alant de 15ans-34ans est la plus touchée avec un

taux |égerement élevé par apport aux autres (figure 14).

28.13%

30.00% - - 26.56%
25.00%

25.00% -

20.00% -

15.00% -

10.00% -

5.00% -

0.00% T T T f
1j-14 ans 15ans-34ans  35ans-64ans  65ans et plus

Figure 14 : Répartition par tranche d'ége des patients.
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[11. Etude de larésistance des entérocoques aux antibiotiques
Lasensibilité alavancomycine et al’ampicilline a é&é déterminée vis-a-vis 19
souches, la résistance a la gentamycine de 17 sur 19 souches, cele au

chloramphénicol envers 16 sur 19 souches, al’ érythromycine et alatétracycline de

13 sur 19 souches et seulement 8 sur 19 souches ont été testées pour la Furanes.

Lafigure 15 représente le profil de résistance des souches d’ entérocoques isolées
des différents types de prélevement. Parmi les souches analysées, aucune n'a été
sensible al’ensembl e des antibiotiques testés. La résistance a été plus éevée vis-avis
de I’ érythromycine avec un taux de 61,54%, suivi de la gentamycine haut niveau avec
35,29%, la tétracycline est en troisieme place avec un taux de 31,54%, suivi par
I’ampicilline avec un taux de 26,32%. D’ apres les résultats de test de trefle toutes les
souches sont pénicillinase négatives (figure 16). Les taux de résistance les plus bas
concernent la furanes et le Chloramphénicol avec des taux de 12,50% et 6,25%
respectivement. Deux souches uniquement présentant un diametre d inhibition réduit
correspondant une résistance intermédiaire une a la vancomycine et une autre a la

gentamycine de haut niveau.

100.00%
90.00%
80.00%
70.00%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%
10.00%

0.00%

Amp GHN ERY NIT TCY VAN CHL

H Sensible 73.68% | 58.82% | 38.46% | 87.50% | 38.46% | 94.74% | 93.75%

M Intermédiaire| 0% 5.89% 0% 0% 0% 5.26% 0%
résistant 26.32% | 35.29% | 61.54% | 12.50% | 31.54% | 0.00% | 6.25%

Figure 15: Taux de résistance et de sensibilité des souches d'entérocoques vis-avis
des antibiotiques.
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S1 et S2 : souches testées)

Figure 16: Résultat négatif du test de tréfle. (T+ : témoin positif, T- : témoin négatif.

La sensihilité des souches d'entérocoques par rapport a certains types de
prélévement (pus et le sang, les urines, lesliquides péritonéaux) est représentée dans
le tableau suivant :

Tableau VI : répartition des taux de résistance selon le type de pré évement.

ATB

AMP
10
GHN

ERY

NIT

TCY

VAN

S
8/12
(66,67%)
410
(44%)

3/7
(42,86%)
3/4
(75%)
3/7
(42,86%)
12/12
(100%)

Pus
I R
0/12 | 4/12
(33,33%)
/10
5/10
(50%)
o7 a7
(57,14%)
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Reésultats
CHL 9/10 0/10 1/10 V1| 01 01 4/4 0/4 04 | 11

(90%) (10%) (100%) (0%)

ND : Non Déter miné

D’apres le tableau ci-dessus, les souches d entérocoques multirésistantes sont
majoritairement isolées a partir des deux produits pathologiques : pus et sang. Concernant
I’ampicilline et la gentamycine, le taux des souches résistantes est plus élevé dans le pus
gue dans le sang avec 33,33% contre 25% pour |’ampicilline, et 50% contre 25% pour la
gentamycine. Cependant, la résistance a latétracycline et al’ érythromycine est plus élevée
chez les souches isolées a partir du sang avec le méme pourcentage (75%). Les souches
résistantes aux furanes et au chloramphénicol sont trouvées uniquement dans le pus avec
des pourcentages de 25% et 10% respectivement. Pour la vancomycine, la souche

présentant une résistance intermeédiaire est d’ origine urinaire.
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Les deux espéces d entérocoque fréguemment rencontrés dans les isolats
cliniques sont : E.faecalis et E.faecium avec un pourcentage de plus de 90% (Bouvet
& Couvry, 1994). Notre étude révele une dominance de |’ espéce E.faecalis, ce résultat
est similaire aux résultats montré au CHU de Annaba en 2012 (Djahmi et al., 2012),
et en Espagne en 2014 (Medell et al., 2014), Une étude en Egypte en 2015 (Yassin et
al., 2015) montre le méme résultat. Une étude épidémiologique mené par six pays
européens en 2014 montre une dominance de |’ espéce E.faecalis avec un pourcentage
de 89% (Tornero et al., 2014).

En 1996 une étude épidémiologique dans les hopitaux de I'Est de la France
montre gue les infections urinaires présentent plus de la moitié des cas d’'infection
(55,9%) (Les entérocoques : épidémiologie dans les hdpitaux de I’ Est de la France en
1996: Réseau franc-comtois de lutte contre les infections nosocomiales, 1998). Ces
mémes résultats ont été rapporté aux Etat Unis en 1999 (Low DE et al., 1999).
Cependant, dans notre éude le taux des infections du pied diabétique avec un
pourcentage de 29% est plus élevé par apport a celui des infections urinaires avec un
pourcentage de 10%.

Dans notre étude le service le plus touché par les infections a entérocoques est
celui de médecine interne avec un pourcentage 26,15%. La majorité des activités de
ce dernier est représentée par I'accuell des patients consultants aux Urgences et
nécessitant une hospitalisation pour des motifs aussi divers qu'un syndrome
coronarien aigu, une phlébite, une ischémie aigue d’un membre, une insuffisance
cardiaque, un accident vasculaire cérébral, décompensation aigue du diabete sucré, les
pathologies gastro-intestinales, une maladie cancéreuse,... La Médecine Interne prend
en charge dans leur globalité ces patients, notamment quand plusieurs pathologies

associ ées rendent les choses complexes.

Nos résultats sont similaires & ceux retrouvés en France en 1996 et au CHU de
Annaba en 2012 ( Les entérocoques: épidémiologie dans les hopitaux de I'Est de la
France en 1996: Réseau franc-comtois de lutte contre les infections nosocomiales,
1998 ; Djahmi et al., 2012) avec des pourcentages de 42% et 40% respectivement.
Cependant, une autre éude réalisée par Medell et ses collaborateurs a montré gue le
service de soinsintensif est le service le plus touché avec un taux de 50% (Medell et
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al., 2014). Nos résultats sont probablement expliqués par |’ hospitalisation des
patients diabétiques au niveau de ce service.

D’ apres nos résultats, les entérocoques sont plus isolés a partir de pus suivi par
I hémoculture avec des pourcentages de 84% et 9% respectivement. Nos résultats sont
différents de ceux retrouvés au CHRU de Montpellier a Paris en 1993(Streff et al.,
1996) et au CHU de Annaba en 2012 (Djahmi et al., 2012) ou I'isolement des
entérocoques est dominant dans les prélévements urinaires avec des taux de 53%et

de 68% respectivement.

Une étude épidémiologique qui a éte faite dans les hdpitaux de I’ Est de France
en 1996 montre que I’infection a entérocoque est plus élevée chez les patients de plus
de 60 ans (terrain fragilisé) (Les entérocoques. épidémiologie dans les hopitaux de
I'Est de la France en 1996: Réseau franc-comtois de lutte contre les infections
nosocomiales, 1998). Cependant, notre éude montre des pourcentages rapprochés
entre les différentes catégories d' age avec une différence de plus ou moins 5%. Cela
peut sexpliquer par le terrain fragilise de la population étudiée qui s agit des
patients hospitalisés présentant des maladies sous-jacentes (diabéte, cancer du colon,
insuffisance rénale, insuffisance cardiagque, plaies chirurgicales...).

Le taux des infections enregistré chez les patients de sexe masculin (60%) est
supérieur a celui enregistré chez le sexe féminin (40%). Cependant dans des études
faites en France en 1998, et en Algérie en 2012 (PAPA Abdoulaye, 23 Juillet 1998;
Djahmi et al., 2012), le sexe féminin est le plus dominant avec des pourcentages de
75% et 56% respectivement.

Dans notre éude, le taux de résistance a |’ érythromycine est de 61,54%. Ces
résultats sont approximativement proches de ceux retrouvés en France en 1998, en
Algérie en 2012, et en Egypte en 2015 (PAPA Abdoulaye .,1998 ; Djahmi et al.,
2012 ; Yassinetal., 2015).

Les résultats montrent une résistance a l’ampicilline et a la furanes de 26,32%
et 12,5% respectivement. Ces résultats rapprochent de ceux retrouvés au CHU de
Annaba en 2012 avec des taux de 30,4% et de 19,2% respectivement (Djahmi et al.,
2012).
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Concernant I’ampicilline aucune souche n’a présenté une résistance par production
de beta-lactamase.

Le taux de résistance a la tétracycline est de 31,54%. Ce taux est inferieure a
celui rapportés en France en 1998 avec 80%(PAPA Abdoulaye LO, 1998), et en
Algérieen 2012 avec 82,4% (Djahmi et al., 2012).

La résistance de haut niveau a la gentamycine présente un taux de 35,29%. Ce
résultat se rapproche de celui retrouvé en France en 1998 avec un taux de 37% (PAPA
Abdoulaye , 1998). Cependant, d’ autres études faites en Algérie en 2012 (Djahmi et
al., 2012), en Espagne 2014 (Medell et al., 2014) et en Egypte 2015 (Yassin et al.,
2015) ont présentés des taux plus élevés de résistance avec des pourcentages de
54,4%, 66% et 56% respectivement. Il ressort de ce résultat qu’il existe encore une
certaine variation de la résistance a la gentamycine d’'un pays a |’ autre. En outre, la
principale conséquence de |’apparition des hauts niveaux de résistance a la
gentamycine est la levée de I’ action synergique bactéricide nécessaire au traitement

des infections sévéres a entérocoque.

Les souches d entérocoques expriment un niveau élevé de sensibilité au
chloramphénicol (93,75%), ce qui est proche des résultats rapportés en Algérie avec
un taux de 85,6% (Djahmi et al., 2012) , et en Egypte avec letaux 84% (Yassinet al.,
2015).

Quant ala sensibilité ala vancomycine, parmi 19 souches testées, seulement une
souche a présentée une résistance intermédiaire, les autres sont nettement sensibles.
Nous pouvons également comparer nos résultats a ceux décrits ailleurs. En effet,
méme si |’incidence des souches VRE est en progression au Etats-Unis comme c’ est
décrit dans lalittérature (Mayhall, 1996; O. Lesens., 2009; PAPA Abdoulaye.,1998 ;
Stosor et al., 1996). Une étude multicentrique frangaise n’ a rapporté que deux souches
résistantes parmi 1310 souches d' Enterococcus faecalis (Leclercq, 1994; Streff et al.,
1996). En 2012, d aprés une éude mené au CHU de Annaba le taux de résistance ala
vancomycine était faible (3,2%) (Djahmi et al., 2012). Cependant, en 2014 en
Espagne, un taux élevé de 50% a été retrouvé (Medell et al., 2014). En 2015 en
Egypte, un taux bas de 2% a été rapporté (Yassin et al., 2015). C' est dire donc que le
taux de prévalence des souches VRE reste encore tres faible dans notre pays.
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L’objectif de ce travail était de faire un éat des lieux des infections a
entérocoques dans la région de Bé&aia ainsi que I'éude de la prévalence de la
résistance de ces bactéries aux antibiotiques principalement & la vancomycine, aux
bétalactamines et celle de leur haut niveau de résistance aux aminosides.

Cet objectif trouve tout son intérét et son importance dans le fait que le
traitement de référence d'infections séveres a entérocoques reposait jusqu'a présent sur
une association synergique bactéricide entre un agent actif sur la paroi (vancomycine
ou bétalactamine) et un aminoside et que par consequent des souches d'entérocoques
ayant résisté a l'un ou a l'ensemble des antibiotiques précités peuvent causer de
multiples infections sévéres communautaires et nosocomiales dont le traitement est
tres difficile voire problématique.

D’ aprés notre étude, deux espéces seulement ont été incriminés dans les infections
a entérocoques, E .faecalis et E .faecium, avec la prédominance d'E .faecalis
(95,45%). Le diagnostic d’'une infection a entérocoque est majoritairement positif
dans les prél évements provenant de service de médecine interne (17 isolats) suivi par
le service de chirurgie générale (1lisolats). La principae origine d’isolement est le
pus avec un taux de 84%. Toutes les catégories d’ ages sont touchées sachant que tous
les patients présentant une infection dans notre étude ont des antécédents
pathologiques (diabéte, insuffisance rénale, cancer du colon, malades
cardiagues,...etc.).Ainsi, les deux sexes ont été presque également exposés.

L’ étude de profil de résistance montre qu’aucune souche n’'a été sensible a
I”’ensemble des antibiotiques testés. Le plus intéressent dans notre étude, une souche
qui présentait une résistance intermédiaire a la vancomycine. Nous avons éga ement
noté une assez bonne efficacité du chloramphénicol et de furane avec des taux de
sensibilité de 93,75% et 87,50% respectivement. Le taux de résistance le plus élevé
concerne I’ éythromycine avec (61%) suivi par une résistance de haut niveau a la
gentamycine (35,29%), latétracycline (31,54%), I’ampicilline (26,32%).

Ces résultats nous donnent a penser que le taux de prévalence de la résistance a
la vancomycine chez les entérocogques demeure encore trés faible dans la région de
Bgaia et que cet antibiotique reste efficace sur les entérocoques. Par contre pour
I’ érythromycine, la gentamycine, la tétracycline et |I'ampicilline I'attention , et
principalement celle du clinicien , mérite d'étre attirée. Ainsi la prescription

ampicilline-gentamicine telle que réalisée au niveau de nos hopitaux devrait
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dorénavant étre assujettie a une détection systématique d'un haut niveau de résistance
aux aminosides ains que la résistance a I'ampicilline par le laboratoire de
bactériologie qui pourraient également de ce fait contréler la prévaence des
phénotypes de résistance a haut niveau et ains bien conseiller le clinicien dans le
choix du traitement approprieé. Nous pensons également que la furane et le
chloramphénicol avec leur assez bonne activité devrait faire l'objet d'étude
d'association avec d'autres agents dans le traitement des infections a entérocoques.
L'absence de résistance ala vancomycine ne doit nullement exclure des mesures

(1

préventives du fait que des souches VRE résistant "a tout” ont été décrites dgja dans
d’ autres pays. Parmi ces mesures préventives appliquées surtout al'hépital du fait d'un
plus grand risque d'apparition de résistance due a la pression de sélection imposée par
I'utilisation courante d'antibiotigues nous pouvons noter :
» Un usage approprié de la vancomycine dans des cas bien déterminés:
* Le traitement dinfections séveres dues aux germes a Gram positif résistant aux
bétal actamines
* Allergie aux bétalactamines
» Des programmes d'éducation pour le staff hospitalier incluant tous les acteurs
sur I'épidémiologie des VRE et leur impact sur le codt et I'efficacité des soins.
> Le rble du laboratoire de bactériologie dans la détection, la publication et le
controle des VRE.
Pour terminer, nous pensons que ce travall qui rentre dans le cadre de
surveillance de la résistance des germes aux antibiotiques, devrait étre réalisé
périodiquement pour pouvoir fournir aux cliniciens des données nécessaires pour

I établissement d’ une antibiothérapie efficace.
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ANNEXE | : Lacomposition des milieux de culture utilisés.
Milieu M 17 agar
S TTYPIONE. .. e e e 2.50g
- Peptone pepsiquede viande. ..o 2.50g

- Peptone papainique de soja.........o.ccovviiiiieie i i ea e 00,000

- Extrait autolytique delevure......... ..o 2.50g
-Extratdeviande. ... ... 5.00g
- (01 = P 5.00g
- Glycérophosphate de SOdiUMm...... ... e e e e 19.00g
- Sulfate demMagNESIUM.......cuie e e e e e e e e e e e e 0.25g
- ACIAE aSCODIQUE. .. ... et e e e e 0.50g
- Agar baCteriologiqUE. .. ......ovei e 15.00g

Milieu Mudler-Hinton

- HydrolySat aCide de CaSBINE. .. ... ou ettt e e e e e e e e e e ae s 17.59
- INfUSION e VIANTE. .. ... 2.0g
- Amidon
SOIUBDIE. .. e 1.59

- Agar
DACLENTOIOGIQUE. .. ... e e e e e 17.0g

pH de milieu prét a I”’emploi a 25°C:

ceeeenn..25.0g

S U TIYPIONE. .. e e 17.0g
- Peptone pepsiquedeviande.............coociiiiiiiiii e, 3.0g
- Extrait autolytiqguedelevure.............cooiiiiiiiiii 5.09



Bile de beeuf bactériologique............oooviviiiii i
Chlorurede sodium............cccoecviii i i eeeeee2...0.0g
ESCUIINE. .. ..o
Citrate ferriqgue ammoniacal...........c.coooviiiii e, 0.59
AzZIde de SOdIUM... ... e

Agar bactériologique. .........coov i

pH de milieu prét al’emploi a25°C :
Milieu CHROMagar Orientation

pH 6,9+ 0,2

Bouillon hypersalé 6.5 % NaCl

PEPIONE. . . .o

pH 7.1+ 0,2

..10.0g

....1.0g

.....0.159



Annexell

Tableau des valeurs critiques des diamétres des zones d'inhibition pour Enterococcus

SPp-
Antibiotiques Chargedes Diametres critiques (mm)

testés disques R I S
Ampicilline 10ug <1l6 | ... >17
Tétracycline 30 ug <14 15-18 >19
Vancomycine 30 ug <14 15-16 >17
GHN 120 ug <6 7-9 >10
Erythromycine 15 pg <13 14-22 >23
Furanes 300 pg <14 15-16 >17

Chloramphénicol 30 ug <12 13-17 > 18



Annexelll

Fiche signal éique du patient

N° d ordre:

Nom : prénom: Age:

Sexe: F[ ] ™M []

Service: Date d' hospitalisation :
Type de prél évement :

Date de prélevement :

Examen demandé :

Diagnostic clinique:

Antécédents :

Résultats :




ANNEXE VI

Date d’ hospitalisation

Diagnostic

Type de prélévement

Datede

préleveme
nt

1 62 H MIH 03/04/2015 pied diabétique infecté pus 03/04/2015
2 49 F CHUF 06/04/2015 néoplasie du colon + chimiothérapie liguide de drainage 08/04/2015
3 61 H CHUH 10/04/2015 écoulement d'une plaie d'intervention pus 12/04/2015
4 60 H MIH 30/03/2015 pied diabétique infecté pus 17/04/2015
5 60 H ORT 14/04/2015 plaie chirurgicale pus 14/04/2015
6 Adulte H PU 16/04/2015 pied diabétique infecté pus 16/04/2015
7 3 mois H pédiatrie 29/04/2015 syndrome d'infection + suspicion Urine 29/04/2015
d'infection urinaire
8 55ans H MIH 30/04/2015 DT2 (amputation 1/3 moyen de la jambe) pus 30/04/2015
9 5 H Neurochirurgie 25/04/2015 Spina bifida écoulement purulent 28/04/2015
10 27 mois H Neurochirurgie 04/05/2015 Hyperthermie Sang 06/05/2015
11 Nouveau- H Pédiatrie 20/05/2015 Suspission d'infection urinaire urine 25/05/2015
né
12 Adulte H MIH 24/05/2015 ulcére du talon (DT2) pus 25/05/2015
13 9 mois H Pédiatrie 22/05/2015 IRC Cathéter central 5/06/1015
14 70 F MIF 25/06/2015 pied diabétique pus 27/06/2015
15 87 F MIF 24/06/2015 gangreéne infecté pus 25/06/2015
16 61 F MIF 17/06/2015 infection du gros orteil (Dt2) pus 18/06/0215
17 Adulte F MIF 17/06/2015 pied diabétique pus 17/06/2015
18 89 F Bloc op 16/06/2015 escarre des crétes iliaques infectées pus 16/06/2015
19 Adulte H PU 08/06/2015 masse sous scapulaire dure avec contexte pus 08/06/2015




fébrile

21 adulte H CHUH 14/07/2015 néoplasme du rectum Pus 14/07/2015
22 adulte H uMc 14/07/2015 Pied diabétique Pus 14/07/2015
23 65ans H CHUH 19/07/2015 néoplasme du colon, restriction tumorale, Pus 27/07/2015
plaie infectée
24 30 mois H Pédiatrie 26/07/2015 pustuleuse de la face Pus 26/07/2015
25 adulte H CHUH 17/07/2015 néoplasme du rectum pus 17/07/2015
26 adulte F MIF 17/08/2015 pied diabétique pus 17/08/2015
27 44ans H MIH 13/08/2015 pied diabétique pus 15/08/2015
28 87ans F MIF 13/09/2015 pied diabétique pus 13/09/2015
29 adulte F EXT 15/09/0215 pertes vaginales pertes vaginales 15/09/2015
30 54ans H CHIH 09/09/2015 abcés périanale pus 09/09/2015
31 adulte F umMcC 07/09/2015 pied diabétique Pus 07/09/2015
32 63ans H CHUH 16/09/2015 abcés de la marge anale pus 19/09/2015
33 3 mois H CCl 14/09/2015 sepsis de la paroi Liquide de plaie op 15/09/2015
34 48ans F Bloc op 02/09/2015 collection rétropérianale  01/10/2015
35 76ans F chirurgie 27/09/2015 plaie chirurgicale infectée pus 01/10/2015
générale

36 Enfant F Pédiatrie Fievre prolongée hémoculture

37 agé H MIH 03/10/2015 pied diabétique pus 04/10/2015
38 Adulte H MIH pied diabétique pus

39 Adulte H Réanimation 23/11/1015 asthme respiratoire chronique pus (paroi abdominal) 26/11/2015
40 78 H NCH 23/11/2015 fievre+ céphalées urine 25/11/2015
41 49 H CHOH 18/11/2015 plaie chirurgicale pus 18/11/2015
42 13 H ccl 1/11/1015 jujénostromie suite a une perforation suintement issue de la 01/11/2015

intestinale post traumatique bouche du jéjunostromie

43 87 F MIF 08/12/2015 pied diabétique pus 09/12/2015
44  adulte H PU Brulure infectée pus




45 87ans F MIF 08/12/2015 pied diabétique infecté pus 09/12/2015
46 1an H ccl 18/01/2016 brulure surinfectée pus 18/01/2016
47 33 ans H CHUH 29/01/2016 sepsis rachis dorsal pus 29/01/2016
48 66 ans H MIH 01/02/2016 pied diabétique pus 01/02/2016
49 82ans H PU 08/02/2016 suspision d'infection de LA Liquide d'Ascite (ponction) 08/02/2016
50 36ans F CHUF 20/01/2016 péritonite post-op j9 liquide péritonéal 10/02/106
(ponction)
51 58jrs H Pédiatrie 14/02/2016 Plaie infectée pus 14/02/1016
52 adulte F Cardiologie 10/12/2016 ST+CIV large Sonde urinaire 17/02/2016
53 Adulte H PU abcé sous cutané sur cicatrice chirurgicale pus 15/02/2016
54 52ans H MIH 11/02/2016 pLaie infectée pus 17/02/2016
55 ADULTE F Externe urine 18/02/2016
56 57ans F Externe perte vaginale (pus) 21/02/2016
57 10 mois H Pédiatrie 19/02/2016 abcé périanale pus 21/02/2016
58 70ans F PU 25/02/2016 hydronéphrose pus 25/02/2016
58 65ans H Réanimation 23/02/2016 arrét cardiorespiratoire sur OAP massif+ sang 27/02/2016
hyperthermie
60 2moisl/2 F Pédiatrie fievre mal tolérée hémoculture 21/03/2016
61 37ans F Réanimation 31/03/2016 hémoculture 01/04/2016
62 40ans F bloc opératoire 02/09/2015 collection retro périanale  01/10/2015
(pus)
63 76ans F chirurgie 23/09/2015 plaie chirurgicale infecté pus 01/10/2015
générale
64 34ans H chirurgie 10/03/2016 sepsis hanche gauche sur PTH PUS 13/03/2016
orthopédique
65 3lans F Gynécologies 19/04/2016 suppuration de la paroi (pus de la pus 19/04/2016
cicatrice)
66 nvné F néonatologie 12/04/2016 fievre mal tolérée hémoculture 12/04/2016




Résumé

Ce travail effectué au CHU Khail Amrane de B&aia avait pour objectif
d établir un état des lieux des infections a entérocoques dans la région de Bgaia.
L’ ensemble des résultats montrent que la majorité des souches sont isolés a partir de
pus avec un taux de 84%. Deux especes seulement ont été incriminées: E.faecalis
(95,45%) et E. faecium (4,55%). La majorité des prélevements proviennent du service
de médecine interne (11 isolats) représenté par les infections de pied diabétique avec
un taux de 29%. L’ége et le sexe des patients ne sont pas considérés comme un
facteur de risque vue I’absence de différence significative. Toutes les souches ont
eXprimes une résistance, au moins, a un des antibiotiques testés. Les taux résistance
les plus élevés concernent |’ érythromycine avec un taux de 61,54%, gentamycine a
haut niveau (35,29%), la tétracycline (31,54%), |I’ampicilline (26,32%). Des taux de
résistance plus bas a la Furanes (12,50%) et au chloramphénicol (6 ,25%) sont
enregistrés. Aucun VRE n’a été détecté. Cependant une souche d' origine urinaire a
présenté une résistance intermédiaire la vancomycine. Ainsi, la résistance des souches
d’ entérocoques isolées au niveau de CHU Khail Amrane vis-avis tous ces
antibiotiques peuvent entrainer un important probleme de santé publique s des
mesures de contréle et de surveillance ne seront pas éablis afin d éviter la

dissemination des souches résistants et prévenir |’ émergence des VRE.

Mots clés : entérocoques, multirésistance aux antibiotiques, émergence, VRE.

Abstract

This work conducted at the University Hospital Khelil Amrane of Begaa
aimed to establish an inventory of enterococcal infections in the region of Bgaia. The
overall results show that the majority of the strains were isolated from pus with arate
of 84%.0nly two species have been incriminated: E. faecalis (95.45%) and E. faecium
(4.55%). The majority of the samples come from the internal medicine service (11
isolates) represented by diabetic foot infections with a rate of 29%.The age and the
sex of patients are not considered as a risk factor view the absence of significant
difference. All strains expressed resistance, at least, to one of the tested antibiotics.
The highest resistance prevalences are erythromycin with arate of 61.54%, high level
gentamycin (35.29%), tetracycline (31.54%) and ampicillin (26.32%).Lower rates of
resistance to furans (12.50%) and chloramphenicol (6, 25%) are recorded. No VRE
was detected. However, a urinary strain showed intermediate resistance to
vancomycine. Thus, the resistance of isolated Enterococci at CHU Khelil Amrane
against these antibiotics can cause a significant public health problem if the control
and surveillance measures will not be established to avoid the dissemination of
resistant strains and prevent the emergence of VRE.

Key words: enterococci, multidrug resistance, emergence, VRE.



