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Introduction

L’introduction des antibiotiques en thérapeutique a permis de réduire
considérablement le taux de mortalité et de morbidité (Carle., 2009). Toutefois,
la prescription importante et parfois inappropriée d’antibiotiques a favorisé

I’émergence de souches bactériennes résistantes (Pitout et al., 2005).

Les entérobactéries ont su développer différents mécanismes de résistance
limitant [’activité des antibiotiques. Ces résistances sont liées a une
imperméabilité et/ou un efflux de [’antibiotique, & la production d’enzymes
inactivatrices (telles que les p-lactamases et les acétyl transférases), a la
modification de la cible (telles que les mutations retrouvées dans la région QRDR
du géne gyrA) ou a la protection de la cible (telle que la protéine Qnr)(Ruppé et
al., 2015, Johnning et al., 2015).

Le début des années 1983 a été marqué par 1’émergence et la dissémination
globale d’un type de PB-lactamases appelé BLSE pour B-lactamases a spectre
étendu. Les BLSE de types TEM, SHV et CTX-M font toutes parties de la classe
A d’Ambler. Les génes codant pour ces enzymes sont tous portés par des
éléments génétiques mobiles sauf Kluyvera sp, ce qui explique leur rapidité de
dissémination. Aujourd’hui les enzymes CTX-M sont les BLSE les plus
répondues dans le monde, notamment les BLSE de type CTX-M-15
(Ruppé.,2010).

Ces dernieres années, la prescription des carbapénémes est devenue de plus
en plus fréquente dans le traitement des infections dues aux bactéries
productrices de BLSE. Cependant, comme pour toutes les f-lactamines mises sur
le marché, des souches résistantes sont apparues (Gall et al., 2011). Chez les
entérobactéries, la résistance aux carbapénémes peut résulter de mécanismes
combinés associant des f-lactamases ayant une trés faible activité de
carbapénemase et une diminution de perméabilité de la membrane externe, ou de
la présence de véritables carbapénemases. Ces dernieres peuvent étre divisées en
trois classes selon Ambler : la classe A telles que les KPC-2 chez Klebsiella
pneumoniae, la classe B de type métallo-p-lactamase telles que les NDM-1 chez

Escherichia coli, ou encore la classe D de type oxacillinase telles que les OXA-
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Introduction

48 les BLSE de types CTX-M-48 chez K. pneumoniae et E. coli (Nordmann et al.,
2010).

La résistance plasmidique aux quinolone (PMQR) a été décrite pour la
premiére fois en 1998 (Martinez-Martinez et al., 1998). Il s’agissait de la
protéine Qnr qui agit par protection de la cible. A ce jour, six grands groupes de
déterminants Qnr ont été décrits: QnrA, QnrB, QnrS, QnrC, QnrD et QnrvVC
(Martinez-Martinez et al.,1998; Jacoby et al.,2006; Hata et al.,2005; Wang et
al.,2009; Cavaco et al., 2009; Xia et al., 2010 et Fonseca et al., 2013). Un autre
déterminant de la résistance plasmidique aux quinolones, I’aminoglycosyl acétyl
transférase Aac(6’)-1b-cr, qui de par ces deux substitutions en acides aminés
Trpl02Arg et Aspl79Tyr, hydrolyse les aminosides (tobramycin, amikacin et
kanamycin), mais aussi les fluoroquinolones hydrophiles (norfloxacine et
ciprofloxacine) (Robicsek et al., 2006). Enfin, les pompes d’efflux d’origine
plasmidique QepA et OqxAB, expulsant I’antibiotique a 1’extérieur de la cellule

bactérienne (Yaman et al., 2007; Hansen et al., 2007).

Face a I’émergence de bactéries multi-résistantes et le manque de nouveaux
antibiotiques sur le marché visant a les combatte, on assiste ces derniéres années a un regain
d’intérét pour I'utilisation des polymyxines, ancienne classe d'antibiotiques cationiques
polypeptidiques cycliques décrite en 1947 (Falaguas et al., 2005). Cette famille d'antibiotiques
compte cing membres soit les polymyxines A a E. Cependant, seules les polymyxines B et E

sont utilisées en médecine humaine et/ou vétérinaire (Hermsen et al., 2003).

La polymyxine E aussi appelée colistine est synthétisée par la bactérie Bacillus
polymyxa.colistinus a était largement utilisée en médecine humaine durant les années 1960s
pour le traitement des infections dues aux bactéries a Gram négatif pendant deux décennies
(années 1960 et 1970). Cependant, di a un fort taux de toxicité chez I'nomme, la colistine fut
vite remplacée au début des années 1970 (Falaguas et al., 2005).

En médecine vétérinaire, la colistine est utilisée en tant qu’antibiotique de premiere
intention pour le traitement des infections digestives a germes sensibles a la colistine tels que
E. coli et Salmonella chez les jeunes animaux de production (porcs, volailles et veaux
majoritairement, mais aussi agneaux et chevreaux) et les équidés (Prescott et Dowling, 2013;
Guardabassi et al., 2008).
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Introduction

Il existe deux formes de colistine disponibles: le sulfate de colistine et le CMS
(colistine méthanosulfonate) qui est la formulation parentérale disponible dans le commerce,
du fait de sa toxicité moindre. La CMS est une prodrogue inactive de la colistine (Bergen et al
., 2006), en solution aqueuse, celui-ci s’hydrolyse spontanément en colistine (forme active)
(Yahav et al., 2012).

La colistine est un antibiotique peptidique ayant un poids moléculaire d’environ 1750
Da. Elle est constituée d’un décapeptide (10 acides aminés) qui contient trois acides aminés
soit la D-leucine, la L-thréonine et 1’acide L-a, y-diaminobutyrique (DAB). Sur le dernier
DAB, on retrouve un lien amine qui le relie a un acide gras (Katz et Demain 1977; Storm et
al. 1977; Falagas et al., 2005). Cet acide gras varie en fonction du type de colistine : un 6-
méthyloctanoyl dans le cas de la colistine A ou un 6-méthylheptanoyl dans le cas de la
colistine B (Bergen et al., 2012). La structure de la colistine méthanosulfonate est tres proche
de la structure de la colistine, les groupements amines (NH2) sont liés a des groupements
méthyle, sulfonate et sodique. Ces modifications la rendent moins toxique (Vaara., 2010). La
structure de la colistine et de la CMS sont présentées dans la figure 1.

La partie cyclique de la colistine constitue la partie hydrophile tandis que la chaine
d’acide gras est hydrophobe. Les groupements NH2 qui sont liés a 1’acide L-
a,ydiaminobutyrique, portent des charges positives responsables de 1’action de la colistine sur

la membrane de la bactérie (Falagas et al., 2005).

La colistine possede une activité bactéricide contre les bactéries a Gram
négatif, plus précisément les entérobactéries a 1’exception des genres Proteus
spp, Serratia spp, Providencia spp et Morganella morganii ol la résistance est
naturelle (Falagas et al., 2010). 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 composeés. Cette interaction provoque un déplacement des cations
divalents Mg2" et Ca2* qui assurent avec les protéines, la cohésion et I’intégrité de

la membrane externe de la paroi des bactéries a Gram négatif.

La partie hydrophobe de la molécule interagit ensuite avec le lipide A du
LPS, et I’insertion de la molécule dans la membrane externe provoque sa
déstabilisation. Ultérieurement, la colistine, toujours en raison de ses propriétés
cationiques, se fixe sur les groupements phosphates des phospholipides de la

membrane cytoplasmique. Il y a alors un arrét de la respiration, une augmentation
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de la perméabilité membranaire, une fuite des constituants cellulaires, une
libération d’enzymes lytiques aboutissant a la lyse cellulaire (figure 2) (Clausell
et al., 2007, Falagas et al., 2005).

La colistine possede également une activité anti-endotoxine. L’endotoxine des
bactéries a Gram négatif correspond au lipide A du LPS. En se liant au lipide A
par sa partie hydrophobe, la colistine neutralise le LPS et son action
endotoxinique (Gupta et al., 2009).

Afin de contrecarrer 1’action de la colistine, plusieurs bactéries ont développé
difféerents mécanismes de résistance a la colistine. Les stratégies adaptatives des bactéries a
Gram négatif incluent donc I’altération de leur LPS qui constitue, en effet, la premicre cible
de la colistine par I’addition de la phosphoéthanolamine (PEtN) et de la 4-amino-4-déoxy-L-
arabinose (L-Ara4N), sur les groupements phosphate du lipide A (Falagas et al., 2010;
Olaitan et al., 2014), entrainant ainsi une augmentation de la charge positive du LPS, et par le
fait méme, une diminution de I’affinité pour la colistine (Jayol et al., 2014). D’autres
stratégies incluent la surexpression de la pompe d’efflux (AcrRAB) et la formation d’une

capsule chez K. pneumoniae (Padilla et al., 2010; Campos et al., 2004).

Ce type de modifications chimiques sur le lipide A est souvent associé a des mutations
ponctuelles dans certains genes situés dans le chromosome (Cannatelli et al., 2013)
impliquant le systeme a deux composants pmrAB chez Salmonella (Gunn, 2008), le géne

phoPQ et le régulateur mgrB chez K .pneumoniae (Cannatelli et al., 2013) (voir figure 3).

Tout récemment, en novembre 2015, le premier cas de résistance a la colistine
d’origine plasmidique a été décrit par Liu et al,. Il s’agissait du gene mcr-1 codant pour la
phosphoéthanolamine transférase rapporté chez des souches d’E. coli et de K. pneumoniae
isolées entre 2011 et 2014 chez des porcs et des poulets (Liu et al., 2016). Depuis, les
publications rapportant la présence du gene mcr-1 ne cessent d’augmenter. A la date du 09
juin 2017, 191 articles peuvent étre retrouvés sur la base de données pubmed en tapant les

mots clés: mcr-1, resistance, colistin

La résistance plasmidique a la colistine a été décrite dans pas moins de 18 pays (voir
figure 4 répartition geographique des souches mcr-1 positives) et ce chez différentes especes
d’entérobactéries : E. coli (Liu et al., 2016, Hasman et al., 2015, Ye et al., 2016), Salmonella

enterica (Hu et al., 2016), K. pneumoniae (Liu et al., 2016), Enterobacter aerogenes et

-
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Enterobacter cloacae (Zeng et al., 2016) d’origine humaine, animale ou environnementale.
En effet, le géne mcr-1 a été retrouve chez des souches d'entérobactérie d'origine clinique et
communautaire (Yanat et al., 2016; Baron et al., 2017; Huang et al., 2017), & partir
d’animaux destinées a la consommation tels que la volaille (Hu et al.,2016), le
porc (Liu et al., 2016; Hu et al., 2016; Gao et al., 2016) et le bovin (Hu Y et
al.,2016) et a partir d’animaux de compagnie comme le chien (Zhang et al., 2016).
En outre, le géne mcr-1 a été identifié a partir de souches isolées de
I'environnement provenant d'eau des rivieres et d’échantillons de Iégumes

importés en Suisse (Yang et al., 2017; Zurfuh et al., 2016).

Dans une certaine mesure, la propagation mondiale du géne mcr-1 pourrait étre liée a
une voie de diffusion basée sur la chaine alimentaire, ce qui a été démontrée par une équipe
de chercheurs chinois apres le séquencage complet du géne du mcr-1 issu d' échantillons de
viande et de nourriture qui était 100% identique & celui issu du microbiote humain sain (Hu et
al., 2016).

De plus, ce qui est le plus inquiétant est que le géne mcr-1 est souvent associé & des
génes de résistance a d’autres familles d’antibiotiques telles que les génes codant pour les
carbapénémases de type KPC et OXA-48 chez une souche d'E. coli (Beyrouthy et al., 2017),
le géne codant pour une BLSE chez une souche de K. pneumoniae (Caspar et al., 2017) ainsi
que les génes codant pour la résistance plasmidique aux quinolones ogxAB et aac(6")Ib-cr

chez des souches de Salmonella (Li et al., 2016).

Tres récemment, une nouvelle variante du gene de résistance plasmidique a la colistine
a été rapportée, il s'agit du gene mcr-2 porté sur le plasmide IncX4. Ce géne a été décrit pour
la premiére fois en Belgique chez une souche d’E.coli d’origine porcine et bovine. Ce gene
présente environ 76,7% d'identité nucléotidique (81% d'acides aminés) avec le gene mcr-1

avec un plus haut niveau de résistance a la colistine (Xavier et al .,2016 ).

En Algérie, une étude antérieure a montré la présence du gene mcr-1 chez
une souche de E. coli isolée a partir de poulet en 2015 (Olaitan et al., 2016).
Depuis, deux autres études ont rapporté la présence de ce géne chez des souches
cliniques d’E. coli isolées en 2011 a Sidi Belabess et a Oran (Berrazeg et al.,
2016; Yanat et al., 2016).

-
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Dans le ce contexte, I'objectif de ce travail était d'une part d'étudier la sensibilité a la
colistine et a d’autres familles d’antibiotiques chez des souches d’entérobactéries isolées a
partir de prélévements urinaires d’origine hospitaliére et communautaire, et d’autre part de

déterminer les phénotypes de résistance.

Ainsi, nous avons suivi la méthodologie suivante :

e Collecte de souches d’entérobactéries au niveau des laboratoires d'analyse médicale
de Béjaia (Dr Kebiche, Dr Moualak, Dr Lalaoui et Dr Djama) et au niveau de I'hopital

d'Amizour.
e Confirmation de I’identification de ces souches.

e Tests de sensibilité aux antibiotiques (Antibiogramme, détermination des CMI de la

colistine).

e Etude des phénotypes de résistance aux B-lactamines (DD-test, test Hodge modifié,
test mCIM, test ’EDTA)

e Etude des phénotypes de résistance aux fluoroquinolones (recherche de 1’acétyl

transférase modifiée Aac(6’)Ib-cr).

-
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Figure 1 : Structure de la colistine (a) et du CMS (b) (Falagas et al., 2005)
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Matériels et méthodes

I. Souches bactériennes

Des souches d’entérobactéries d’origine urinaire ont été collectées au niveau d’EPH

d’Amizour et au niveau de quatre laboratoires d’analyses médicales privés de la willaya de

Béjaia durant une peériode de trois mois allant de Février & Mai 2017.

Pour chaque souche, les données suivantes ont été recueillies :

>

A\

Les donnees concernant le patient : age, sexe, hospitalisation actuelle ou
récente, grossesse éventuelle.

La présence de pathologies préexistantes: diabéte, immunodépression,
anomalie de I’appareil urinaire, infection urinaire récidivante.

L’existence d’un traitement antibiotique ou chimiothérapeutique récent ou
en cours.

La date du prélévement

L’identification

Antibiotiques testés (sachant que la colistine est prescrite au niveau de
I’EPH d’Amizour).

Il. Repiquage et confirmation de l'identification des souches bactériennes

Les souches collectées ont été repiquées sur des milieux sélectifs pour les

entérobactéries (gélose Mac conkey, Hektoen, BCP, EMB). La composition de ces milieux est

donnée en annexe I.

Pour confirmer 1’espéce ou le genre auquel les souches appartiennent, une deuxieme

identification a été effectuée en se basant sur :

> Les caractéres culturaux : ’aspect et la taille des colonies.

> La galerie biochimique : les différents tests sont résumés dans I’annexe I1I.

» Lagalerie APl 20 E (BIOMERIEUX®) (voir annexe 111)

I11. Etude de la sensibilité des souches aux antibiotiques

I11.1. Antibiogramme standard

<
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La sensibilit¢ des souches aux antibiotiques a été testée par la technique de
I’antibiogramme par diffusion sur gélose Mueller-Hinton selon les recommandations du CLSI
2015 (The Clinical and Laboratory Standards Institute). L’interprétation en sensible (S),

intermédiaire (I) ou résistante (R), a été effectuee selon les critéres définis par le CLSI 2015
Les différents antibiotiques testés sont donnés dans I’annexe 1V.

I11. 2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des

entérobacteéries résistantes a la colistine (CLSI, 2015)

La concentration minimale inhibitrice est définie comme étant la plus faible
concentration d’antibiotique pour laquelle il n’y a pas de croissance visible. La CMI de la
colistine (Koolmete® 1 millon Ul) a été effectué par la méthode de microdilution en milieu
liquide. Cette méthode consiste en les étapes suivantes :

e Préparation de la microplaque:

50 ul de bouillon de Mueller-Hinton (MHB) ont été distribués dans les 96

microcupules que contient la microplaque.
e Dilution:

A partir d’une solution mére de colistine a 64 mg/L, 50 ul ont été prélevés puis
mélangés aux 50 ul de MHB contenu deja dans la premiére cupule. Par la suite, 50 ul
du contenu de la premiére cupule ont été préleves puis déposés dans la cupule
adjacente et ainsi de suite. Ces dilution permettent d'obtenir des concentrations
décroissantes d'antibiotiques (de 32 a 0,03 mg/L). Une rangée de cupules ne contenant
pas d'antibiotique est utilisée comme témoin pour Vérifier I'inoculum bactérien. La
souche de E. coli ATCC 25922 (sensible & la colistine) et une souche de Proteus
mirabilis (résistante naturellement & la colistine) ont été utilisées comme témoin

négatif et positif respectivement.
e Ensemencement:

A partir d'une suspension bactérienne standardisée d'environ 10 UFC/ml, 50 pl ont
été deposes dans toutes les cupules. La microplaque est ensuite incubée a 37°C
pendant 18H.

<
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La plus faible concentration d'antibiotiques qui inhibe la croissance bactérienne

représente la CMI. Les résultats ont été interprétés selon les recommandations de la

CLSI, 2015.
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Figure 5 : Détermination des CMI par la méthode de microdilution au bouillon




IV. Etude des phénotypes de résistance aux p-lactamines

IV.1 Recherche la production de p-lactamase a spectre étendu (BLSE)

La production d’une BLSE est recherchée par le test de synergie (DD-test) qui consiste a
placer des disques de céftazidime (CAZ), cefotaxime (CTX), aztréonam (ATM) a une
distance de 20 mm (centre a centre) d’un disque amoxiciline-acide clavulanique (AMC).
L’observation d’une image de synergie entre le disque AMC et les disques de CAZ, CTX,
AZT indique la production d’une BLSE (Jarlier et al., 1988).

IV. 2. Recherche de la production de carbapénemases
IV. 2.1 Test de Hodge modifié

Le test de Hodge modifié est un test phénotypique pour la recherche de la production
de carbapénémases chez les souches résistantes ou de sensibilité diminuée a I'imipénéme. Ce
test consiste a ensemencer la souche d’E.coli ATCC 25922 (sensible a tous les antibiotiques)
sur une gelose Mac Conkey. Ensuite, un disque d’imipénéme (10pg) est déposé au centre de
boite et chaque souche testée est ensemencée de manicre radiale a partir du disque jusqu’au
bord de la boite de Pétri. Apres incubation pendant 18h a 37°C, la présence d’une distorsion
de la zone d’incubation autour du disque d’imipénéme au contact de la souche testée est

interprétée comme un résultat positif (Lee et al., 2010).
IV. 2.2 Test de CIM modifié

Une nouvelle méthode phénotypique pour la recherche de la production de
carbapénémases, la méthode d'inactivation de carbapénémes (Carbapenem Inactivation
Method, CIM). Ce test permet de détecter la production de carbapénémase méme a faible

activité (exemple OXA-48). Ce test consiste en les étapes suivantes :

e Quelques colonies bactériennes de la souche a tester ont été ajoutées dans un tube

contenant 2 ml de bouillon de soja tripyptique (TSB).

e Ensuite, un disque de méropénéme (MEM) de 10 pg a été ajouté dans la suspension

bactérienne.

e Le tube a ensuite été incubé pendant 4 heures a 37°C.

<
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e Apres incubation, le disque de MEM a été retiré de la suspension et placé sur une boite
de gélose Mueller-Hinton préalablement ensemencée par la souche de référence E.
coli (ATCC 25922). La boite et par la suite incubée pendant 24h & 37° C (voir figure

ot
- Incubation
—_—> pendant
4h & 37°C
Mettre quelque Ajouter un disque de Placer le disque sur une boite de
colonies Méropénéme (10pg) Pétri contenant la gélose MH
bactériennes dans préalablement ensemencée avec

un bouillon TSB E.coli ATCC25922

+

e Incubation & 37°C p—
pendant 24h

Figure 6 : les étapes du test CIM modifié

Si la souche bactérienne est productrice de carbapénémase, le MEM contenu dans le
disque sera dégradé par la carbapénémase, ce qui se traduit par une croissance de la souche
d’E. coli (ATCC 25922) tout autour du disque. En revanche, si la souche a tester ne produit
pas de carbapénémase, le MEM conserve son activité antimicrobienne aprés incubation, ce
qui donne une zone d'inhibition claire.

La zone d'inhibition est mesurée pour déterminer si la souche est productrice de
carbapénémase :

» 6-15 mm : résultat positif.

» 16-18 mm : résultat indéterminé (nécessitant d'autres tests pour établir la
présence ou l'absence de production de carbapénémase).

» >19 mm : résultat négatif (Pierce et al., 2017).

Activité de carbapénémase

Pas d'activité de carbapénémase

N
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V. 2.3 Détection des métallo-g-lactamases (MfBLs)

La recherche des MPBL a été effectuée en utilisant comme inhibiteur une solution d’EDTA a
0.5 M pH 8. Cette derniere joue le réle de chélateur des ions de zinc essentiels pour l'activité
des MBL.

» Meéthode des disques combinés

e Deux disques d’imipénéme (IPM) (10 ug) ont été déposés suffisamment
distant sur la méme boite de Pétri contenant la gélose MH préalablement
ensemencée avec la souche a tester, 1’un des disques est utilisé comme témoin
et sur I’autre un volume de Sul de la solution d’EDTA (750 ng d’EDTA) est
ajouteé.

e Les diamétres des zones d’inhibition autour de ces disques sont mesurés et
comparés aprés 18h d’incubation a 37°C. Les souches dont le diameétre
d’inhibition autour du disque IPM-EDTA est supérieur a celui obtenu avec le
disque d’IPM seul d’au moins 6 mm sont considéréees comme des souches
productrices de MBL (Yong et al., 2002).

» Meéthode de synergie

Le test de ’EDTA-disque synergie est réalisé en utilisant un disque de IPM (10 pg) et
un disque vierge imbibé avec 10 ul de la solution d’EDTA (1500 pg d’EDTA) distant de 15
mm (bord a bord). Aprés 18h d’incubation a 37°C, la présence d’une MBL est détectée par la

visualisation d’une image de synergie entre le disque d’imipénéme et celui d’EDTA (Jeong et
al., 2006).

V. Recherche de I’acétyl transférase modifiée Aac(6’)Ib-cr

Un test phénotypique permet de rechercher la production de I'enzyme Aac(6’)Ib-cr
hydrolysant les aminosides et les fluoroquinolones hydrophiles (norfloxacine et

ciprofloxacine). Ce test consiste en les étapes suivantes:

e Les souches a tester ont été cultivées dans des tubes de bouillon Mueller Hinton
contenant une concentration de ciprofloxacine (CIP) de 8mg/L. Un tube contenant la

<
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souche de E. coli ATCC 25922 (non productrice de Aac(6’)Ib-cr) a été utilise

comme témoin négatif.

10 pl de chaque milieu de culture ont été déposés sur un disque blanc sur une boite de
gélose Mueller Hinton préalablement ensemencée avec E. coli ATCC 25922 et
incubées pendant 24h a 37°C.

Les diamétres des zones d’inhibition autour de ces disques ont été mesurés et
compares avec le diameétre obtenu avec la souche témoin négatif. S'il y a réduction de
10mm de diamétre, la souche est considérée comme productrice de I'enzyme
Aac(6")1b-cr (Wachino et al., 2011).




Résultats

I. Souches Bactériennes

Durant une période allant du 05/02/2017 au 05/05/17, 137 souches d’entérobactéries
uropathogénes ont été collectées (annexe V). Les résultats de I’identification de ces souches

selon les caracteéristiques biochimique sont donnés en annexe VI

I.1. Répartition des souches par espéces

E. coli était I’espéce la plus fréquente avec un taux de 71,53% suivie des espéces du genre
Klebsiella sp avec un taux de 14,60%, et de Proteus sp avec un taux de 10,22%. Les

fréquences des souches d’entérobactéries sont représentées dans le tableau |

Tableau I: Fréquence des souches d’entérobactéries.

Especes E.coli  Klebsiellasp  Proteussp  Enterobacter sp Morganella
isolées morganii
Nombre de 98 20 14 04 01
souches
Pourcentage @ 71,53 14,60 10,22 2,92 0,73
(%)

I1. Etude de la sensibilité des souches aux antibiotiques

11.1. Profil de résistance des souches bactériennes aux antibiotiques

La figure 7 ci-dessous montre le taux de résistance des souches aux différents antibiotiques
testés. Le taux de résistance le plus élevé a été enregistré chez 1’acide nalidixique (32,76%) de
la famille des quinolones, le taux le plus faible été de 1% pour I’imipinéme. Et un taux de

4,38% pour la colistine.

Total

137

100
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32,76%
17%
15,21% 14,81%  14,63%
10,87%
5,07% 5,07% 5,55% 4,38%
ignn:: X
FO CTX ATM MEM IPM NA CIP GEN AK  TOB CL
B-lactamines Quinolones Aminosides Polymixine

Figure 7 : Profil de résistance des souches aux antibiotiques

I1. 2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices de la

colistine

Les résultats de la détermination des CMI de la colistine par la technique de microdilution en
milieu liquide ont montré que 5 souches d’E.coli et 1 souche de Klebsiella sp était resistantes
a la colistine avec des de CMI entre 4 pug/ml et 8 pg/ml. Dans la figure 10, les résultats de la
technique de microdilution en milieu liquide. Les caractéristiques des souches

d'entérobactéries résistantes a la colistine sont résumées dans le tableau Ill.

N
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Figure 8 : Résultats des CMI de la colistine sur microplaque

Tableau I1: Caractéristiques des souches résistantes a la colistine

Code de la Espéce CMldela  Datedu Sexe Age

souche colistine  prélévemen
(Mg/ml) t

Control

negatif E. coli 2 / / /
(ATCC

25922)

L4596 Klebsiella sp 4 16.03.2017 Féminin  Adulte
Al1632 E. coli 8 12.03.2017 Féminin  Adulte
A1682 E. coli 4 13.03.2017 Féminin  Adulte
A2013 E. coli 8 28.03.2017 Féminin 50 ans
L4728 E. coli 4 20.03.2017 Féminin  Adulte
A1531 E. coli 8 06.03.2017 Féminin 7 ans
Control P. mirabilis >32 14.04.2017 Féminin 02 ans
positif
(L9508)

Résultats

Laboratoire

Dr. Lalaoui
EPH Amizour
EPH Amizour
EPH Amizour

Dr. Lalaoui
EPH Amizour

Dr. Lalaoui
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I11. Détermination des phénotypes de résistance

I11.1. Détermination des phénotypes de résistance aux p-lactamines

II1.1.1 Recherche des p-lactamases a spectre élargie (BLSE)

L’image de synergie est traduite par I’augmentation des diameétres des zones d’inhibition
autour des disques céfotaxime, céftazidime, céfépime, ou aztréonam en présence de ’acide

clavulanique qui inhibe la BLSE produite par les souches résistantes.

Parmi les 08 souches résistantes a la céfotaxime et/ou céftazidime testées, 04 présenté une
image de synergie indiquant ainsi la production d’une BLSE. Il s’agit des souches de 2
souches de E. coli (A1531) et (K1327) et de 2 souches de Klebsiella sp (L4414) et (A442)
(Figure 11).

Figure 9 : Résultat du DD-test de la souche d’E. coli A1531
111.1.2 .Recherche des carbapénémases

Dans le cas test de Hodge modifié, un résultat positif est traduit par une distorsion de la
zone d’inhibition a I’intersection entre une strie et la culture d’E.coli ATCC 25922. Selon nos
résultats, parmi les deux souches résistantes a I'imipénéme testées, seule la souche de Proteus
vulgaris (K102) a présenté une Iégere distorsion de la zone d’inhibition (figure 12). Ce qui
indique que cette souche est probablement productrice de carbapénémase.

K102

Figure 10 : Résultat du test Hodge modifié pour la souche proteus vulgaris (K102).
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Pour ce qui est du test de CIM modifié, seule la souche de Proteus vulgaris (K102) a

présenté un resultat intermédiaire avec un diameétre de 18mm. Les résultats obtenus sont

présentés dans le tableau 1V ci-dessous.

Tableau 111 : Résultats du test CIM modifié

Le code La souche Le diametre de la zone d’inhibition = L’interprétation
K102  Proteus vulgaris 18mm résultat indéterminé
M DJ92 E.coli 19mm résultat négatif

Figure 11 : Test m CIM intermédiaire pour la souche (K102)

111.1.3 Recherche de méthallo-p-lactamases (MBLS)

La souche P. vulagaris (K102) résistante a I’'imipénéme a été testée sur gélose Muller-Hinton
pour la production d’une métallo-f-lactamase. Cette souche n’a pas présenté d'une image de

synergie, ce qui suggere qu’elle ne produit de métallo-p-lactamase (figure 14).

Figure 12 : Test d’EDTA négatif pour la souche (K102).

E
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III. 2. Recherche de la production de I’acétyl transférase modifiée Aac
(6”)Ib-cr

Les souches testées pour la recherche de l'enzyme Aac(6')Ib-cr étaient résistantes & la
ciprofloxacine et aux aminosides. Parmi lesquelles, une souches a montré un résultat positif

avec un diameétre de 12mm. 1l s'agit de la souche d'E. coli A1531 (tableau V, figure 15).

Tableau 1V: Résultats de la recherche de la production de I'acétyl transférase

Aac(6")Ib-cr
Souche Espéce Le diametre Interprétation
d’inhibition
ATCC25299 E.coli 21 mm Résultat négatif
(Control -)
A1531 E.coli 12 mm Résultat positif
A1637 M.morganii 20 mm Résultat négatif
M6215 E.coli 20 mm Résultat négatif
M11412 E.coli 21 mm Résultat négatif
M11356 E.coli 22 mm Résultat négatif
MC558 E.coli 20 mm Reésultat négatif
K1700 E.coli 20 mm Résultat négatif
K763 E.cloaceae 21 mm Résultat négatif

Figure 13: Production de I'enzyme Aac(6')Ib-cr pour la souche d'E. coli A1531.
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Au cours des dix derniéres années, 1’augmentation de la multirésistance aux
antibiotiques chez les bacilles a Gram négatif, et notamment la dissémination des
entérobactéries productrices de carbapénémases (EPC), a engendré le retour de la colistine
comme traitement de dernier recours. Tres récemment des genes de résistance plasmidique a
la colistine mcr-1 et mcr-2 ont été décrits chez de nombreuses espéces d’entérobactéries
isolées un peu partout dans le monde y compris I’ Algérie, surtout chez I’animal et dans une

moindre mesure chez I’homme (Dortet et al., 2016).

Le but de notre travail était d’étudier la sensibilité a la colistine et a d’autres familles
d’antibiotiques chez des souches d’entérobactéries isolées a partir de prélévements urinaires
d’origine hospitaliere et communautaire, au niveau de I’EPH d’Amizour et de quatre

laboratoires d’analyses médicales privés de la wilaya de Bejaia.

Dans notre étude, I’espéce E. coli était le germe le plus fréeguemment isolé dans les 1U
(71,53%) suivi de Klebsiella sp et de Proteus sp avec des taux de 14,6 % et de 10, 22%
respectivement. Ces résultats sont proches de ceux rapportés par Bentroki et al concernant les
IU communautaires a Guelma (Bentroki et al., 2012). La fréquence d’E. coli est en rapport
avec la physiopathologie de I'IU qui est en générale ascendante. Il existe une forte
colonisation de périnée par les entérobactéries d’origine digestive, et en particulier E. coli. A
cela, s’ajoutent des facteurs spécifiques d’uropathogénicité. Ainsi, E. coli possede des
adhésines capables de lier la bactérie a 1’épithélium urinaire et d’empécher son élimination
par les vidanges vésicales. Les souches de Klebsiella sp et de Proteus sp secrétent une uréase
qui alcalinise 1’urine, dont le PH naturellement acide empéche la prolifération des germes

(Larabi et al., 2003; Sekhsokh et al., 2008).

Le sex-ration femme/homme était de 3,42. 1l y’avait donc trois fois plus de patients de
sexe féminin que de patient de sexe masculin. Des résultats comparables ont été rapportés par
Larabi et al (Larabi et al., 2003). En effet, les infections urinaires sont beaucoup plus
fréquentes chez la femme que chez I’homme, cela s’explique par le fait qu’elle présente un
uretre court, et que les glandes périurétrales n’ont pas d’activité antibactérienne
(contrairement au liquide prostatique), aussi 1’infection chez la femme est favorisée par

I’osmolarité faible des urines en particulier durant la grossesse (Saighi et al., 2004).

Les taux d’infection étaient le plus fréquent (48,17%) chez la catégorie d’age compris

entre 15 & 65 ans. Chez les femmes, la fréquence augmente avec 1’age, chez I’homme la

<
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fréquence augmente apres 50 ans, en relation notamment avec la pathologie prostatique
(Caron et al., 2008).

Dans notre étude, 6 souches d’entérobactéries soit un taux de 4, 3% étaient résistantes
a la colistine incluant 5 souches d’E. coli et 1 souche de Klebsiella sp. Ces souches ont été
isolées a partir de préléevements urinaires de patients de sexe féminin d'origine communautaire
(4 au niveau de I'népital d’Amizour et 2 au niveau du laboratoire Lalaoui). Les mécanismes de
résistance a la colistine peuvent correspondre soit a des mutations chromosomiques des genes
impliqués dans la modification de la charge du LPS (choi et al., 2015) soit a un mécanisme
d'origine plasmidique par production d'une phosphoéthanolamine transférase codée par le
géne mcr-1. Dans notre cas, la résistance a la colistine était de bas niveau avec des CMI entre
4 ug/ml et 8 pg/ml. Ce qui, d'apres la littérature, peut correspondre un une résistance d'origine
plasmidique (Liu et al., 2016).

Bien que ce nouveau mécanisme de résistance n’ait été décrit que trés récemment
(novembre 2015), la majorité des études rétrospectives visant a étudier la prévalence des
souches productrice de Mcr-1 font état de la présence de son émergence des 2010. Les plus
anciennes souches d’E. coli productrice de Mcr-1 ont été isolées en chine a partir de poulets
d’¢élevage deés les années 1980 (Shen et al., 2016). En revanche, la dissémination de ces
souches s’est dramatiquement amplifiée a partir des années 2008-2010 (Kusumoto et
al.,2016 ; Shen et al., 2016), en lien avec I’utilisation intensive des polymyxines dans
I’élevage animal (Catry et al., 2015).

Rapidement apres la publication de la séquence nucléotidique du géne mcr-1 de
nombreux groupes ont recherché sa présence. Ainsi un nombre important de rapports a fait
état de la présence de ce géne dans un grand nombre de pays. Au 1°" aout 2016, 1472 souches
d’entérobactéries productrices de Mcr-1 ont été décrites sur quatre continents : 49,0% des
souches (n=722) en Europe, 43,4 % des souches (n=639) en Asie, 5,2 % des souches (n=76)
en Afrique, 2% des souches (n=30) en Amérique du sud, et 0,3% des souches (n=5) en
Amérique du nord (Dortet et al., 2016).

De plus, les donnees de la littérature montrent clairement une dissemination du gene
mcr-1 dans le monde animal et plus particuliérement chez les animaux d’élevage (bétail,
volaille, et élevage porcin) (Liu et al., 2016; Doumith et al., 2016; Falgenhauer et al., 2016;
Hu et al.,2016 ). De méme, en Algérie, une étude antérieure a montré la présence du gene
mcr-1 chez une souche de E. coli isolée a partir de poulet en 2015 (Olaitan et al., 2016).
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De plus, quelque souches ont été isolées de fagon sporadique a partir de légumes
(Zurfuh et al., 2016), d’animaux de compagnie, de nourriture pour animaux (Hu et al., 2016),
de prélévement environnementaux (eau de riviere) (Yu et al., 2016; Zurfuh et al., 2016), et

d’oiseaux migrateurs (Ruzauskas et al., 2016).

Le gene mcr-1 a également était décrit chez des souches d'origine humaine. En effet,
deux études ont rapporté la présence de ce gene chez des souches cliniques d’E. coli isolées
en 2011 & partir de prélevements de urinaire et de sperme & Sidi Belabess et & Oran
respectivement (Berrazeg et al., 2016; Yanat et al., 2016). Le géne mcr-1 était porté sur un
plasmide conjugatif et chez une souche appartenant au groupe clonal ST405 (Yanat et al.,
2016).

Dans ce travail, nous nous sommes également intéressés a I'étude de la sensibilité aux
autres familles d'antibiotiques. Ainsi, les résultats de l'antibiogramme ont révélés une
résistance beaucoup plus élevée pour 1’acide nalidixique (32,7% soit 45/137). Une étude
précédente menée entre 2008 et 2011 sur les IU en Algérie a rapporté un taux similaire de
30% (Bentroki et al., 2012). L’acide nalidixique fait partic de la famille des quinolones qui
sont parmi les antibiotiques les plus utilisés apres les f-lactamines dans le traitement des 1U.
Chez les entérobactéries, la résistance a cette famille d’antibiotiques est due le plus souvent a
des mutations au niveau des génes codant pour I’ADN gyrase (gyrA) et la topoisomérase 1V
(parC) (Jacoby, 2005).

Le taux de résistance a ciprofloxacine était de 10,87%. Le test permettant la recherche
de I’enzyme Aac(6”)Ib-cr était positif pour une seule souche d’E. coli (A1531). Ce mécanisme
de résistance aux quinolones d'origine plasmidique confére une résistance de bas niveau aux
fluoroquinolones hydrophiles mais aussi aux aminosides. Dans une étude récente menée en
Algérie, la prévalence des souches productrice de 1’enzyme Aac(6’)Ib-cr était de 10% parmi
des souches d'entérobactéries d'origine communautaire isolées entre 2010 et 2014 isolées a
Béjaia (Yanat et al., 2016).

Les taux de réesistance aux aminosides étaient de 17% pour la gentamycine et de 14%
pour la tobramycine et I’amykacine. Une étude récente réalisée sur les [lU communautaires en
Mauritanie a rapporté des taux de résistance de 16,5% pour la gentamycine (Hailaji et al.,
2016). L'inactivation enzymatique des aminosides est le mécanisme de résistance le plus

répandu en particulier la N-acétyltransférases (AAC) (Galimand et al., 2003) .
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Le taux de résistante a la céfoxitine était de 15,21%. et de Des resultats assez proches
ont été rapporté chez des souches de E. coli isolées en Mauritanie avec un taux de 19,8%. La
résistance d’E. coli a la céfoxitine est un indicateur de production de céphalosporinase
plasmidique (AmpC). CMY-2 est le type d’enzyme AmpC le plus répandu et présentant la
plus large distribution géographique. Il a été précédemment signalé en Algérie par labadene et
al (2009). Par ailleurs, la résistance a la céfoxitine chez E. coli peut également étre expliquée
par la surexpression de sa céphalosporinase chromosomique aprés acquisition d'un promoteur
fort (Mammeri et al., 2008).

Dans notre étude, la prévalence des entérobactéries productrices de BLSE était de 3 %.

Le taux de résistance a I’imipenéme était de 1,5% (2/137) dont une souche d'E. coli et
une souche de P. vulgaris. Cette derniére a présenté des résultats relativement positifs aux
tests de Hodge et de CIM mais négatif pour le test a 'EDTA, ce qui voudrait dire que,
probablement due a une modification des PLP.

Dans cette présente étude, la souche d'E. coli A1531, isolées d'une patiente agée de 7
ans au niveau de I'hdpital d’Amizour, présentait une multirésistance touchant plusieurs famille
d'antibiotiques. En effet, cette souche était & la fois résistante & la colistine, productrice de
BLSE et aussi productrice de I'acétyl transférase modifiée Aac(6")Ib'-cr . Toutefois, cette

souche restait sensible a I'imipenéme.

La multirésistance de cette souche peut étre due au transfert horizontal de génes de
résistance aux antibiotiques portés sur un méme plasmide. Des études précédentes ont permis
d'identifier le géne mcr-1 en association avec les génes codant pour les carbapénémases de
type KPC et OXA-48 chez une souche d'E. coli (Beyrouthy et al., 2017), avec le gene codant
pour une BLSE chez une souche de K. pneumoniae (Caspar et al., 2017) ainsi qu'avec le géne
aac(6')Ib-cr  chez  des souches de  Salmonella (Li et al, 2016).
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Au cours de notre étude réalisée au niveau du laboratoire microbiologique d’EPH
Amizour. Nous avons procédé a la collecte de souches d'entérobactéries a I'nopital ainsi qu'au
niveau des laboratoires d'analyses médicales de Béjaia ayant pour objectif d'évaluer la

prévalence de la résistance a la colistine, mais aussi & d'autre familles d'antibiotiques.

Au total, 137 souches d’entérobactéries ont été collectées dont 100 % d’origine
urinaire. 77.37% de ces souches étaient isolées de patients de sexe féminin et E. coli était

I'espéce la plus fréquemment isolée (71.53%).

Parmi les 137 patients infectés, 10 présentaient une infection urinaire d'origine
hospitaliere et 127 présentaient une infection urinaire communautaire. Les patients les plus
touchés par ces infections étaient issus de la catégorie d'age de plus de 16 ans jusqu'a 65ans
(48.17%).

La résistance a la colistine a été détectée chez 6 souches d’entérobactéries incluant 5
souches d’E. coli et 1 souche de Klebsiella sp. Cette résistance était de bas niveau pour toutes

les souches avec des CMI pour la colistine de 4 pug/ml et de 8 pg/ml.

Le taux de résistance le plus élevée était pour 1’acide nalidixique (32,7% soit 45/137)
suivi de la pour la gentamycine (17%). Par ailleurs, les taux les plus faibles étaient enregistrés

pour les carbapénémes.

Parmi les souches résistantes aux céphalosporines de 3éme génération, 4 étaient BLSE
positives incluant 2 souches d’E. coli (A1531) et (K1327) et de 2 souches de Klebsiella sp
(L4414) et (A442). Cependant, la prévalence des BLSE pourrait étre sous-estimée en raison
de I'absence d'utilisation d'inhibiteur de céphalosporinase (cloxacilline) qui pourrait améliorer

la mise en évidence de la production de BLSE.

Dans cette étude, nous avons noté la présence d'une souche d'E. coli (A1531)
multirésistante qui etait & la fois résistante & la colistine, productrice de BLSE et aussi
productrice de l'acétyl transférase modifiée Aac(6')lb'-cr. La dissémination des souches
cliniques multirésistantes liée au caractere plasmidique de la résistance est considéré comme
un probleme majeur de santé car elle restreint considérablement le choix thérapeutique dans le

traitement des 1U.

Actuellement, on assiste & I'émergence d'un nouveau mécanisme de résistance a la

colistine, les génes mcr-1/2, qui de par leurs caracteres transférables et leurs associations a
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plusieurs autres marqueurs de résistance aux antibiotiques telles que les BLSE, les Aac(6")1b-

cr et OXA-48 rendent la situation plus que préoccupante.

D'autant plus que la résistance plasmidique & la colistine a été identifiée chez
differentes espéces d'entérobactéries aussi bien chez I'Homme que chez I'animal ou méme que
dans I'environnement. Mettant en évidence les animaux destineés a la consommation comme

étant réservoir potentiel des génes mcr.

Ainsi, afin de limiter la propagation des souches portant le géne mcr. Il faudrait
encourager le dépistage de la résistance a la colistine chez les souches d'entérobactéries
d’origine humaine et animale afin de connaitre I'ampleur réelle d'un probléme qui pourrait

s'aggraver en raison de I'échange constant de genes de résistance entre microbiote.

Les hdpitaux doivent étre conscients de cette nouvelle menace pour la sécurité des
patients et souhaiteront envisager quelques options de préparation pratiques et proportionnees.
Pour cela, il faudrait avant tout s'assurer de I'identification des espéces bactérienne (pour ne
pas confondre avec la résistance naturelle) et de déterminer les CMI de la colistine.

A cet effet, les recherches actuelles essayent de mettre en place des tests réalisables en
routine permettant la détection rapide et peu couteuse de la résistance plasmidique & la

colistine.

Enfin, les mesures visant a renforcer les mesures d'hygiéne hospitaliére ainsi qu'une
utilisation plus prudente des antibiotiques sont essentielles pour prévenir et contrbler la
résistance aux antimicrobiens, de maniére en générale, et prenant en compte la résistance a
colistine. Une sensibilisation des professionnels de la santé peuvent empécher la propagation
des souches d'Enterobacteriaceae mcr-1-positives dans les hdpitaux et autres établissements

de santé.

En perspectives les résultats obtenus au cours de notre étude restent préliminaires et

devront étre complétés par d’autres études a savoir :

» Confirmation de I’identification des souches pour éviter des résistances naturelles
(MALDITOF)

> Réaliser Polymyxin NP test

> Réaliser une conjugaison pour les souches résistantes a la colistine pour confirmer que

le mécanisme de résistance était plasmidique.
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» Caractérisation par la biologie moléculaire des mécanismes biochimiques et

génetiques de la resistance aux antibiotiques par une PCR, séquencage et MLS.
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Composition des milieux de cultures (g/l d’eau distillée) (Le Minor et Richard, 1993).

Gélose Hektoen g/l
Protéose peptone 12
Extrait de levure 03

Chlorure de sodium 05

Thiosulfate de sodium 05
Sels biliaires 09
Citrate de fer ammoniacal 15
Salicine 02
Lactose 12
Saccharose 12
Fuchsine acide 0.04
Bleu de bromothymol 0.065
Agar 14
PH 75+0.2
Gélose Mac Conkey g/l
Peptone de caséine 17
Peptone de viande 03
Sels biliaires 1.5
Cristal violet 0.001
Lactose 10
Rouge neutre 0.03
Chlorure de sodium 05
Agar 135
ZnS0O4 0.07

PH 7.1+0.2



Gélose Muller Hinton
Hydrolysat acide de cas€ine
Infusion de viande
Amidon
Agar

PH

CHROMagar orientation
Extrait de levure et peptone
Chromogenic mix
Agar

PH

Citrate de Cimmons

Ammonium dihydrogenophosphate

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

PH

g/l
17.5
02
15
17

74+0.2

g/l
17
01
15

07

g/l

01

01

05

02

0,2

0,08
20

6,6+0,1
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Clark et Lubs
Peptone

Glucose

Phosphate bipotassique

PH

Bouillon nitraté

Infusion cerveau-coeur

Nitrate de potassium

PH

Gélose Nutritive
Peptone de viande
Extrait de viande
Extrait de levure
Chlorure de sodium
Agar
PH

Gélose BCP
Peptone
Extrait de viande

Lactose

Pourpre de bromocrésol

Agar
PH

g/l
05
05
05
07

g/l

25

10
7,2+0,2

g/l
10
03
03
05
18
7,3+0,2

g/l
05
03
10
10
15
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Gélose EMB
Peptone de viande
Lactose
Eosine jaunatre
Bleu de méthylene
Phosphate de potassique
Agar
PH

Gélose TSI

Extraits de viande de boeuf
Extraits de levure
Peptone
Chlorure de sodium
Citrate ferrique
Lactose
Saccharose
Glucose
Thiosulfate de sodium
Rouge de phénol
Agar
PH

g/l
10
10
0,4
0,067
02
13,5
7,4

o/l
03

03
20
05
0,3
10
10
01
0,3
10,05
12
7,4
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Gélose Mannitol-Mobilité
Peptone trypsique
KNO3
Rouge de phénol a 1%

Agar

Réactif de Kovacs
Alcool amylique au isoamylique
Pradimethylaminobenzaldehyde

Acide chlorhydrique concentré

Rouge de méthyle
Rouge de methyle

Alcool ethylique a 60%

g/l
20
02
iml

04

g/l
150ml
10

50ml

g/l
0,5

100ml

Annexe |




Annexe |l

Tableau | : Différents tests biochimiques d’identification. (Danis et al., 2007).

Réactif a Interprétation des résultats
ajouté
Test Principe du test Positif Négatif
Recherche de nitrate Ensemencement a partir
réductase sur bouillon d’une culture sur milieu
nitraté solide.
Incubation a 37°C /24h NRI et NRII Couleur Rouge Couleur Jaune
Utilisation du Glucose, Ensemencement de la pente Virage de la pente au jaune Couleur de la pente
Lactose, Saccharose et par des stries et piqure Rouge
production du Gaz et d’ centrale. Incubation a (Fermentation de lactose)
H2S 37°C [24h
Virage du culot au jaune Couleur du culot
sur milieu TSI (Fermentation du Glucose) Rouge
Virage de centre au jaune Couleur de centre
(Fermentation du saccharose) Rouge
/ Apparition de bulles Pas de bulles
(Production de Gaz)
Noircissement du milieu Pas de couleur noir
(Production d’ H2S)
Utilisation du citrate sur Ensemencement par stries Croissance sur la pente et virage du Pas de croissance
Gélose de citrate de milieu au bleu couleur vert
simmons Incubation a 37°C /pendant
(Utilisation du citrate)
1a7jours /
Etude du type Ensemencement et VPl et VVPII Couleur Rouge cerise Incolore
fermentaire sur bouillon incubation a 37°C/48h
Clark et Lubs (Formation d’acetoine)
RM Couleur Rose Incolore
(Formation des acides mixtes)
Production d’indole Ensemencement & partir Kovacs Anneau Rouge en surface
d’une culture sur milieu
sur milieu E.P.E.1 solide. Incubation & (Production d’indole) Incolore
44°C/24h
Utilisation du Ensemencement par piqure Couleur Jaune du milieu Couleur Rouge
mannitol/Mobilité centrale Incubation a
37°C [24h / (Fermentation du mannitol)

sur Gélose Mannitol -
Mobilité Diffusion homogene Pas de diffusion

(Mobilité)
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Identification des entérobacteéries par la galerie APl 20 E

(BioMerieux)

e Principe

API 20 E est un systeme d'identification standardisé pour les Enterobacteriaceae qui
utilisent 21 tests biochimiques miniaturisés et une base de données. La bande API 20 E
comprend 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Ces tests sont inoculés avec
une suspension bactérienne qui reconstitue les médias. Au cours de l'incubation, le
métabolisme produit des changements de couleur spontanés ou révélés par l'ajout de
réactifs. Les réactions sont lues selon la table de lecture et I'identification est obtenue a l'aide

du logiciel d'identification.

e Protocole

- 5 ml d'eau distillée ont été distribués dans les puits en nids d'abeilles du plateau
pour créer une atmosphere humide et la bande a été placée dans la boite
d'incubation.

- A l'aide d'une pipette, le tube et la cupule des tests CIT, VP et GEL ont été
remplis avec la suspension bactérienne et seul le tube (et non la cupule) a été
rempli pour les autres tests.

- Une anaérobiose a été créee dans les tests ADH, LDC, ODC, H2S et URE en
recouvrant de I'huile minérale.

- La boite d'incubation a été fermée et incubée a 37 ° C pendant 18-24 heures.
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Figure 1 : Photo de la fiche de résultat de la galerie APl 20 E (BioMerieux France)



Annexe IV

Tableau | : les antibiotiques testées et les diamétres d’inhibition édités par la CLSI 2015 .

Antibiotiques

Amoxiciline-acide

clavulanique
cefoxitine
ceftazidime
céfotaxime
céfépime
aztréonam
méropénéme
imipénéme
ciprofloxacine

Acide nalidixique

Gentamicine
Tobramicine
Amikacine

Colistine

Abréviation

AMC

FOX

CAZ

CTX

FEP

ATM

MEM

IPM

CIP

AN

GEN

TOB

AK

CL

Charge de
disque
(H9)

30

30
30
30
30
30
10
10
05

30

10
10
30

10

marque

Cypress Diagnostics

Cypress Diagnostics
Oxoid
Cypress Diagnostics
Cypress Diagnostics
Cypress Diagnostics
Cypress Diagnostics
Cypress Diagnostics
Cypress Diagnostics

Cypress Diagnostics

Cypress Diagnostics
Cypress Diagnostics
Oxoid

Cypress Diagnostics

Diameétres critiques

<I3

<14

<17

<22

<18

<17

<19

<19

<I5

<13

<12

<12

<14

<15

(mm)

>18

>18

>21

>26

>25

>21

>23

>23

>21

>19

>15

>15

>17

>15

Familles

B-lactamines

Quinolone et
fluoroquinolon

e

Aminosides

polimixines
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Tableau | : Total des souches collectées au cours de cette étude.

Code Espéce Date du Type du Sexe Age Laboratoire

prélevement prélévement

249 E.coli 30.01.17 ECBU Féminin 05 ans Dr Kebiche
1648 K. pneumoniae 30.01.17 ECBU Féminin  Adulte Dr Kebiche
1662 E.coli 30.01.17 ECBU Féminin 66 ans Dr Kebiche
1700 E.coli 30.01.17 ECBU Féminin 04 ans Dr Kebiche
1774 E.coli 30.01.17 ECBU Féminin 73 ans Dr Kebiche
850 K.oxytoca 06.02.17 ECBU Féminin 68 ans  EPH d’Amizour
908 E.coli 07.02.17 ECBU Féminin Ad Dr Djama
212 E.coli 07.02.17 ECBU Féminin Ad Dr Djama
135 E.coli 07.02.17 ECBU Masculin Ad Dr Djama
423 E.coli 07.02.17 ECBU Féminin 80 ans Dr Kebiche
492 E.coli 07.02.17 ECBU Féminin 15 ans Dr Kebiche
H809 P.mirabilis 08.02.17 ECBU Féminin 24 ans Dr Moualek
547 E.coli 08.02.17 ECBU Masculin 33 mois Dr Kebiche
6742 E.coli 11.02.17 ECBU Féminin 76 ans Dr Moualek
7024 K.pneumoniae 12.02.17 ECBU Féminin 71 ans Dr Moualek
4067 E.coli 14.02.17 ECBU Masculin 67 ans Dr Lalaoui
4511 E.coli 14.02.17 ECBU Féminin 08ans Dr Lalaoui

6276 E.coli 14.02.17 ECBU Féminin 07 ans Dr Lalaoui
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1047 P.mirabilis 14.02.17 ECBU Masculin Ad EPH d’ Amizour
909 Kluyovera sp 14.02.17 ECBU Féminin 56 ans Dr Kebiche
1018 E.coli 14.02.17 ECBU Féminin 50 ans Dr Kebiche
1006 K.pneumoniae 14.02.17 ECBU Féminin 64 ans Dr Kebiche
1060 E.coli 14.02.17 ECBU Masculin 05 mois Dr Kebiche
1308 E.coli 14.02.17 ECBU Féminin 06 ans Dr Kebiche
1438 E.coli 14.02.17 ECBU Féminin 41 ans Dr Kebiche
7488 K.pneumoniae 14.02.17 ECBU Féminin 35 ans Dr Moualek
5884 K.oxytoca 17.02.17 ECBU Féminin 26 ans Dr Lalaoui
6131 E.coli 17.02.17 ECBU Féminin 02 ans Dr Lalaoui
7876 E.coli 19.02.17 ECBU Féminin 38 ans Dr Moualek
4414 K.pneumoniae 19.02.17 ECBU Féminin 25 ans Dr Lalaoui
8599 E.coli 19.02.17 ECBU Masculin Ad Dr Lalaoui
329 Proteus 20.02.17 ECBU Masculin Ad Dr Djama
M903 E.coli 20.02.17 ECBU Masculin 31 ans Dr Moualek
7461 E.coli 21.02.17 ECBU Féminin 03 ans Dr Lalaoui
7569 E.coli 21.02.17 ECBU Féminin  85ans Dr Lalaoui
1635 K.pneuminiae 22.02.17 ECBU Féminin 31 ans Dr Kebiche
1648 P.vulgaris 22.02.17 ECBU Féminin 05 ans Dr Kebiche
1740 E.coli 22.02.17 ECBU Féminin 29 ans Dr Kebiche

1879 E.coli 22.02.17 ECBU Féminin 73 ans Dr Kebiche
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1944 E.coli 22.02.17 ECBU Féminin 13 ans Dr Kebiche
1947 E.coli 22.02.17 ECBU Féminin 27 ans Dr Kebiche
6947 P.mirabilis 22.02.17 ECBU Féminin 34 ans Dr Lalaoui
361 E.coli 22.02.17 ECBU Féminin Ad Dr Djama
9881 E.coli 23.02.17 ECBU Masculin 21 ans Dr Moualek
1343 E.coli 26.02.17 ECBU Féminin Ad EPH d’ Amizour
1344 K.oxytoca 26.02.17 ECBU Féminin Ad EPH d’ Amizour
726 E.coli 26.02.17 ECBU Féminin Ad Dr Djama
886 E.coli 26.02.17 ECBU Féminin Ad Dr Djama
1975 E.coli 28.02.17 ECBU Féminin 28 ans Dr Kebiche
2043 E.coli 28.02.17 ECBU Féminin 27 ans Dr Kebiche
10795 P.mirabilis 28.02.17 ECBU Féminin 03 ans Dr Moualek
3031 E.coli 01.03.17 ECBU Féminin 2 mois Dr Lalaoui
11035 E.coli 01.03.17 ECBU Féminin Ad Dr Moualek
31 K.pneumoniae 01.03.17 ECBU Féminin 04 ans Dr Kebiche
113 E.coli 01.03.17 ECBU Féminin 42 ans Dr Kebiche
11356 E.coli 02.03.17 ECBU Féminin 08 ans Dr Moualek
11412 E.coli 02.03.17 ECBU Masculin 81 ans Dr Moualek
045 E.coli 02.03.17 ECBU Féminin Ad Dr Djama
320 E.coli 02.03.17 ECBU Masculin 70 ans Dr Djama

318 E.coli 04.03.17 ECBU Féminin 45 ans Dr Kebiche



289

3991

1531

12228

H1450

12346

321

357

481

1632

1637

660

763

869

1682

324

894

919

1039

D597

4497

E.coli

E.coli

E.coli

P.mirabilis

K.pneumoniae

E.coli
E.coli
E.coli
E.coli
E.coli
M.morganii
E.coli
E.cloacae
E.coli
E.coli

P.mirabiliS

E.coli

E.coli

E.coli
Enterobacter

Klebsiella

04.03.17

05.03.17

06.03.17

06.03.17

06.03.17

07.03.17

08.03.17

08.03.17

11.03.17

12.03.17

12.03.17

12.03.17

12.03.17

12.03.17

13.03.17

13.03.17

13.03.17

13.03.17

13.03.17

13.03.17

14.03.17

ECBU

ECBU

ECBU

ECBU

ECBU

ECBU

ECBU

ECBU

ECBU

ECBU

ECBU

ECBU

ECBU

ECBU

ECBU

ECBU

ECBU

ECBU

ECBU

ECBU

ECBU

Féminin

Masculin

Féminin

Féminin

Féminin

Féminin

Féminin

Féminin

Féminin

Féminin

Féminin

Féminin

Masculin

Féminin

Féminin

Masculin

Féminin

Féminin

Féminin

Féminin

Féminin
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30 ans

70 ans

07 ans

18 mois

26 ans

67 ans

27 ans

50 ans

Ad

Ad

67 ans

60 ans

76 ans

03 ans

Ad

Nouveau
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Annexe VI

Tableau | : Résultats de I’identification par la galerie chimique

Souche

E. coli

K.pneumoniae

K.oxytoca

P. mirabilis

P.vulgaris

E.cloacae

Nitrate

réductase

Indole

Uréase

Lactose

Glucose

H2S  Gaz
- +
- +
- +
+ -
¥ -
- +

Citrate

RM VP Mannitol

+ - +
- + +
- + +
+ - -
+ ) -
- + +

Mobilité

TDA



Annexe VII

Tableau I: Répartition des souches selon le sexe des patients

Sexe Effectifs Pourcentage %
Féminin 106 77,37
Masculin 31 22,63

Total 137 100

70
60
50
40
30
20
v -
o e —
Femme Homme Femme Homme Femme Homme
24,09% 48,17% 27,74%
[0-15[ans ] 15-65] ans >65 ans

Figure 1 : Répartition des souches d’entérobactéries selon ’4ge et le sexe des patients.

B Souches communautaires M Souches nosocomiales

Figure 8 : Répartition des souches selon leur origine (hospitaliére ou

nosocomiales)



Résumé

L’objectif de notre travail est 1’étude de la sensibilit¢ a la colistine et a d’autres
familles d’antibiotiques de souches d’entérobactéries isolées a partir de prélévements
urinaires d’origine hospitaliére et communautaire, collectées au niveau de I’EPH d’Amizour
et de 4 laboratoires d’analyses médicales privés de la wilaya de Bejaia. Les souches collectées
ont été testées par différents famillesd’antibiotique et I’étude de la sensibilité de ces souches a
la colistine était réalisée par des CMIs en milieu liquide. Au total, 137 souches
d’entérobactéries ont été collectées, dont 06 était résistante a la colistine, 04 productrices de
BLSE, 01 seule souche productrice de I’acétyltransférase plasmidique. En conclusion, le taux
de résistance a la colistine est relativement élevé. Ainsi une politique de surveillance est

nécessaire.
Mots clés : Entérobactéries, colistine, infection urinaire, antibiorésistance
summary

The objective of our work is to study the susceptibility to colistin and other families of
antibiotics of strains of enterobacteria isolated from urinary samples of hospital and
community origin collected at the EPH level Amizour and 4 private medical laboratories in
the wilaya of Bejaia. The collected strains were tested by different families of antibiotics and
the sensitivity of these strains to colistin was measured by liquid MICs. A total of 137 strains
of enterobacteria were collected, of which 06 was resistant to Colistin, 04 producing ESBL,
01 single strain producing plasmid acetyltransferase. In conclusion, the rate of resistance to

colistin is relatively high. Thus a monitoring policy is necessary.
Key words: Enterobacteriaceae, colistin, urinary tract infection, antibiotic resistance
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