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Introduction

1. Introduction

L’infection urinaire (IU) est I'une des infections bactériennes les plus fréquentes
(Abalikumwe,2004). Depuis des années, les infections urinaires sont devenues un vrai
probléme de santé publique. Ces infections viennent en deuxiéme position apres les infections
respiratoires (Abalikumwe,2004). Elles se rencontrent chez I’enfant, I’adulte et le vieillard,
dans les deux sexes. Elles occupent une place importante parmi les motifs de consultation
(Kodio,1988).

Les U sont habituellement causées par les bactéries qui proviennent de la flore intestinale
ou de la flore périnéale (Letonturier, 2006). La souche Klebsiella pneumoniae est responsable
d’un pourcentage important des infections des voies urinaires. Elle est classée comme
deuxiéme espece bactérienne impliquée dans ce type d’infection et spécialement dans celles

non compliquées du tractus urinaire.

L’examen cytobactériologique des urines (ECBU) est I’examen clé pour le diagnostic
positif de I’'TU. Il impose sur des conditions rigoureuses de prélévement, de conservation et de
réalisation. Ce test repose sur I’isolement et I’identification des microorganismes responsables
et la détermination de la sensibilité ou la résistance de ces germes aux antibiotiques
(Abalikumwe,2004).

Le traitement est actuellement basé sur [l'utilisation des antibiotiques. Cependant,
l'augmentation des taux de résistance aux antibiotiques associée a une récurrence croissante
des U nécessite le développement de stratégies de traitement nouvelles et efficaces pour

lutter contre leur prévalence.

C’est dans ce contexte que nous avons choisi ce sujet pour étudier la sensibilité de ce
germe uro-pathogene (Klebsiella pneumoniae) vis-a-vis quelque antibiotique. Ce travail est
réalisé au sein du laboratoire de Bactériologie de ’Hopital Militaire Régional Universitaire de

Constantine. Les objectifs de cette recherche visent :

» L’isolement et identification de Klebsiella pneumoniae retrouvé dans des
prélevements urinaires recus au niveau du laboratoire de bactériologie.
> La détermination de leurs profils de sensibilité et de résistance aux antibiotiques par

antibiogramme.
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2.1. Géneralités sur Klebsiella pneumoniae

2.1.1. Dénomination

Le genre Klebsiella a ét¢é nommé par Trevisan en 1887 pour honorer Klebs Edwin, un
microbiologiste Allemand du 19¢éme siécle. L’espéce type est Klebsiella pneumoniae, connue
autre fois sous le nom de pneumobacille de Friedlander. Ce dernier avait décrit cette bactérie

dans les poumons d’un patient décédé d’une pneumonie (Freney,2000).

2.1.2. Présentation du genre

Les espéces du genre Klebsiella sont des bactéries en forme de batonnet et font partie de
la famille des Enterobacteriaceae. Elles se distinguent par leur immobilité constante, et leur
groupement en diplobacilles. Elles sont souvent encapsulées et forment des colonies mucoides
(Janda, 2006).

Ce genre comporte 5 especes différenciées par des caractéres biochimiques, 1’espece type
est Klebsiella pneumoniae parce qu’elle est la plus fréquemment retrouvée en clinique
humaine (Brisse,2006). Cette bactérie posséde toutes les caractéristiques des

Enterobacteriaceae.

C’est une bactérie commensale de I’homme et des animaux. Elle est responsable
d’infections communautaires (urinaires et respiratoires) et d’infections opportunistes chez les

malades hospitalisés (Avril,2000).

2.1.3. Classification

Regne : Bacteria
Embranchement : Proteobacteria
Classe : Gamma Proteobacteria
Ordre : Enterobacteriales
Famille : Enterobacteriaceae
Genre : Klebsiella

Espéce : ,. Klebsiella pneumoniae  _Subsp. Ozenae.

__» Subsp. Pneumoniae.
L_,.Subsp. Rhinoscleromatis
L » Klebsiella oxytoca

Ly Klebsiella planticola
|, Klebsiella terrigena

—» Klebsiella ornithinolytica. (George,2004).

( 1
{1 2 )
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2.1.4. Caractéeres bactériologiques

2.1.4.1. Caractéres morphologiques

Les bactéries appartenant a ’espece Klebsiella pneumoniae sont des bacilles a Gram
négatif, immobiles, diplobacilles généralement capsulées, non sporulées, anaérobies
facultatifs (Figurel) (El Fertas-Aissani,2012).

x

. R -li
rey ﬁ

% "
.Q;'"A. 'L
*:03‘*.":-

| _ ___  sed A |

Figure 1:Observation microscopique des bacilles de Friedlander.

2.1.4.2. Caracteres culturaux

K. pneumoniae se développe en aéro-anaérobiose. Sur les milieux classiques
d'isolement pour entérobactérie (Hektoen, Mac Conkey,) apres une incubation de 18 a 24 h a
30 ou a 37 °C (Figure2), les colonies sont d'un diametre de 3 a 4 mm, ronde, lisses, lactose
positives, bombées, brillantes, muqueuses, parfois filantes a I'anse de platine (Minon,1989 .,
Freney ,2000).

En milieu liquide (bouillon nutritif, eau peptonée), la culture est rapide (quelques
heures) a 30° et 37° C pour Klebsiella pneumoniae et Klebsiella oxytoca avec parfois dép6t
muqgueux et collerette visqueuse en surface. A 10° C, seules se développent Klebsiella
terrigena, Klebsiella planticola et 60 % des souches de Klebsiella oxytoca. A la différence
des autres especes de Klebsiella, plus de 90 % des souches de K. pneumoniae croissent a 44°
C en bouillon lactosé bilié vert brillant et plus de 80 % en fermentant le lactose avec

production de gaz (Minon,1989).
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Figure 2:Aspect des colonies de Klebsiella pneumoniae sur milieu Mac Conkey.

2.1.4.3. Caracteres biochimiques

Les klebsiella sont des bactéries immobiles, non sporulées, aéro-anaérobies, ayant un
métabolisme respiratoire et fermentatif, fermentant le glucose avec production de gaz,
oxydase négative, catalase positive, ODC négative, ADH négative, tryptophane désaminase et
phénylalanine désaminase négatives, béta-glucoronidase négative, ne produisant pas
d'hydrogene sulfuré et fermentant de nombreux sucres dont l'inositol. Réaction de Voges-

Proskauer positive (\VP+) et uréase + (Jarlier,2000).

Klebsiella pneumoniae peut étre définie comme une Entérobactérie immobile, VP +,
RM -, uréase +, ONPG +, B-xylosidase +, H2S -, indole -, désaminase oxydative -, LDC +,
ODC -, lipase, DNase et gélatinase -, KCN +, fermentant de nombreux substrats glucidiques
avec production de gaz, utilisant le citrate de Simmons et le malonate (Tableaul).

Tableau 1:Principaux caracteres biochimiques de K. pneumoniae(Joly,2002)

Glucose | Indole | ONPG | Gaz | Mobilité | VP | RM | TDA | H2S | ODC | ADH | LDC | citrate

+ - + + - + - - - - - + +

2.1.4.4. Caracteres antigéniques

K. pneumoniae possede des antigénes communs avec ceux portés par les autres
entérobactéries excepté ’antigéne flagellaire du fait de son immobilité :
e Antigenes « O » somatiques : la recherche des antigeénes « O » présente peu d’intérét

pratique, en raison de la difficulté de leur détermination (caractere thermostable).
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Antigénes « K » capsulaires : au moins 77 antigenes K ont été décrites chez K. pneumoniae,
K1 a K72, K74, K79 a K82. Les souches les plus souvent pathogénes pour I'homme et les
animaux appartiennent aux types capsulaires 1 et 2, plus rarement 3 et 4.

Antigéne d’adhérence : appelé fimbriae, de nature protéique, porté par des pili

communs (Minon,1989 ; Freney ,2000).

2.1.5. Habitat

Klebsiella pneumoniae est une espece pathogene opportuniste (Brisse,2006). Elle est
répandue dans la nature on peut I’isoler de I’eau, de végétaux, sol et d’aliments divers. Cette
espece est rencontrée dans la flore fécale de 30 a 40% des animaux et de I’homme (bactérie
ubiquitaire présente dans le tube digestif et dans I’appareil respiratoire des hommes et des
animaux en tant que bactérie commensale), elle végete sur la peau, les muqueuses et les vois
respiratoires supérieures. Fréquente dans les selles et peuvent étre un indicateur d’une
contamination fécale (Avril,2000).

2.1.6. Transmission

K. pneumoniae est responsable d’infections spontanées dans 25% des cas, mais surtout
d’infections nosocomiales séveres et difficiles a traiter (Arafa, 2009).

La transmission de ces bactéries d’un patient a un autre se fait facilement par les mains
du personnel soignant ou les instruments de travail du personnel médical ou paramédical
(cathéter, masque a oxygene...) (Raud,2003), ou moins souvent par la contamination de
I’environnement.

La transmission de K. pneumoniae est trés facile et rapide mais ne se propage pas dans
I’air. Elle est pathogéne chez I'immunodéprimé, souvent traité par les antibiotiques, chez
lequel elle est parfois inoculée lors de manceuvres dans un but diagnostique ou thérapeutique.
2.1.7. Pouvoir pathogéne

Klebsiella pneumoniae est le chef de file du groupe des entérobactéries pathogenes
opportunistes trés incriminé dans les infections nosocomiales, il est responsable d’infections
diverses : infections suppuratives, urinaires, respiratoires, biliaires, hépatiques intra-
abdominales, bactériémies, septicémies, Infections de sites opératoires (Sekhri,2011).

Il est responsable d'environ 10% des infections nosocomiales (Chung,1992), I’'une des
principales espéces bactériennes impliquées dans les 1U soit de 6 a 17% d’infection (Ben Haj
Khlifa,2012).

K. pneumoniae fait partie du groupe KES qui est d’une grande importance en clinique
hospitaliére (Podschun, 1998).
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K. pneumoniae subsp. Pneumoniae est surtout actuellement un agent d'infection
nosocomiale, responsable des infections urinaires sur sonde, de bactériémies de pneumonies,
d'infections de sites opératoires et d'infections néonatales (Carpenter, 1990).

K. pneumoniae subsp. Ozaenae est responsable d'une rhinite chronique atrophique
décrite sous le nom d'ozene. Cette infection se manifeste par une ulcération chronique de la
muqueuse nasale pouvant aboutir a une perforation du cartilage nasal, accompagnée de
décharges nasales purulentes (Podschun, 1998).

K. pneumoniae subsp. Rhinoscleromatis est responsable du rhinosclérome, infection
granulomateuse chronique des voies aériennes supérieures, dont quelques cas ont été
rapportés chez des patients infectés par le VIH. (Strampfer, 1987).

K. pneumoniae occupe une place importante dans la pathologie infectieuse du
nouveau-ne. En effet, les infections nosocomiales a K. pneumoniae dans les services de
néonatologie sont fréquentes, notamment dans les unités de soins intensifs et chez les

prématurés (Bennet, 1985).

2.1.7.1. Facteurs de pathogénicité de K. pneumoniae

Les termes facteurs de pathogénicité et facteurs de virulence sont souvent utilisés
comme synonymes. Mais certains auteurs font une distinction claire entre les deux : le terme
pathogenicité définit la capacité de la bactérie a causer une maladie alors que la virulence est

la mesure ou le degré de pathogénicité (Chung,1992).

Serum resistance Adhesin

Type 1 pili (MSHA)
Type 3 pili (MR/K-HA)
KPF-28 fimbriae

CF29K (nonfimbrial)
7y y\Aggregative adhesin

’-(*, T=

Enterochelin

/ Aerobactin

Capsule Siderophores

(77 serotypes)

Figure 3:Représentation schématique des facteurs de pathogénicité de K.pneumoniae
(Podschun, 1998)
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e Antigenes de surface

Deux types d'antigenes sont exprimés a la surface de K. pneumoniae. Ces deux antigénes
contribuent a la pathogénie de cette bactérie. Le premier est l'antigéne "O" qui est le
composant du lipopolysaccharide et dont 9 types ont été identifiés. Le second est l'antigéne
capsulaire (K), un polysaccharide capsulaire dont 82 ont été décrits et 77 caractérisés.

e Le lipopolysaccharide

Le LPS, est formé de plusieurs composeés : le lipide A de structure oligosaccharidique, et
I'antigene "O". L'antigene "O", composé le plus externe du LPS, est formé d'unités répétées de
polyméres d'oligosaccharides. Le lipide A correspond & l'endotoxine des bactéries & Gram
négatif et participe au pouvoir pathogéne. Sa libération massive dans la circulation au cours
des bactériémies conduit au choc endotoxinique. Le role principal du LPS in vivo est de
proteger K. pneumoniae du pouvoir bactéricide du sérum (Dabernat, 1997).

2.1.7.2. Lacapsule

La capsule a été le premier facteur de virulence décrit (Hsieh,2012). Elle confere a
Klebsiella pneumoniae un fort pouvoir invasif en protégeant les bactéries de la phagocytose et
du pouvoir bactéricide du serum (Lai,2000 ; Held,2000 ; ofek,2001). C’est une véritable
enveloppe de nature polysaccharidique présentant un antigene K (Hennequin,2007). In vitro,
la présence d'une capsule diminue l'attachement aux cellules intestinales HCT-8 et aux
cellules vésicales T-24. Toutefois, in vivo la capsule n'inhibe pas la colonisation de l'intestin
et elle semble étre un facteur de virulence important dans les infections urinaires. Divers
modeéles expérimentaux montrent qu'il existe une relation entre la taille de la capsule et
I'intensité du pouvoir pathogene. Parmi les 77 serotypes capsulaires K1, K2, K4 et K5 sont les
plus pathogénes (Lai,2000., Fung,2000).

2.1.7.3.Facteurs d’adhésines

Différentes adhésines ont été mises en évidence chez K. pneumoniae. Ces molécules
jouent un role essentiel dans la premiere étape du processus infectieux. Les propriétés
d'adhésion des entérobactéries sont généralement médiées par différents types de pili ou
fimbriae. Ce sont des structures protéiques non flagellaires et filamenteuses formant des
appendices a la surface des bactéries qui ont la capacité d'agglutiner les érythrocytes. lls sont
formeés de différentes sous-unités.

Les deux types de fimbriae les plus rencontrés chez K. pneumoniae ont le type 1 et le type 3.
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e Les fimbriae de type 1 sont les mieux connus et sont présents chez la majorité des
entérobactéries. lls ont la plus grande capacité dadhésion. lls sont impliqués dans la
colonisation des tractus respiratoire et urinaire (Struve, 2008).

e Les propriétés des fimbriae de type 3 sont moins bien connues. Ils sont impliqués dans
l'adhésion de K. pneumoniae a différents types cellulaires, par exemple aux épithéliums
urinaire et respiratoire. Leur réle comme facteur de virulence reste hypothétique dans
plusieurs modéles d'infections (urinaire, pulmonaire). Néanmoins, du fait que ces structures
semblent faciliter l'adhésion a des supports inertes et avoir un role dans la formation de
biofilm, elles pourraient participer a la physiopathologie des infections urinaires sur sonde
(Sebghati, 1998).

e Sidérophores

C’est la possibilité des bactéries a capter le fer environnant grace a des structures
particuliéres, les sidérophores. Dans l'organisme de I'nbte, le fer n'est pas a I'état libre mais
associé a des glycoprotéines telles que la transferrine et la lactoferrine. En effet la captation
du fer est essentielle a la croissance et a la réplication in vivo des bactéries et joue un role dans

I'installation et la progression de l'infection (Podschun,1998 ; Carniel,1999) (Figure 2).

2.1.8. Réservoirs
Les principales sources de Klebsiella pneumoniae sont notamment les suivantes :

e K. pneumoniae : présente dans tous les sites anatomiques du corps humain, le plus
souvent dans les voies respiratoires et les voies urinaires ;

e K. ozaenae : présente le plus souvent dans les écoulements nasaux ; voies
respiratoires, voies urinaires et sang ;

e K. rhinoscleromatis : peut étre retrouvé dans les écoulements nasaux et sang (sérum)
(Botelho-Nevers,2007).

2.2. Resistance de Klebsiella Pneumoniae aux Antibiotiques

2.2.1. Les antibiotiques
2.2.1.1. Généralité sur les antibiotiques :
Les antibiotiques peuvent étre classés en se basant sur différents criteres tels que leurs
origines, leurs structures et leurs mécanismes d’action. L’action antibactérienne s’effectue
selon quatre principaux mécanismes : une inhibition de la synthese des constituants de la

paroi, un blocage de la synthése des protéines, un blocage de la synthése des acides
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nucléiques et une altération du fonctionnement de la membrane cytoplasmique (Modibo,
2006).
2.2.1.2. Définition
Les antibiotiques sont des molécules a activité antibactérienne. Ils sont soit d’origine
biologique (B-lactamines, aminosides, macrolides, polypeptides) semi synthétiques ou
synthétiques (sulfamides, quinolones). lls agissent spécifiquement sur des cibles moléculaires
perturbant une étape essentielle du métabolisme des bactéries (synthés protéiques, synthese
des acides nucléiques, réplication, transcription, transport transmembranaire...) (Bryskier,
1999).
2.2.1.3.Critéres de classifications
Les antibiotiques peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur spectre d’activité,
I’origine de la molécule et la structure chimique. Au sein de la méme famille, les antibiotiques
peuvent aussi étre regroupés en fonction des modifications successives apportées a leur
structure chimique pour ¢élargir leur spectre d’activité ou améliorer leur pharmacologie. On
parle de “’génération d’antibiotiques’’ telles les céphalosporines et les quinolones (Bryskier,
1999).
2.2.1.4.Mode d’action

Les antibiotiques agissent a I’échelon moléculaire sur une ou plusieurs étapes
métaboliques indispensables a la vie de la bactérie au niveau de (Figure04).

e La paroi bactérienne.

e La membrane cytoplasmique.

e La synthese des protéines.

e La synthese des acides nucléiques.

e Lasynthese des folates (Yala et Mohamadi,2001).
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Figure 4:Différents modes d’action des antibiotiques (Lavigne, 2007).

2.2.2. Notion de la résistance bactérienne

Une bactérie est dite résistante lorsqu’elle supporte une concentration d’antibiotique
nettement plus élevee que celle qui inhibe le développement de la majorité des autres
bactéries de la méme espece (Carl, 2009). La résistance bactérienne est a differencier de la
résistance clinique qui est la non réponse au traitement, responsable de I’échec thérapeutique.
2.2.3. Types de résistance aux antibiotiques

L'efficacité¢ de I’antibiotique dépend d'au moins trois facteurs : la quantité d'antibiotique
au contact de la cible, l'affinité¢ de l'antibiotique pour la cible et la production d’enzymes
inactivant I'antibiotique. Ces facteurs sont responsables soit d'une résistance naturelle, et donc
présents chez toutes les souches de l'espéce, soit d'une résistance acquise par certaines
souches, suite a l'apparition de mutations chromosomiques ou a l'acquisition de matériel
génétique tels que des plasmides, des transposons ou des intégrons (Comité de
I'antibiogramme de la société Francaise de Microbiologie, 1997).

2.2.3.1.Résistance naturelle

La résistance naturelle ou intrinseque est un caractére d’espeéce qui touche toutes les
cellules de toutes les souches. Elle est stable, transmise a la descendance mais pas ou peu
transmissible sur un mode horizontal. La résistance naturelle a pour support génétique le
chromosome bactérien et elle permet de définir le spectre d’activité des antibiotiques
(Fauchere et Avril, 2002).

Les mécanismes de la résistance naturelle peuvent étre I'imperméabilité de la paroi

bactérienne ou la synthése d’enzymes naturelle chromosomiques. K. pneumoniae est
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naturellement résistante aux aminopeénicillines (amoxicilline, ticarcilline) par production d'une
B-lactamase de classe A d'espéce (chromosomique), inhibé par [lacide clavulanique
(Hazggman,1997).
2.2.3.2.Résistance acquise
La résistance acquise est un caractere qui ne concerne que quelques (ou parfois de
nombreuses) souches d’une espéce donnée. Elle est moins stable, mais elle se propage
souvent de facon importante dans le monde bactérien par I’acquisition des nouveaux genes
capables de rendre la bactérie insensible a un antibiotique ou a un groupe d’antibiotique. Ce
nouveau gene peut étre obtenu soit par mutation au niveau du chromosome, soit par transfert
d’ADN de plasmide conjugatif ou de transposons (Yala et Mohamadi,2001).
2.2.4. Résistance de Klebsiella pneumoniae aux p-lactamines
Les béta-lactamines sont les antibiotiques les plus utilisés dans le traitement des infections
causées par les K. pneumoniae vue leur diversité, faible toxicité, activité bactéricide et large
spectre d'action. Elles comprennent les dérives de la pénicilline, les céphalosporines, les
monobactames et les carbapénémes, et ont toutes en commun le cycle B-lactame (Bryshier,
1984).
2.2.4.1.Mécanismes de resistance de Klebsiella pneumoniae
La résistance naturelle ou acquise aux B-lactamines est caractérisée par au moins deux
mécanisme qui peuvent par ailleurs étre combinés : Enzymatique et non enzymatique. Parmi

les mécanismes de résistance effectués par voie enzymatique on cite :

- Pénicillinase

» Phénotype pénicillinase a bas niveau

Klebsiella pneumoniae est naturellement résistante aux pénicillines des groupes G et A et
a la carbénicilline sous I’effet d’une pénicillinase chromosomique. Elle est sensible aux autres
antibiotiques actifs sur les bacilles a Gram négatif (Joly et Reynoud,2002).

» Phénotype pénicillinase a haut niveau

Chez Klebsiella pneumoniae le phénotype pénicillinase a haut niveau se caractérise par la
résistance a tres haut niveau aux amino et carboxypénicillines, et par une réduction de
I’activité des uréedopénicillines et des céphalosporines de premicre et de deuxieéme génération
ainsi par une réduction de I’activité des pénicillines (Ampicilline, Ticarcilline, Pipéracilline et

Amoxicilline) associées aux inhibiteurs de -lactamases.
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- Céphalosporinase de haut niveau

Ce sont des B-lactamases plasmidique de classe C d’ambler qui présentent une résistance a
I’ensemble des B-lactamines excepté les carbapénémes et notamment aux C3G par acquisition
d’un géne plasmidique (AmpC) (Gueudet et al., 2009).

- Carbapénemases

Les carbapénemases de classe A, les plus fréquentes, sont les carbapénemases de type
KPC (Nordmann, 2010). Son activité est partiellement inhibée par I’acide clavulanique ou le
tazobactam. Parmi les céphalosporines de troisiéme génération, les KPC hydrolysent le plus
efficacement le céfotaxime. (Grall et al., 2011). Les souches qui produisent KPC expriment
également d’autres B-lactamases dont de nombreux types de BLSE.Les souches Klebsiella
pneumoniae productrice carbapénemase (KPC) apparaissent donc le plus souvent

multirésistantes aux fB-lactamines (Nordmann, 2010).

- B-lactamase a spectre éelargi (BLSE)

Depuis le milieu des années 1980, notamment chez Klebsiella pneumoniae, et presque
exclusivement en milieu hospitalier, des phénotypes de résistance acquise caractérisés par une
forte diminution de I’activité des pénicillines, des céphalosporines de premicre, deuxieme et
troisieme génération. Ces phénotypes se caractéerisent de plus par une tres forte synergie entre
les B-lactamines inactivées et les inhibiteurs de B-lactamases de type acide clavulanique
(disque d’Augmentin). On peut noter que certaines BLSE sont caractérisées par une activité

faible vis-a-vis des céphalosporines de troisieme génération.

2.2.5. Reésistance de Klebsiella pneumoniae aux aminosides
Comme la plupart des entérobactéries, Klebsiella présente une résistance aux aminosides
gentamicine alors que leur résistance a I’amikacine, ciprofloxacine est faible. La résistance
acquise résulte d’une mauvaise pénétration de I’aminoside a I'intérieur de la cellule
bactérienne ou de la modification enzymatique des antibiotiques (Archambaud et Clave,
2008).
2.2.6. Résistance de Klebsiella pneumoniae aux quinolones :
La résistance des bactéries, notamment Klebsiella pneumoniae, aux fluoroquinolones est
devenue préoccupante tant en milieu hospitalier qu’en médecine communautaire (Lesher et
Brundage, 1962).
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Chez Klebsiella pneumoniae, la résistance aux fluoroquinolones est limitée pour les
souches sauvages a 9-10%, est tres fortement associée pour les souches productrices de BLSE
atteignant des taux de 80% a 97% (Eyquem et al., 2000). La résistance aux quinolones fait
intervenir différents mécanismes, dont le mécanisme le plus fréquent et le mieux connu est la
modification de la cible.

2.2.6.1.Résistance par la modification de la cible
Ce mécanisme de résistance correspondant a une modification de cible de I’antibiotique
avec une altération de I’ADN gyrase et de la topoisomérase. La perte d’affinité pour la cible
provient de modification structurale dans une région appelée la QRDR (Quinolone Resistance
Determining Region), ou sont trouvées la majorité des mutations responsables de la résistance
aux fluoroquinolones (Archamboud et Clave, 2008) (Figure 05).

Fluoroquinolones
bind to two nuclear

enzym esl
inhibiting DNA
replication

DNA gyrase

Figure 5:Mécanisme d’action des Quinolones (https : //slideplayer.fr, s.d.)

2.2.6.2 Résistance par défaut d’accumulation
Klebsiella pneumoniae peut également développer une résistance aux quinolones par
diminution de pénétration a travers la paroi ou par efflux actif, cette résistance par défaut

d’accumulation concerne surtout les quinolones hydrophiles (Illiaquer, 2010).
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3. Matériel et méthodes
3.1. Objectifs et lieu de I’étude

Notre travail s’inscrit sur 1’étude de la sensibilité bactérienne de la souche Klebsiella
pneumoniae isolée des urines. L’isolement de ce dernier a été effectué au niveau du
laboratoire de bactériologie de 1’Hopital Militaire Régional Universitaire de Constantine
(HMRUC) « COMMANDON BENBAATOUCHE ABDELALI » au niveau du palliasse
d’examen cytobactériologique des urines.

De ce fait, il consiste a :

> L’identification de Klebsiella pneumoniae retrouvé dans des prélévements recus au

niveau du laboratoire de bactériologie.

» La determination de leurs profils de resistance aux antibiotiques par antibiogramme.

3.2. Nature de I’étude

D’une part, une eétude prospective a été réalisée sur une periode de 4 mois (janvier-Avril)
de I’an 2019.
D’autre part, une étude rétrospective est realisée sur une période de 2 ans 2017 / 2018 qui a
pour objectif, la synthése des données relatives du taux des infections urinaires di a Klebsiella
pneumoniae et leur profil de résistance obtenues des registres de réception au niveau du
laboratoire.

3.3. Echantillonnage

178 prélevements ont été examinés durant la période de I’étude a partir de patients de
plusieurs catégories (Traitement ambulatoire, patients hospitalisés), et des différents services
du HMRU de Constantine (médecine interne, gastrologie, réanimation, urologie, urgence,
néphrologie, neurologie, oncologie, gynécologie, maladie infectieuse et pédiatrie).

v Recueil des urines

Apres lavage hygiénique des mains et réalisation d’une toilette soigneuse au savon ou aux
antiseptiques doux de la région vulvaire ; suivi d’un ringage ; le sujet élimine le premier jet,
pour ne recueillir dans le tube a urine stérile que les 20 ml, en prenant soin de ne pas toucher
le bord supérieur du récipient.

v" Acheminement

Pour éviter toute prolifération bactérienne le transport au laboratoire se fera le plus vite
possible (pas plus de 2 heures), au-dela de ce délai le flacon d’urine sera placé dans un

récipient contenant de la glace.
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v" Renseignement accompagnant le prélevement

Les renseignements qui accompagnent le prélevement sont indispensables ; ils concernent
le nom et prénom, 1’age, le sexe du patient, le service, et le traitement (Annexe 1).
Ces renseignements permettant au personnel du laboratoire d’améliorer 1’examen
cytobactériologique des urines et son interprétation.

3.4. ldentification bactérienne

3.4.1. Examen macroscopique (urine)

L’urine normale a une couleur claire, d’aspect jaune citron tandis que I'urine infectée est
souvent trouble, d’odeur nauséabonde et de couleur plus foncée. Parfois, on note méme la
présence de sédiments tantét blanchatres (phosphates), tantt rouge brique (acide urique). Son

intérét est limité car une urine trouble n’est pas forcément le signe d’une infection.

3.4.2. Examen microscopique

Cet examen concerne I’examen cytobactériologique des urines (ECBU). Ce dernier doit
étre pratiqué avant de démarrer tout traitement antibiotique et permet de mettre en évidence la
présence ou non d'une infection urinaire chez un patient.

L'examen d’ECBU comprend :

» Lacytologie : compte des leucocytes et des hématies par ml.

> La bactériologie : identification et compte des germes, exprimé en unités formant

colonies (UFC) par millilitre (ml). Cette identification est couplée a un
antibiogramme.

3.4.2.1. Examen cytologique

e Analyse quantitative

Permet de connaitre le nombre figuré par unités de volume (Leucocytes ; hématies ...etc.) ;
cette quantification est effectuée manuellement ou bien par un systeme automatique de
comptage (Piette, 2008). La lecture sera réalisée en comparant nos résultats avec ceux

mentionnés dans le tableau de 1’annexe 02.

e Analyse qualitative

Cet examen permet d’observer et d’apprécier les cellules présentes dans 1’échantillon

(hématies, leucocytes, cristaux, levures). Il est réalisé en déposant une goutte d’urine sur la
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cellule Nageote a I’aide d’une pipette pasteur sans coloration puis examiner sous microscope

optique a I’objectif x40.
3.4.2.2. Examen bactériologique
e Examen directe a I’état frais

C’est un examen de mise en ceuvre trés simple qui permet d’apprécier la morphologie des
bactéries, leur mode de regroupement, et surtout leur mobilité. 1l est réalisé en déposant sur
une lame porte objet stérile, une goutte de l'eau distillée et une goutte d’urine puis de
recouvrir d’une lamelle en évitant d’emprisonner les bulles d’air. La préparation est examinée
au microscope optique au grossissement x40.

e La miseen culture

La mise en culture a pour but I’isolement et la numération des especes bactériennes et plus
spécifiqguement les entérobactéries (K. pneumoniae). C’est la seule méthode qui permet une

identification exacte des bactéries qui colonisent I’urine.

Les entérobactéries ne sont pas exigeantes et sont cultivés sur gélose ordinaire, gélose
nutritive (GN), et sur milieu Hektoen (milieu sélectif). Dans un premier temps,
I’ensemencement est réalisé en prélevant une 6se d’urine qui est déposé sur les milieux de

cultures a ’aide de I’anse de platine par la technique des stries :

« Sur gélose nutritive GN (Annexe3) : la GN est un milieu qui convient a la culture des

germes ne présentent pas d’exigences particulieres.

e Sur miliecu Hektoen (Annexe3) : le milieu Hektoen est un milieu sélectif pour

K.pneumoniae.

e Technique

» Homogénéiser le prélevement urinaire.

» Ensemencer par inondation avec 1ml du prélévement sur les boites de Pétri contenant
la gélose nutritive.

» Pour chaque prélevement urinaire on fait une uroculture sur GN avec un
dénombrement des germes (bactériens) et une deuxiéme uroculture sur milieu Hektoen
pour I’isolement des bacilles a Gram négatif (K. pneumoniae).

» Incuber les boites a 37°C pendant 18 a 24h.
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e Isolement et purification

Apres I’incubation des boites, I'aspect des colonies ayant poussé sur le milieu GN de
culture a été examiné et selon la nécessite (si les boites contiennent plusieurs types de
colonies), on procede a la purification de la souche en réalisant des repiquages successifs (sur
le méme milieu d'isolement) afin d'obtenir des souches pures. L'identification de la souche
étudiée (K. pneumoniae) est réalisée par I'étude de coloration de Gram, plus plusieurs tests
biochimiques.

e Examen directe aprés coloration au bleu de méthylene

La coloration au bleu de méthylene est une coloration tres simple qui permet d’observer

les bactéries (forme, taille, mode de regroupement).

e Technique

Réaliser un frottis bactérien et le fixer a la chaleur

>
» Le recouvrir de bleu de méthyléne et laisser agir 20 min

> Rincer a l'eau distillee

» Seécher entre 2 feuilles de papier de joseph.

e Observation

Examiner a l'objectif x100 a I’immersion dans I'huile avec un éclairage important. Toutes
les cellules apparaissent en couleur bleu ;

» La morphologie des bactéries : bacilles, coques...

» Leur mode de groupement : isolées, par 2, en amas, en chainettes.

> La présence de cellules (polynucleaires, lymphocytes et cellules épithéliales...) et

germes.

e Examen directe aprés coloration de Gram
e Principe et technique

La coloration de Gram est la coloration de base de la bactériologie. C'est une coloration
double qui permet de différencier les bactéries non seulement dapres leur forme et leur
disposition, mais surtout d'aprés leur affinité pour les colorants liée a la structure de la paroi.

Elle permet de renseigner sur (Le type Gram + ou Gram-, la forme des bactéries, la taille,

le mode de regroupement).
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La coloration de Gram se déroule en plusieurs étapes qui consistent a :

» Faire un frottis sur une lame de microscope a partir d'une suspension bactérienne ;
Fixer le frottis a la flamme d’un bec bunsen ;
Recouvrir le frottis de la solution de violet de gentiane on laisse agir une minute ;
Rejeter le colorant puis laver a 1’eau ;
Recouvrir la préparation de lugol, laisser agir 30 secondes ;
Rejeter le lugol puis laver a I’eau ;

Décolorer a I’alcool on le laissant agir pendant 30 secondes ;

YV V. V V V V V

Rincer a ’eau courante et recouvrir la lame de solution de fuchsine diluée, laisser
agir 30 secondes ;
> Rejeter la fuchsine, laver abondamment la lame a I’eau, puis I’égoutter, et la
sécher entre deux feuilles de papier buvard propres.
e Lecture
La lecture se fait au grossissement x 100 avec une goutte d’huile a immersion. Klebsiella
pneumoniae apparaissent en couleur roses (Gram négatif), alors que les autres bactéries a

Gram positif sont colorées en violet.

3.4.3. ldentification biochimique

L’identification des caractéres biochimiques de la souche Klebsiella pneumoniae est
effectuée a I’aide de la galerie biochimique miniaturisées (galerie Rapid one) plus des tests
complémentaires (test d’oxydase et test de catalase).

3.4.3.1. Identification par la Galerie biochimique miniaturisée (RaplD ONE)

e Principe

Les tests utilisés avec le systeme Rapid one reposent sur la détection de la dégradation
microbienne de substrats spécifiques par différents indicateurs (virage de couleurs).

Le systeme RaplD ONE se compose des plaquettes RapID ONE et du réactif RaplD ONE
(annexe8). Chaque plaquette RaplD ONE est constituée de plusieurs cavités réactives
moulées (cupules) a la périphérie d'un plateau jetable en plastique (Figure 6).

Les cavités réactives (cupules) contiennent des réactifs déshydratés et le plateau autorise
I'inoculation simultanée de toutes les cavités par une quantité prédéterminée d'inoculum.
Aprés incubation de la plaquette, les résultats positifs sont déterminés par observation d'un
virage de couleur. Dans certains cas, il est nécessaire d'ajouter des réactifs dans les cavités

pour provoquer ce virage de couleur.
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Le modéle résultant de scores positifs et négatifs au test sert de base a I’identification de
I’isolat du test en comparant les résultats obtenus a des modéles de réactivité enregistrés dans

une base de données, via I'utilisation d’Electronic RaplD Compendium (ERIC™),

Figure 6: Galerie biochimique RapID ONE

e Technique

Apres le développement des souches sur GN la préparation de la suspension bactérienne
consiste en transfert, en condition aseptique, d’une colonie bien isolée vers un tube qui
contient 1 a 2 ml d’eau physiologique stérile. La technique est décrite comme suit :
e Réaliser une suspension bactérienne en homogénéisant soigneusement les bactéries
dans le milieu.

e Aprés avoir ajouté la suspension, tout en maintenant la plaquette en contact avec une
surface plane, écarter la plaquette des cavités réactives en la placant a un angle

d'environ 45 degres (Figure 7).

Cavités réactives

Conduit d'inoculation
(arriere du plateau)

Figure 7 : La premiére étape de la galerie biochimique RaplD ONE

e Alors qu'elle est toujours penchée, agiter doucement la plaquette pour obtenir une
distribution homogéne de l'inoculum le long des déflecteurs arriere, comme sur

I'illustration figure8.
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Figure 8 : La deuxieéme étape de la galerie biochimique RaplD ONE

Tout en stabilisant la plaquette en position horizontale (le plus simple est de faire
reposer le fond des cavités réactives sur la paillasse), faire basculer doucement la
plaquette vers les cavités réactives jusqu'a ce que l'inoculum s'y écoule depuis les

déflecteurs (figure 9). Tout linoculum doit s'évacuer de la partie arriere de la

plaquette
Cavités réactives )
{avant du plateau)

2N

Figure 9 : La troisieme étape de la galerie biochimique RapIlD ONE
Remettre la plaguette en position horizontale. Le cas échéant, tapoter doucement la
plaquette sur la paillasse pour évacuer I'air emprisonné dans les cavités.
Mettre a incuber les plaquettes inoculées entre 35 et 37°C dans un incubateur pendant
4 heures.

La lecture se fait selon un catalogue analytique (Annexe 4, 5).

Les tests biochimiques de la galerie RaplD ONE

Les identifications s'effectuent en associant les résultats des tests réalisés sur les plaquettes

RapID ONE a d'autres tests de laboratoire (ex : coloration de Gram, oxydase) pour définir un

profil ressemblant statistiquement a la réactivité connue de taxons enregistrés dans la base de

données du systeme RaplD. Ces profils sont comparés a l'aide du tableau différentiel RapID

ONE ou déterminés a partir d'un microcode (annexe 05).

Test a I’oxydase

La recherche de I’oxydase présente un intérét taxonomique en ce qui concerne

I’identification taxonomique des bactéries a Gram négatif.
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v Principe

Le test de 'oxydase est fondé sur la production bactérienne d’une enzyme oxydase
intracellulaire. En présence d’oxygéne atmosphérique et de cytochrome C. Cette enzyme
oxyde le réactif pour former un composé coloré en violet « 1’indophénol » (Savadogo et
Boubkeir, 2016).

v Technique
A T’aide d’une pipette pasteur, une colonie de la bactérie a identifier et écraser sur le papier.

v' Lecture

La présence d’une cytochrome oxydase se traduit par I’apparition d’une coloration rouge

virant rapidement au violet trés foncé. A I’inverse, si la couleur du papier ne change pas,

la souche est donc a oxydase négative (Figure 10).

57! OXIDASE T~

Oxidase positive

Oxidase negative

Figure 10: test oxidase ( (microbeonline.com/oxidase-test-principle-
procedure-and-oxidase-positive-organisms, s.d.)
- Test de catalase
Il permet la détection de I’enzyme « catalase » qui décompose le peroxyde d’hydrogéne

(H202) avec dégagement d’oxygéne selon la réaction suivante :

Catalase
2H202 e > 2H20 + 02

Ce test s’effectue sur une lame porte objet propre. Une colonie bactérienne a laquelle on

ajoute de 1’eau oxygénée (a 10 volumes) a I’aide d’une pipette Pasteur.
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e Lecture : La présence d’une catalase se traduit, en quelque secondes, par la formation

de bulles d’oxygéene (Figure 11).

Catalase Positive Catalase Negative

Figure 11: test catalase

3.5.Détermination de la résistance de Klebsiella pneumoniae aux

antibiotiques « Antibiogramme »

La résistance des souches aux antibiotiques est testée par la méthode de diffusion en
milieu gélosé « Muller Hinton (MH) ». C’est une technique rapide basée sur ’observation de
la croissance bactérienne en présence d’un gradient de concentration de I’antibiotique obtenu
apres sa diffusion a partir du disque. La croissance bactérienne s’arréte lorsque les bactéries

sont en contact avec la concentration minimale d’inhibition autour du disque d’antibiotique.

3.5.1. Antibiogramme

L'antibiogramme est I'examen biologique destiné a mesurer l'interaction entre chacune des
molécules antibactériennes utilisables et la souche bactérienne isolée d’un patient. Le résultat
contribue a évaluer la sensibilit¢ de la souche bactérienne examinée ou sa résistance
(Moulkia, 2018).

Pour chaque souche de Klebsiella pneumoniae isolée, un antibiogramme est réalisé par la
méthode de diffusion en milieu gélosé Mueller Hinton. La technique de 1I’écouvillonnage et la
mesure des diamétres se font selon les recommandations du Clinical & Laboratory Standards
Institute « CLSI ». Les résultats de cet examen peuvent aider les médecins dans le choix de

I'antibiotique approprié pour la thérapie.
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>

Technique

Milieu

Gélose MH, coulée en boites de Pétri sur épaisseur de 4mm, et séchée.

>

Inoculum

A partir d’une culture pure de 18 a 24h sur milieu d’isolement, on préléve & ’aide d’une

anse ou une pipette Pasteur quelques colonies bien isolées de Klebsiella pneumoniae, puis on

les dissocie dans 10 ml d’eau physiologique stérile, bien homogénéiser la suspension

bactérienne, dont sa charge doit étre équivalente a 0,5 Mac Ferland.

>
°

>

Ensemencement par écouvillonnage

Tremper un écouvillon stérile dans I’inoculum

L’essorer en le passant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin de
le décharger au maximum.

Frotter I’écouvillon sur la totalité¢ de la surface gélosée, seéche, de haut en bas, en stries
serrees.

Répéter I’opération 3 fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de
faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme.
Finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose ;
Recharger I'écouvillon pour chaque boite de Pétri.

Choix des antibiotiques :

Les antibiotiques testés lors de la réalisation de I’antibiogramme des entérobactéries

sont (Annexe 06):

R/
L X4

R/
A X4

e

AS

K/

B-lactamines

Ampicilline (AMP), Amoxicilline (AMX), Amoxicilline-acide clavulanique (AMC),
Ticarcilline (TIC), Pipéracilline (PRL), Céfazoline (CZ), Céfotaxime (CTX),
Céftriaxone (CRO), Imipéneme (IMP).

Aminosides

Amikacine (AK), Gentamicine (GN).

Quinolones

Acide nalidixique (NA), Ciprofloxacine (CIP), Ofloxacine (OFX).

Autres

Colistine (CT), Triméthoprime-sulfaméthoxazole (SXT).
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> Application des disques d’antibiotiques

e Les disques choisis sont déposés sur la gélose a I’aide d’une pince flambée, en
appuyant doucement sur chaque disque pour assurer un contact uniforme avec le
milieu.

Environ 6 ou 7 disques d’antibiotiques sont déposés sur une boite de 90 mm, deux
disques doivent étre éloignés au minimum de 30 mm, de plus 15mm sont éloignés du
disque au bord de la boite.

> Incubation

Laisser diffuser les disques apres leur application a température ambiante pendant 15 min,
puis incuber dans I’étuve a 37°C pendant 18 a 24h.

> Lecture et interprétation de I’antibiogramme

La lecture de ’antibiogramme se fait par la mesure des diametres d’inhibition a 1’aide du
pied a coulisse ou par une régle graduée. Les résultats sont compares aux valeurs critiques
standards, pour classer les bactéries dans I’une des catégories : Sensible (S), Intermédiaire (I),

Reésistante (R) (Annexe 07).
3.6. Resultat statistique

L’étude statistique est effectuée a I’aide de I’logiciel « Excel » a partir d’une étude
rétrospective réalisée sur une periode de 2 ans (2017-2018) par des données obtenues des
registres de réception au niveau du laboratoire.

Un total de 178 souches de Klebsiella pneumoniae sont étudiées. De plus, les analyses
statistiques de I’année 2019 (étude prospective) a révélé de nombreux cas touchés par la
méme souches uropathogene. Les distributions des cas obtenues sont évaluées selon :

e L’origine de prélevement.

e Lesexe.

e La fréquence d’isolement par rapport aux autres germes

e Leservice.

Les résultats sont représentes par des tableaux et des camemberts.
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4. Résultats et discussions

Ce travail s’inscrit sur I’étude de la sensibilité bactérienne de la souche pathogéne
Klebsiella pneumoniae isolée des urines. L’objectif de cette étude s’articule sur, (i)
L’identification de Klebsiella pneumoniae retrouvé dans des prélevements recus au niveau du
laboratoire de bactériologie a I’'Hopital Militaire Régional Universitaire de Constantine ; (ii)
La determination de leurs profils de résistance aux antibiotiques par antibiogramme. De plus,
de cette étude prospective réalisée une autre étude rétrospective est effectuée (de ’année 2017

au 2018) afin de bien déterminer cette infection.

4.1. ldentification bactérienne

4.1.1. Aspect macroscopique (urine)

Il consiste a observer a I’ceil nu la limpidité de 1’urine et sa couleur ; il permet de constater
I’existence d’une éventuelle hématurie. Son intérét est limité car une urine trouble n’est pas
forcément le signe d’une infection, plusieurs aspects ont été observés sur les malades que
nOus ayons Suivis :

o Urine claire ou jaune brun : renseigne sur la concentration en eau de I’urine.
o Urine trouble ou purulente : cet aspect suggére la présence des leucocytes.
o Urine sanglante : présence des hématies.

4.1.2. Examen microscopique

L'examen microscopique est un moyen de diagnostique indispensable, car souvent, on
notera aucune anomalie macroscopique ou visible a I’ceil nu, d'ou la nécessité de rechercher

des bactéries et des éléments cellulaires de type polynucléaire au microscope optique.
4.1.2.1. Examen a I’état frais

Permet de voir la morphologie et la mobilité des bactéries. De ce fait, des bactéries, des
leucocytes, des hématies et des cristaux ont été observées dans quelques échantillons des

urines (Figurel2).

L’observation par microscope optique des cellules de nos échantillons a I’état frais révele
la présence de cellules type bacilles immobiles. Ces cellules ont le méme aspect

microscopique de la souche recherchée Klebsiella pneumoniae.
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Bacille

Leucocyte

Hématie

Figure 12 : observation microscopique d’un échantillon (urine) a I'état frais au « G x 40 ».

4.1.3. Mise en culture de la souche

L’observation des caractéres culturaux de la souche isolée sur les boites de Pétri, aprés la
mise en culture sur GN, pendant 24h d’incubation a 37 C°, nous a permis de voir la forme et
I’aspect des colonies. La souche recherchée forme des colonies bombées souvent trés

muqueuses parfois filante a ’anse de platine, larges, grasses et luisantes.

e Gélose nutritive (GN)

Les observations des boites incubées montrent qu’il y a des colonies muqueuses de 3-4

mm de diameétre avec une tendance a la confluence (Figurel3).

Figure 13: Aspect macroscopique des colonies isolées sur gélose nutritive.
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e Sur milieu Hektoen

La gélose Hektoen est un milieu sélectif permettant I’isolement et différenciation des

entérobactéries pathogénes a partir des prélevements biologiques (urines).

L'aspect des colonies sur milieu Hektoen est en relation de la capacité de Klebsiella
pneumoniae a fermenter le lactose mis dans le milieu. Cela conduit a une production d'acide
qui abaisse le pH et modifie l'indicateur de pH placé dans le milieu qui vire du vert au jaune-
oronge. Notre souche se présente sous formes de grosses colonies muqueuses, bombées,
lactose (+), ayant un aspect d’une goutte de miel, avec une tendance a la confluence
(Figurel3). Ces résultats sont compatibles avec ceux mentionnées par Illiaquer (2010) qui a
travaillé sur K. pneumoniae sur milieu Hektoen qui a obtenu des colonies, bombées et

brillantes et qui apparaissent lactose positive avec un virage de I’indicateur coloré.

Figure 13 : Aspect macroscopique des colonies sur milieu Hektoen.

4.1.4. Examen apreés coloration de Gram

C’est la coloration de base en bactériologie qui permet de rechercher I’affinité tinctoriale
des bactéries leurs morphologies et leurs modes de regroupement. Elle permet une
classification des bactéries selon leur structure.

L’observation a I’objectif x 100 de la souche recherchée apres coloration de Gram (Figure
14), nous a révélé que notre souche est a Gram négatif et ont une forme en bacilles coloré en
rose. Ceci est compatible avec les résultats de Gueye (2007) qui dit que les souches de

Klebsiella pneumoniae, se présentent sous forme de bacilles ou diplobacilles colorés en rose.
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Figure 14 : Observation microscopique apres coloration de Gram au « G x 100 ».

4.1.5. Coloration au bleu de méthylene

Cette coloration permet de déterminer la nature des leucocytes et dapprécier la
morphologie des bactéries. Aprés I’examination a I'objectif x100 a immersion (avec une
goutte dhuile) avec un éclairage important sur un microscope optique, les structures

colorables de la souche isolée apparaissent en bleu (Figure 15).

L’observation de notre souche apres coloration de bleu de méthyléne nous a indiqué que
cette derniére a une forme de bacilles et son regroupement est en diplobacilles. Ce résultat est
compatible avec celui Boughachiches et Ebais (2016) qui a trouvé le méme type de cellule de

K. pneumoniae.

Figure 15 : Observation microscopique aprés coloration de bleu de méthylene (Gx100).

29

——
| —



Résultats & discussions

4.1.6. ldentification biochimique de la souche

4.1.6.1. Identification par la Galerie biochimique miniaturisée (RapID ONE)

L’identification des caractéres biochimiques est effectuée a ’aide de galerie biochimique
miniaturisée, la galerie RapID ONE, plus des tests complémentaires (test d’oxydase et test de
catalase).

La galerie se compose de 18 microtubes contenant des substrats déshydratés pour la mise
en évidence d’enzymes ou de fermentation de sucres. Les tests enzymatiques sont inoculés
avec une suspension dense, réalisés a partir d’une culture pure, qui réhydrate les substrats. Les
résultats des réactions produites durant la période d’incubation se traduisent par un
changement spontané ou révélé par 1’addition de réactifs (réactif RaplD ONE et réactif spot
Indole RapID) (Figure 16).

Figure 16 : Résultat de la galerie RaplD ONE de Klebsiella pneumoniae.

De la méme maniere, nous obtenons un profil numérique sur la fiche de résultat
(annexel).

A T’aide du logiciel d’identification Rapid TM one ; entrer manuellement au clavier le
profil numérique a 7 chiffres. Le tableau suivant montre les principaux résultats de la galerie
biochimique RapID ONE de la souche isolée. Ces résultats et aprés I’analyse par le logiciel

d’identification indiquent que notre souche est Klebsiella pneumoniae.

Tableau 1: caracteres biochimiques de K.pneumoniae.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18
B B
URE ADH oDC LDC TET LIP KSF SBL GUR ONPG -GLU -XYL NAG MAL PRO GGT PYR IND
e e T o e S S S R B T B -
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Les résultats du tableau sont interprétés de la maniere suivante :

URE (Urée) : L’hydrolyse de l'urée produit des éléments basiques entrainant une hausse
du pH et le changement de l'indicateur. Donc I’apparition de la couleur rouge nous a
indiqué que notre souche est a urée positive et posséde 1’enzyme urease.

ADH (Arginine) : L'hydrolyse du substrat acide aminé (arginine) produit des éléments
basiques entrainant une hausse du pH et le changement de Il'indicateur. Donc I’apparition
de la couleur vert-jaune nous a indiqué que notre souche est a ADH négatif et ne posséde
pas ’enzyme décarboxylase bactérienne de I’arginine.

ODC (Ornithine) : L’apparition de la couleur violacée brillant nous a indiqué que notre
souche est a ODC negatif et donc elle ne posséde pas I’enzyme décarboxylase bactérienne
de I’ornithine.

LDC (Lysine) : L’apparition de la couleur jaune nous a indiqué que notre souche est a
LDC négatif et donc elle ne posséde pas I’enzyme décarboxylase bactérienne de la lysine.
TET (Thiol aliphatique) : L’hydrolyse du composé thiol produit des éléments acides
entrainant une baisse du pH et le changement de l'indicateur, ’apparition de la couleur
orange nous a indiqué que notre souche est a TET négatif, donc elle n’a pas la capacité
d’oxyder le thiol.

LIP (Ester d'acide gras) :L’hydrolyse de l'ester d'acide gras provoque la libération
d'éléments acides entrainant une baisse du pH et le changement de [lindicateur,
I’apparition de la couleur rouge nous a indiqué que notre souche est de LIP négatif, donc
elle ne possede pas I’enzyme de 1’estérase.

KSF (Aldéhyde de glucose) : L'hydrolyse des hydrates de carbone produit des éléments
acides entrainant une baisse du pH et le changement de l'indicateur. L’apparition de la
couleur jaune signifie que notre souche a une KSF positif. Donc elle possede 1’enzyme
hydrolytique qui dégrade le glucose et qui est excrétée par Klebsiella pneumoniae dans le
milieu.

SBL (Sorbitol) : Apparition de la couleur jaune nous a indiqué que notre souche est de

SBL positif et donc elle peut métaboliser le sorbitol.

GUR « 4-Nitrophenyl B-D-glucuronide » : L'hydrolyse enzymatique du groupement
glycoside ou phosphoester-aryl substitué incolore entraine la libération d’oxygéne ou p-
nitrophényl jaune, on a remarqué une légére coloration et donc notre souche est de GUR

négatif.
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10) ONPG : substrat appeler « e-nitrophényl-p, D-galactoside » , notre souche est ’ONPG
positif donc elle posséde ’enzyme B-galactosidase qui est capable de scinder le lactose en
galactose et glucose qui se traduit par un virage de couleur en jaune. L’utilisation du
lactose par Klebsiella pneumoniae requiert deux enzymes : e la lactose perméase qui
permet au lactose de pénétrer dans la bactérie e la B-galactosidase qui catalyse 1’hydrolyse

du lactose en glucose et galactose.

11) BGLU ( p-nitrophényl-B, D-glucoside ) : un virage de couleur en jaune indique que

notre souche est BGLU positif , donc elle possede I’enzyme de glycosidase.

12) BXYL ( p-nitrophényl-B, D-xyloside) : absence de la coloration nous a indiqué que notre

souche est XYL négatif , donc elle ne posséde pas de I’enzyme xylosidase.

13) NAG (p-nitrophényl-N-acétyl-B, D-glucosaminide) : absence de la coloration indique
que notre souche est NAG négatif, donc elle ne posséde pas de I’enzyme

glucosaminidase.

14) MAL (Malonate) : L'utilisation du malonate produit des élements basiques entrainant une

hausse du pH et le changement de l'indicateur, I’apparition d’une couleur jaune nous a

indiqué que notre souche est de MAL négative (absence de malonate décarboxylase).

15) PRO (Proline-p-naphthylamide) : L’hydrolyse enzymatique du substrat acrylamide
entraine la libération de B-naphthylamine libre qui est détectée par le réactif RaplD ONE.
L’apparition d’une couleur rose soutenu nous a indiqué que notre souche est de PRO

positif (absence de la proline déshydrogénase).

16) GGT (y-glutamyl-B-naphthylamide) : ’apparition d’une coloration violette indique que

notre souche est GGT positif, elle posséde I'enzyme de gamma- glutamyl aminopeptidase.

17)PYR (Pyrrolidonyl-B-naphthylamide) : une coloration violacée indique que notre

souche est PYR positif donc elle posséde I’enzyme de pyrrolidonyl peptidase.

18) IND (Tryptophane) : L'utilisation du tryptophane provoque la formation d'indole qui est
détecté par le réactif spot indole RapID. L’apparition d’une coloration rouge apres
I’addition de réactif spot indole RapID, indique que notre souche est indole négatif et donc

absence de I’enzyme de tryptophanase.



https://biocyc.org/META/NEW-IMAGE?type=PATHWAY&object=PWY-5796
https://biocyc.org/META/NEW-IMAGE?type=EC-NUMBER&object=EC-1.5.99.8

Résultats & discussions

4.1.6.2. Tests complémentaires
- Test catalase

Technique en tube a hémolyse : on dépose quelques colonies de la souche a tester dans un
tube a hémolyse contenant 0,5 a 1 mL d'eau oxygénée, sur la paroi du tube, a la limite de I'eau
oxygénée. La présence d’une catalase positive se traduit, en quelque secondes, par la
formation de bulles d’oxygéne (Figure 17).

La présence de bulles d’oxygene nous a indiqué que notre souche isolée est a catalase

positive ; caractéristique de Klebsiella pneumoniae.

Figure 17: test catalase

- Test oxydase
Cet examen est utilis¢é comme un indicateur redox qui passe d’une teinte incolore (quand c¢’est
réduit) a une couleur violet- foncé (quand c’est oxydé). Les bactéries qui possédent le
cytochrome C sont capables d’¢liminer des électrons (oxyde) de cet indicateur redox, cause

pour laquelle la couleur change.

L’absence de la coloration violette révele un résultat négatif sur le papier d’oxydase, donc
notre souche isolée Klebsiella pneumoniae a une oxydase négative (Figure 18). Ces résultats

sont compatibles avec celui trouvés par Nouri et Ziadi chibane (2015).
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Figure 18 : test oxydase

4.2. Larésistance de Klebsiella pneumoniae aux antibiotiques

La détermination de la sensibilit¢ aux antibiotiques est réalisée par la méthode de
diffusion des disques sur gélose Mueller-Hinton. Aprés 24h d’incubation et pour chaque
antibiotique on mesure le diametre de la zone d’inhibition de croissance bactérienne et cela
est fait a I’aide d’un pied a coulisse métallique. Deux boites sont utilisées pour tester la
sensibilité de bactérie Klebsiella pneumoniae vis a-vis des antibiotiques :

Boite 1: Amikacine, Ofloxacine, Ciprofloxacine, Gentamycine, Colistine.

Boite 2 : Amoxicilline + Acide clavulanique, Ceéftriaxone, Céfoxitime, Céfazoline,
Ticarcilline, Imipeneme.

La sensibilité aux antibiotiques : le diamétre mesurer permet donc d’indiquer si les germes
sont sensibles ou résistants a I’antibiotique testé. Les diametres critiques sont définis pour
chaque antibiotique par le Comit¢ de I’antibiogramme de la Société Frangaise de
Microbiologie (CA-SFM). Les diamétres d’inhibition autour des disques sont mesurés, puis
ils sont comparés aux diametres critiques rassemblés dans I’annexe 02.

Il convient de noter toutefois sur une fiche de résultat d’antibiogramme (Annexe 03), et on

peut les classer en 3 catégories Sensible (S), Résistante (R), Intermédiaire (1) (annexe08).

4.2.1. Phénotypes de résistance

L’analyse phénotypique est réalisée sur 18 souches de Klebsiella pneumoniae isolées au
niveau de paillasse d’examen cytobactériologique des urines. Deux souches est en faveur

d’une production de B-lactamase a spectre étendu (BLSE) représentées avec un pourcentage
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de (11.1%), Le reste des souches (16 souches) représente les 88.9% de phénotype sauvage
(Figure 19).

H BLSE H Sauvage

Figure 19 : Repartition des phenotypes de resistance de Klebseilla pneumoniae.

Klebsiella pneumoniae sont naturellement résistantes a 1’Amoxicilline et la Ticarcilline
due a la a la production d’une penicinillase bas niveau. Pour le Céfotaxime, la résistance est
de 44.4 %.

. Ces germes restent sensibles a I’imipenéme et la Colistine (tableau 03).

Tableau 3 : Profil de résistance de Klebsiella pneumonie aux antibiotiques : n=18

Antibiotique Nombre | Nombre de résistance % de résistance
de souche
(n)
Amoxicilline+ 18 13 72.2
Ac.clavulanique
Céfazoline 18 13 72.2
Céfotaxime 18 8 44.4
Imipenéme 18 0 0
Gentamicine 18 9 50
Amikacine 18 4 22.2
Ciprofloxacine 18 7 38.9
Colistine 18 0 0

4.2.1.1. Phénotype sauvage
Ce phénotype est le plus observeé chez toutes les souches de Klebsiella pneumoniae isolées

au niveau des prélevements urinaires.
On remarque que notre souche est résistante aux antibiotiques qui appartiennent a la
famille des béta-lactamines (Ampicilline, Amoxicilline, Ticarcilline et Amoxicilline + acide

clavulanique) et la céphalosporine de 2éme génération, mais elle reste sensible aux autres
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familles d’antibiotiques (Figure20). Ceci est dl a une résistance chromosomique intrinseque,
innée qui affecte toutes les souches de la méme espece.

Boite 1 Boite 2

Figure 20 : Résultat d'antibiogramme (Phénotype sauvage).

e Les béta- lactamines :

La résistance de Klebsiella pneumoniae est élevée (100 %) aux béta-lactamine a:
Amoxicilline, Ampicilline, Ticarcilline. Cette résistance est due a la production de d’une f-
lactamase de classe A (pénicinillase bas niveau) de nature chromosomique ce qui fait de ce
germe naturellement résistant. Ces résultats sont en conformité avec ceux rapportés par Nabti
et Mimouni, (2009).

En ce qui concerne I’association Amoxicilline+ acide clavulanique, on remarque que nos
souches présentent un taux de résistance de 70,2 %. Ces résultats sont en conformité avec
ceux de Nabti et Mimouni,(2009) qui ont trouvé un taux de résistance de 50% ; cependant, les

travaux de Mérens et Malec,(2008) mentionnent un faible taux de 11,7%.

e Les céphalosporines :

Pour les céphalosporines de 1« génération, 72,2% des souches sont résistantes a la
Céfazoline, pour les céphalosporines de 2~ génération, 44,4% des souches sont résistantes a
la Céfoxitime.

Selon les pourcentages obtenus on remarque que les céphalosporines sont moins actives
sur les souches étudiées. Ces résultats sont en conformité avec les études de Nabti et
Mimouni, (2009).
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Pour I'imipenéme, les souches de K. pneumoniae conservent une excellente sensibilité
avec un taux de résistante de 0%, cette observation est en conformité avec celle rapportée par
Nabti et Mimouni,(2009).

e Lesaminosides

On note les taux de résistances suivants : 22,2% pour I’Amikacine et 50% pour
Gentamycine, contrairement a nos résultats, le pourcentage de résistance a la gentamycine
obtenu par Mérens et Malec (2008) est de 5% c-a-d. que notre souche a développé une
résistance a Amikacine et a la gentamycine. De plus, on note que notre souche est sensible a
la colistine a 100%.

e Les Quinolones

Les souches de K. pneumoniae étudiées présentent un taux de résistance égale a 38,9%
pour les fluoroquinolones, ciprofloxacine. On remarque que ce taux est éleve, résultats
éloignés des taux rapportés par Sakhri (2011), qui révele des taux égaux a 0% pour
Ciprofloxacine.

Plus de détails sur le Profil de la résistance (sauvage) aux antibiotiques des souches

isolées de Klebsiella pneumoniae sont mentionnés dans le tableau 4 et la figure 22.

Tableau4 : Profil de la résistance aux antibiotiques de Klebsiella pneumoniae sauvage.

Urines

pénicilline Céphalosporine Carba | Aminoside Quinolone Divers
AMP | AMX | AMC | TIC | PIP | KZ | CAZ | CRO IMP | AN GN | NA |OFX |CIP | CT
R R S R R S S S S S R R R R S
R R R R R S S S S S S S S S S
R R S R R S S S S S S S S S S
R R S R R R R S S S S S S S S
R R R R R R S S S S S R R R S
R R R R R R S S S S R S S S S
R R R R R R R R S S R R R R S
R R R R R R S S S S R S S S S
R R R R R R R R S R R R R R S
R R R R R R R R S R R S S S S
R R S R R R R R S S R S S S S
R R R R R R S S S S S S R S S
R R R R R R S S S S S R R R S
R R R R R R S S S S S S S S S
R R R R R R R R S S R S S S S
R R S R R S S S S S S S S S S
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Figure22 : Profil de résistance de Klebsiella pneumoniae sauvage n=18

4.2.1.2. Phénotype « BLSE »
Ce phénotype affecte une fraction des souches au sein d’une espece bactérienne.
La présence de phénotype BLSE a été confirmée par des images de synergie

caractéristiques entre [’acide clavulanique et les céphalosporines de 3éme génération
(Figure23).

Boite 1 Boite 2
Figure 24 : Résultat d'antibiogramme (phénotype BLSE)
Parmi les 18 souches observées de Klebsiella pneumoniae, deux souches isolées présentes
le phénotype de Béta-lactamase a spectre étendue avec un pourcentage de 11,1%.

Ces souches sont résistantes a toutes les familles d’antibiotique mais reste toujours

sensible & 'imipenéme et la Colistine (tableau 5 et Figure 24).
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Tableau 5: Profil de la résistance aux antibiotiques de Klebsiella pneumoniae(BLSE).

Pénicilline Céphalosporine Carbapénéme | Aminoside | Qn /Fgn Divers

AMP | AMX | AMC | TIC | PIP | KZ | CAZ | CRO IPM AK |GN |OFX |CIP| CT

R R R R S

Urines

R R R R S

120

100
8
6
4
2

AMP AMX AMC

o

o

o

o

o

TIC PIP Kz CAZ K GN OFX CIP CcT

CRO IMP A

H Sensible M Résistante

Figure 24: Profil de résistance de Klebsiella pneumoniae BLSE

Ce phénotype nécessite la réalisation des tests de confirmation comme le test de double
disque « test espagnole ».
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4.3. Analyses statistiques

L’étude statistique est analysée a partir d’une étude rétrospective réalisée sur une période
de 2 ans (2017-2018) par des données obtenues des registres de réception au niveau du
laboratoire.

Un total de 178 souches de Klebsiella pneumoniae est étudié. De plus, les analyses
statistiques de ’année 2019 (étude prospective) a révélé 18 cas touchés par la méme souche
uropathogene.

4.3.1. Distribution des souches

prélévement

Klebsiella pneumoniae selon P’origine du

D’aprés les résultats illustrés au-dessus une prédominance des souches hospitalieres avec
une moyenne de 65% par rapport aux souches communautaires avec une moyenne de 35%
(tableau6 et figure 25). Conformement aux données de la littérature, I'espece Klebsiella
pneumoniae est plus fréequemment isolée a I'hdpital qu'en communauté. Ces résultats sont

concordants avec ceux de Nouri et Ziadi (2015)

Tableau 6 : Répartition selon I’origine de prélévement.

2017 2018 2019

Origines (J-D) (J-D) (J-A)

Effectifs | % Effectifs % Effectifs %
Souches 53 68.8 60 72.3 11 54.54
hospitaliéres
Souche 24 31.2 23 27.7 7 45.46
communautaires
Totales 77 100 83 100 18 100
J : Janvier D : Décembre A : Avril

B souches hospitalieres

B souches communautaires

Figure 25 : Repartition des souches Klebsiella pneumoniae selon I'origine de prélevemnt
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4.3.2. Distribution des souches Klebsiella pneumoniae selon le sexe

D’aprés les résultats, 1’infection a Klebsiella pneumoniae au niveau de I’hdpital touche
plus la population masculine avec une fréquence moyenne de 53% par rapport a la population
féminine qui ne représente que 47% (tableau? et figure 26). Ces résultats sont expliqués par
la prédominance des hommes au niveau des services et sont concordants avec ceux de
Boughachiche et Sebais (2016) avec une prédominance masculine trouvées qui arrive

jusqu’au 55% hommes et 45% femmes.

Tableau 7 : Répartition globale des populations selon le sexe

2017 2018 2019

Sexe (J-D) (J-D) (J-A)
Effectifs % Effectifs % Effectifs %
Homme 34 44.2 51 61 11 61.1
Femme 43 55.8 32 39 7 38.9
Total 77 100 83 100 18 100

J : Janvier D : Décembre A : Avril

B hommes
H femmes

Figure26 : Distribution globale des patients atteints d’infection a Klebsiella pneumoniae
selon le sexe.

4.3.3. Fréquence d’isolement de Klebsiella pneumoniae par rapport aux autres germes

La distribution totale des especes isolées des prélevements urinaires, montre que la
prédominance d’Escherichia coli et qui occupe la premiere place avec 49,27%. Tandis que
Klebsiella pneumoniae occupe la deuxiéme place avec 25,7%. En troisieme et quatrieme
positions on trouve les Levureset Pseudomonas aeruginosa avec 29,7% et 17,5

respectivement. Pour 1’ensemble des souches Staphylococcus aureus, Entérocoque faecalis,
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Streptocoque B, il est clair qu’elles représentent 5% (tableau8 et figure 27). Ces résultats
sont en bonne accord avec ceux obtenus par Bezziche et Bounemeur (2018) qui ont noté que

Klebsiella pneumoniae occupe toujours la 2éme place parmi les germes responsables des

infections urinaires.

Tableau8: Réparation globale des germes isolés des prélévements urinaires.

Germes 2017 2018 2019

(J-D) (J-D) (J-A)
Effectifs| % | Effectifs % | Effectifs %
E. coli 110 50,2 | 202 52,7 | 22 449
K .Pneumoniae 54 24,7 |83 21,7 |15 30,6

P. aeruginosa 18 8,2 27 3,2 3 6,1

Entérocoque sp 6 2,7 9 2,3 1 2,04
Levure 17 7,8 29 7,6 7 14,3

S.aureus 4 1,8 9 2,3 0 0

P. mirabilis 8 3,6 9 2,3 0 0
Streptocoque B 1 0,5 9 2,3 1 2,04

E. faecalis 1 0,5 6 1,6 0 0

J : Janvier D : Décembre A : Avril

m E. coli
= Enterocoque sp

m P.mirabilis

® K. pneumoniae

= Levure

m Streptocoque B

® P. aeruginosa

= S.aureus

m Enterococcus faecalis

Figure27 : Répartition globales des germes provoquant des infections urinaires.
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4.3.4. Répartition de K. pneumoniae en fonction de services :

La figure 28 et le tableau 9 montrent la répartition de Klebsiella pneumoniae en fonction
de service. Le service de médecine interne occupe la premiére position avec 23,7%, suivi par
le service de réanimation qui représente 18%. Il vient en troisiéme position le service de
néphrologie avec 15,5%, suivi par le service de pédiatrie avec 10% puis le service de
gastrologie avec 8,1 % ensuite, le service d’urologie qui vient en sixi€éme position avec 3,4%
puis le service d’urgence avec 6% et en huitieme place en classe le service gynécologie et des
maladies infectieuse avec 4%. En dernier, on trouve le service de neurologie et oncologie
avec 2,5%. Nos résultats concernant notre souche (Klebsiella pneumoniae) sont, en partie, en
bonne accord avec ceux obtenus par Gasmi et Salhi (2018) concernant la classification des
services de médecine interne, de réanimation et des infections urinaires globale ; Tandis qu’il
existe une différence entre nos résultats et les résultats de ces auteurs concernant le servies de
gynécologie (pourcentage de 13,33). Cette différence est probablement liee a 1’hygiene de

I’individu ou a I’environnement dans le service lui-méme.

Tableau 9 : Réparation de Klebsiella pneumoniae isolée en fonction de services

2017 2018 2019
(J-D) (J-D) (J-A)
Services
N° de cas % N°decag % N° de cas %

Médecine interne 2 9,5 14 28 6 33,3
Gastrologie 3 14,3 1 2 0 0
Réanimation 4 19 9 18 3 16,7
Urologie 0 0 2 4 1 55
Urgence 2 9,5 4 8 0 0
Néphrologie 5 23,8 3 6 3 16,7
Neurologie 0 0 1 2 1 55
Oncologie 0 0 1 2 1 55
Gynécologie 1 4,8 1 2 1 5,5
Maladie infectieuse | O 0 6 12 0 0
Pédiatrie 3 14,3 2 4 1 11,1
J : Janvier D : Décembre A : Avril
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Figure 18 : Répartition de Klebsiella Pneumoniae en fonction de services.
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5. Conclusion

Notre travail a concerné une étude rétrospective et prospective afin d’étudier le profil de
résistance de Klebsiella pneumoniae au niveau de laboratoire de bactériologie de I’Hopital
Militaire Régional Universitaire de Constantine. De ce fait, et apres isolement et identification
des souches par la galerie Rapid one, il a été collecté 18 souches de type K. pneumoniae a
partir des urines

De ces souches et apres avoir faire les tests de sensibilité bactériennes vis-a-vis différents
antibiotiques, on constate deux phénotypes différents de K. pneumoniae:

> Le premier type de souches représente des souches sauvages (avec 88,9 %), qui
résistent naturellement aux béta-lactamines.

»  Le deuxieme type de souches représente des souches résistantes (avecll,1%), par
la production de béta-lactamase a spectre élargi (BLSE).

L’¢étude rétrospective (dans la période du Janvier 2017 a Décembre 2018), plus, 1’étude
statistiques prospective de I’année 2019, ont été analysés suivants : I’origine de prélévement,
sexe des patients, la classification par rapport aux autres germes et selon les services.

D’apres les résultats, il a été remarqué que les pourcentages les plus élevés reviennent aux
souches hospitaliers (65%), la population masculine (53%), Klebsiella pneumoniae qui
occupe la deuxieme place avec pourcentage (25,7%) Et selon les services, la médecine interne

prédominance (23,7%), respectivement.

Face a nos résultats de résistance, il est indispensable de faire un suivi continu de
I’évolution de cette derniére aux agents antimicrobiens est donc crucial pour guider le
praticien dans son choix de traitement.

La lutte contre la transmission croisée est fondamentale. Il convient pour cela de dépister
au plus vite les patients colonisés par des germes multirésistants qui constituent un réservoir
et d’appliquer une stratégie d’isolement spécifique destinée a protéger les autres malades. Par
ailleurs, nous conseillons d’utiliser les antibiotiques correctement et surtout lorsqu’il est
vraiment nécessaire pour éviter tout phénomeéne de résistance.

Nous recommandons aussi de mettre en ceuvre une stratégie, une réglementation et un
contrble rigoureux de I’hygiéne en milieu hospitalier pour limiter de la dissémination des

bactéries.
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Résumé

Klebsiella pneumoniae est un pathogéne opportuniste responsable des infections
nosocomiales sévéres et difficiles a traiter. De méme, il est responsable des épidémies qui
sont causées par des souches résistantes a une large variété d’antibiotiques.

Notre étude est menée au laboratoire de Bactériologie de I'Hopital Militaire Régional
Universitaire de Constantine ; sur une période de 4 mois (Janvier a Avril 2019).

Le but de cette étude est I’identification des souches isolées a partir de préléevements urinaires
recus de différents services, ainsi que la détermination de leur profil de sensibilité vis-a-vis
différents antibiotiques.

D’une part, I’étude prospective montre un total de 18 souches. Parmi elles, deux (qui
représentent 11.1%), sont productrices de B-lactamases a spectre étendu (BLSE). Elles sont
résistantes a la majorité des antibiotiques mais restent toujours sensible a I’imipenéme et la
Colistine. De plus, 16 souches (88.9%) présentent le phénotype sauvage avec une fréquence
de résistance naturelle estimée a 100 % aux Beta-lactamines (Amoxicilline, Ampicilline) et
70,2 % a Amoxicilline+ acide clavulanique. En outre, Ces souches sont résistantes aux
céphalosporines (72,2% a la Céfazoline), malgré qu’elles représentent une sensibilité totale a
I’imipenéme. Pour les autres antibiotiques ces souches présentent une sensibilité a 100% a la
colistine et 50% a la Gentamycine ; pour les Quinolones elles représentent un taux de
résistance de 38,9% aux fluoroquinolones et ciprofloxacines.

D’autre part, 1’étude statistique réalisée (2017 a 2018) estime un total de 178 souches de
Klebsiella pneumoniae. De cette étude, il a été remarqué que les pourcentages les plus élevé
reviennent aux souches hospitalieres (65%), la population masculine (53%), Klebsiella
pneumoniae occupe la deuxieme place avec pourcentage (25,7%), et selon le service, la
médecine interne prédominance (23,7%) respectivement.

Enfin, la surveillance réguliére des mécanismes de résistance est indispensable pour définir
des stratégies préventives et l'usage plus rationnel des antibiotiques.

Mots clés : infection urinaire, Klebsiella pneumoniae, résistance, antibiotiques, phénotype

sauvage, BLSE.



Abstract

Klebsiella pneumoniae is an opportunistic pathogen responsible for severe and difficult-to-
treat nosocomial infections. He is also responsible for outbreaks that are caused by strains
resistant to a wide variety of antibiotics.

Our study is conducted in the Bacteriology laboratory of the Military Regional University
Hospital of Constantine ; over a period of 4 months (January to April 2019).

The purpose of this study is the identification of strains isolated from urinary samples
received from different departments, as well as the determination of their sensitivity profile
vis-a-vis various antibiotics.

On the one hand, the prospective study shows a total of 18 strains. Of these, two (representing
11.1%) are producing extended spectrum [-lactamases (ESBL). They are resistant to the
majority of antibiotics but are still sensitive to imipenem and Colistin. In addition, 16 strains
(88.9%) have the wild type phenotype with a natural resistance frequency estimated at 100%
Beta-lactams (Amoxicillin, Ampicillin.) And 70.2% Amoxicillin + Clavulanic acid. In
addition, these strains are resistant to cephalosporins (72.2% Cefazolin), although they
represent a total sensitivity to imipenem. For other antibiotics these strains are 100% sensitive
to colistin and 50% gentamicin; for Quinolones they represent a resistance level of 38.9% to
fluoroquinolones and ciprofloxacins.

On the other hand, the retrospective statistical study carried out (2017 to 2019) estimates a
total of 178 strains of Klebsiella pneumoniae. From this study, it was noted that the highest
percentages are for hospital strains (65%), the male population (53%), Klebsiella pneumoniae
is in second place with percentage (25.7%) and according to the service, internal medicine
predominates (23.7%).

Finally, regular monitoring of résistance mechanisms is essential to define preventive
strategies and the more rational use of antibiotics.

Key words: urinary tract infection, Klebsiella pneumoniae, resistance, antibiotics, wild
phenotype,BLSE.
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Annexe 01 :, chhe de r_e_nSt_aignefn@t d’examen cytobactériologique des urines au niveau de
I’hopital Militaire Régional Universitaire de Constantine (HMRUC).

EMATIES : ABSENCE [] RARES[] voMmsreuses [ ] TRES NOMBREUSES []

ACTERIES : ABSENCE [] RARES[] vompreuses [ Tris NompreUsES ]
(Bacilles - Cocel)

SITHELIALES : ABSENCE [_] RARES[ ] NOMBREUSES[ ] TRES NOMBREUSES [_]

gl Al Jhagdl) A ) A gt
MINISTERE DE LA DEFENSE NATIONALE
5° REGION MILITAIRE

HOPITAL MILITAIRE REGIONAL UNIVERSITAIRE
BENBAATOUCHE ABDELALI DE CONSTANTINE

LABORATOIRE CENTRAL ~ UNITE DE MICRODIOLOGI!

Pom 60 551

I‘JXAMEN (YTOBAC TERIOLOGIQUE DES URINES (E.C.B. U)

NOM foovssnrssssenssssssssnssssssssssssisassss SERVIGE: .. vvvssssssensesssssmmnsscsesissssissnss

PRENOM tvvvivnmmmssussssssnsnnnsasssssans DATE DE RECEPTION t1ocovvusnvssssssssmnses

AGE toossseassonmsmmssrarsssnsasassssssss NODIORDRE tvavesesssssnsssssmasss
RESULTAT

AR [ ] trouslE []  HEMORRAGIQUE (] puruLeNT []

1) EXAMEN MICROSCOPIQUE :

LBUICOCYTES & ooioniive s insiiaansnes mm®  (Seuil= 10/mm *)

0 2 A A NP b SR 2 L 2 KL L L LA Rt o

|) CULTURE ET NUMERATION (germes / ml)
" | ABSENCE DE CULTURE [T] ENTRE10® ET 10"
| INFERIEUR 410 1 [] SUPERIEUR & 10°

2) I_)_|_A(jN()S'l'l‘(‘_»_l}/\(f'l‘[f,Rl(_)l OGIQUE :

[] ABSENCE D'INFECTION URINAIRE.

[] PRELEVEMENT A REFAIRE, (VEUILLEZ RAPPELER LEN®DE CET EXAMEN).
O CULTURE CONTAMINEE.
O LEUCOCYTURIE SANS BACTE RIURIE,
O3 AUTRES £ essvenssssesssesssessmasssssrssstss sissssssisssssisiss st

[7] INFECTION URINAIRE A...ooococ v

HMRUC, 1e...iiurininrinnns Roeossonns Sosnsnasavens LEMEDECIN
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Annexe 02: Lecture des résultats d’examen cytobactériologique des urines ECBU.

Leucocyteurie /mL BacterieUFC/mL Interprétation
<10* <10° Pas d'infection
>10* >10° Infection urinaire
<10* 10* - 10° Bactériurie sans leucocyte

Contamination du
prélévement avec mise en
culture tardive surtout si
plusieurs espéces ¢ Infection
débutante ¢ Infection sur
terrain particulier : femme
enceinte, nourrisson,
diabétique ou aplasique,
immunodéprimé Un
nouveau prélévement est
nécessaire

>10* <10° Leucocyturie sans germe

* Infection décapitée par
traitement antibiotique
précoce avant prélevement.
* Sécrétions génitales

Annexe 03 : Milieu de culture (Composition en g / 1 d’eau distillée)

e Gélose nutritive

Extrait de vIande. ... ..ot e 0lg.
EXtrait de leVUIE. ... ..o 02g.
oS 01707 TS 05¢g.
Chlorure de SOAIUIML. ......ii e e e e eaee aeennn 05g.
N P 159

pH=17,4

e Gélose Hektoen
0] (10T R o= ] (0] 1= TSSO OTOSPRSN 12g.

Extrait de levure..........ooiiiii e 038

352 Tt 10 ] PR 12g.
SACCRATOSE. ... ettt 12g.
SALICINE. . .t e 02g.
Citrate de fer I et d'ammONIUML........ccciiiiiiiiieiie e st 1,5¢.

SelS DIAIIES. ...ttt e e e e e eeeeesaeessraeessneeeeeneeeenns. 090,
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Fuchsine acide.........ccoviiiiiiiiiii e 0, 1 L
Bleu de bromothymoOl..........co.ooiii s 0,065g.
Chlorure de SOAIUML. ......oeii e et e e e 05g.

e Geélose Mueller-Hinton
Infusion de 1a viande de DUT. ... ot 300ml.

Peptone de CasCine. .........ouiitiiriit i 17,5¢.

AMIAON A€ MATS. ...\ttt et e 1,5g.

pH=7,4
Annexe 04: Catalogue analytique de la galerie RapID ™ ONE.

remel RapID"' ONE Report Form

Reference 8, No_ de séfiftence. Referenz-hr.

Diade, Divde, Dovhm

Tech, Tech, Techn

Source, Source, OQuels

Rzl OME Reagenl Mone | Aucun/ RepiD
Réacii Ragll ouE Feeire Spat Indole
RepiD'oHE Resgens

Reaga! | Résdif
[

Pastive Reactions Bright Pusple or o 'inlet, pusgie, sed, or Yedow or wery Eiromm black,
Resactions poaifves blue | Violace dawk pink./Vinket vioiaci, | light amnge ! Jaune: or purple |
Praifies Reakfionsa beillant ou bileu rege ou rome soutens ou orange ks Mlarson, noir ou

Leuchiendes Purpa, Yicket, clair/ Gel oder sshr|  vinkscs | Breun,
Puprpur oder By Aot coer Dusksimss helles Orange | Schwarr oder Puspur

Cavity 8, Mo, canvile [
Paarrmer-hir

Tesi Code [

Code du jest | ADH | OOC| LDC oL PRO | GGT | PR OO L)
Tesicode

2 a 4 [} ] m t 1 15 18 17 13 18

Wasluse [ aleur § Wed 2 4 1 1 2 4 1 2 4
Aesult | Aésultat é
. %
Ergebnis

Winbue Total
Total des valeurs

Geasamtwert

IDENTIFICATION / IDENTFICATION

IDENTIFIZERUNG

Microcode
REMEL Inc BO0-255-6730 Prirted in USA D412
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Annexe 05 : Principes et composants du systéme RapID ™ ONE.

N°decavitt Codedutest Ingrédients réactifs Quantité  Principe
. L'hydrolyse de lurée produil des éléments basiques entrainant une
0y
f URE Urée 0.25% hausse du pH et le changement de lndicateur.
2 ADH Arginine 1,0% ) ) - »
3 oo Ornithine 0% Lhyd_rulyse du substral acide aminé produit d?s éléments basiques
entrainant une hausse du pH et le changement de lindicateur.
4 LDC Lysine 1,0%
- L'hydrolyse du composé thiol produit des éléments acides entrainant une
S TET Thiol allphatique 02% baisse du pH et le changement de lindicateur.
- L'hydrolyse de l'ester d'acide gras provoque la libération d'éléments
6 LP Ester dacide gras 1.0% acides entrainant une baisse du pH et le changement de lindicateur.
7 KSF Aldehyde de glucose 1.0% L'hydrolyse des hydrates de carbone produit des éléments acides entrainant
8 SBL Sarbital 1.0% une baisse du pH et le changement de l'ndicateur.
g GUR p-nitrophényl-p, D-glucuronide 0,1%
10 ONPG g-nitrophényl-f, D-galactoside 0,1% Uhvdrol e d ‘ X
- Y | 'hydrolyse enzymatique du groupement glycoside ou phosphoester aryl
i pGLU P nflrophenyl $, D-glucoside 0.1% substitué incolore entraine la libération d'o- ou de p-nitrophényl jaune.
12 BXYL p-nitrophényl-p, D-xyloside 0,1%
13 NAG p-nitrophényl-N-acétyl-p, D-glucosaminide 0,1 %
1 MAL Malonate 0.5% L'utilisation du malonate produit d:as éléments basigues entrainant une
hausse du pH et le changement de lndicateur.
15 PRO Proline-p-naphthylamide 0,1% Uhvdrol 40 subs i e a b
- Y ) ‘hydrolyse enzymatique du substrat arylamide entraine la libération de p-
16 GGT ! glul.'.imyl b naphihylamld? 0.1% naphthylamine libre qui est detectée par le réactif RaplD ONE.
17 PYR Pyrralidonyl-f-naphthylamide 0,1 %
8 ADON Adonitol 10% L'hydrolyse des hydrates de carbone pr?duln des éléments acides entrainant
une baisse du pH et le changement de l'indicateur.
18 IND Tryptophane 0.4% L'utilisation du tryptophane provoque la formation d'indole qui est détecte

par le réactif spot indole RaplD.

Annexe 06 : Interprétation Des tests biochimiques du systeme RapID ONE.

W de Codedutest  Réact Réocton Commenti
. ode du tes ac ommentaires
cavité Positif Négatif
1 URE Auciin Rouge ou violet Jaine ou orange Seule une coloration wnlacee‘ ol rouge bien définie doit étre
considérée comme la marque d'un test positif.
2 ADH Seule une coloration violacée brillante ou bleue bien définie doit
3 onc Aucin Violacé brillant Jaune, gris, paille &lre considérée comme la marque d'un lest positif. Les teintes
ou bleu oU vertfaune jaunes, grises, paille, marron ou vertes sont & considérer comme
4 LoC Une réaction négative.
5 TET Seule une coloralion jaune bien définie dans toute la cavité doit
8 LIP &tre considérée comme la marque d'un test positif. Des couches
7 KSE Aucun Jaune Rouge ou orange de couleur jaune ne doivent pas &tre considérées comme un
résultat positif. Il peut étre nécessaire de mélanger le contenu des
8 SBL cavités avec un batonnet applicateur pour faciliter la lecture.
9 GUR
10 ONPG Légtre Seule une coloration jaune bien définie doit étre considérée
£gere coloration " W ; .
1 FGLU Aucun Jaune ol brin dlair comme la marque d'un test positif. Des teintes jaune péle ou non
12 XYL définies doivent étre considérées comme un résultat négatif
13 NAG
Seule une coloration rouge bien définie doit &tre considérée
14 MAL Aucun Rouge Jaune ou orange comme |a marque d'un test positif. Des nuances orangées sont &
considérer comme ung réaction négative
15 PRO - ' Seule une coloration violette, violacée, rouge ou rose foncée bien
- o Légére coloration, s e \ '
16 GGT Réactif RaplD Violet, violacé, rouge définie doit étre considérée comme la marque d'un test positif
jaune, orange ou ) B . . R
ONE ol rose soutenu s L'orange jaune pale ou les nuances rosatres sont a considérer
17 PYR rose Irés pale Lo
comme negatives.
Jaune ou orange Rouge ou rouge orangé  Toute coloration jaune ou jaune orangée dans loute la cavité doit
18 ADON Aucun Lo f . - \ "
trés clair foncé &tre considérée comme |a marque d'un test positif.
1 IND Réaciif Spot Indole RaplD Marron, noir Orange ou rouge Toute Fullura1|on marran, wulat‘:ee ol naire bien définie doit &tre
ou violacé considérée comme la marque d'un test positif

*REMARQUE : Les plaquettes doivent étre examinées en regardant les cavités réactives contre un fond blanc
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Annexe 07 : Fiche de résultat d’antibiogramme pour les entérobactéries au niveau de
I’Hopital Militaire Régional Universitaire de Constantine (HMRUC)

Prdvence dev Cooed bacilies
DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUE

Phidnatype de rédviviamnce

PENICTLLINES

CEPHALOSPORINES

CANBAPENEMES

tapendm

s y ile, 11 inrermmddiinire, N1 et

Constantine le

EXAMEN DIRECT Prédvence des potyvmnchinires alidres

QUINOLONES 7 FLUOROOQUINOLONES

INTIBIOGRAMME POUR ENTEROBACTERIENS

AMINOSIDES

DIVERN

sultan

LEMEDECEN

wtl \ |

Annexe 08: Tableau de lecture de valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition.

Antibiotiques testé Charge des
disques (pug)
Ampicilline 10
Amoxicilline-acide clavulanique  20/10
Céfazoline 30
Céfotaxime 30
Imipenéme 10
Amikacine 30
Gentamicine 10
Acide nalidixique 30
Ciprofloxacine 5
Chloramphénicol 30
Fosfomycine 200

Triméthoprimesulfaméthoxazole 1,25/ 23,75

Résistante

<13
<13
<19
<22
<19
<14
<12
<13
<15
<30
<12
<10

Intermédiaire | Sensible

14-16
14-17
20-22
23-25
20-22
15-16
13-14
14-18
16-20
13-17
13-15
11-15

>32
>32/16
>8
>26
>23
>17
>15
=19
>21
>18
>17
>4/76
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Annexe 09 : Réactifs de la galerie biochimique RaplD ONE.

e Réactif RapID ONE (fourni dans le kit) (15 ml/flacon)
Ingrédients réactifs par litre : p-diméthylaminocinnamaldéhyde.................. 0,06 g.

e Réactif Spot Indole RapID (R8309002, fourni séparement)(15 ml/flacon)
p-diméthylaminocinnamaldéhyde.............cocoiiiiiiiinii e, 10,0g.

Acide chlorhydrique
Eau déminéralisée

*Avec compensations éventuelles pour satisfaire aux normes de performance.
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Résumé :

Klebsiella pneumoniae est un pathogéne opportuniste responsable d’infections nosocomiales
séveres et difficiles a traiter. De méme, il est responsable des épidémies qui sont causées par des souches
résistantes a une large variété d’antibiotiques.

Notre étude est menée au laboratoire de Bactériologie de I’Hopital Militaire Régional Universitaire de
Constantine ; sur une période de 4 mois (Janvier a Avril 2019).

Le but de cette étude est I’identification des souches isolées a partir de prélevements urinaires
recus de difféerents services, ainsi que la détermination de leur profil de sensibilité vis-a-vis différents
antibiotiques.

D’une part, ’étude prospective montre un total de 18 souches. Parmi elles, deux (qui représentent
11.1%), sont productrices de B-lactamases a spectre étendu (BLSE). Elles sont résistantes a la majorité
des antibiotiques mais restent toujours sensible a I’imipenéme et la Colistine. De plus, 16 souches
(88.9%) présentent le phénotype sauvage avec une fréquence de résistance naturelle estimée a 100 %
aux Beta-lactamines (Amoxicilline, Ampicilline.) et 70,2 % a Amoxicilline+ acide clavulanique. En
outre, Ces souches sont résistantes aux céphalosporines (72,2% a la Céfazoline), malgré qu’elles
représentent une sensibilité totale a I’imipenéme. Pour les autres antibiotiques tels que les Aminosides
ces souches présentent une sensibilité a 100% a la colistine et 50% a la Gentamycine ; pour les
Quinolones elles représentent un taux de résistance de 38,9% aux fluoroquinolones et ciprofloxacines.

D’autre part, ’étude rétrospective statistique réalisée (2017 a 2019) estime un total de 178
souches de Klebsiella pneumoniae. De cette étude, il a été remarque que les pourcentages les plus élevé
reviennent aux souches hospitaliers (65%), la population masculine (53%), Klebsiella pneumoniae
occupe la deuxieme place avec pourcentage (25,7%) Et selon les services, la médecine interne
prédominance (23,7%) respectivement.

Enfin, la surveillance réguliere des mécanismes de résistance est indispensable pour définir des stratégies
préventives et l'usage plus rationnel des antibiotiques.
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	9) GUR « 4-Nitrophenyl β-D-glucuronide » : L'hydrolyse enzymatique du groupement glycoside ou phosphoester-aryl substitué incolore entraîne la libération  d’oxygène ou ρ-nitrophényl jaune, on a remarqué une légère coloration et donc notre souche est d...

