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Abstract

Enterobacter cloacae is a major opportunistic pathogen involved in nosocomial
infections and epidemics, it currently constitutes a serious global public health threat.
In order to establish the bacteriological profile and resistance profile of twelve strains of
E. cloacae, we conducted a retrospective study of the previous three years (2018, 2019 and first
semester of 2020) Based on data from bacteriology records and archived antibiogram records
at the microbiology laboratory of EPH EI bir Constantine.
The Twelve strains were identified by classical biochemical gallery and then distributed
according to well defined criteria. The sensitivity of the strains was studied by the method of
discs interpreted in three categories : Sensitive, Resistant, and Intermediate, referring to the
standards of the CLSI.
Based on the results of the antibiotic resistance assessment obtained, the majority of isolated
strains are resistant to one or more antibiotics tested with the exception of Kanamycin,
Imipeneme and Colistine which remain 100% active on all strains.
Our results show that the phenomenon of antibiotic resistance is increasing and alarming in
hospital settings. Their emergence represents a serious therapeutic and epidemiological
problem, hence the need for the establishment of systems for monitoring the microbial

environment of the hospital and the strict application of hygiene measures.

Keywords : Enterobacter cloacae, antibiotics, resistance, El bir hospital.



uidla

(o s A 4 HeiY) A yaall 4yl Jal s2d) aal Enterobacter cloacae 48 el 4 seall L Sl e
eallall pmaall e dalall Aaiall | jalad g Wil IS s 5 Ay 5Y) 5 S (gial oWl Alal)
ik Al 2 el <E. cloacae ¥ (e A b e Y e gliall geadla s dun sl S eaSlall aass Jal e
s (g Basall UL ) 1o 5 (2020 (e S oasl2adl 5 2019 ,2018) Abilaad) <l sins TN e 2n

Dl Aga pend) AGMEEIY) A sl Al B8N L) Gle jiide 84k siaall 4 saadl labiaall GOl 5 o 5l 50 S
.~'. I . oo-

-

A3 s Baaaa yulaal 5 Leay 68 o0 o3 San IS A gaal) el (ia jaa ddan) 938 e  SEBY) YDA a3 5 8
& 3] 8 cAdagu gl 5 e gliall il s CO 85 pudall el BY) A Hha A (e OV dulis Aul

.CLSI s
ST gl san g a5l A 5 jead) YO Adle (ld cagle J seanll a5 A Ay gad) Colaliaal) A slie ani gl ) Taliial ¢

LYl

ASiia s sels Jiays, Dlbiiinall 8 Glae Sy jale 2l 35 (8 4y soal) Cilaliaal) e slia 3 a0 Liadlis eda
Laall ddldail) s Gudai g Adiuall 43 g el Al aa ) adai L] (5 ) 9 puall (e 12gd 3 pphad Al g 5 Aadle
Lol Gyalas

o) e < Lo gliall o4y gundl ilolael) Enterobacter cloacae :dsakidal) cilalslf



Résumeé

Enterobacter cloacae est un pathogene opportuniste majeur impliqué dans les infections
nosocomiales et les épidémies, il constitue actuellement une menace sérieuse de santé publique
a I’échelle mondiale.

Dans le but de dresser le profil bactériologique et le profil de résistance des douze souches
d’E. cloacae, nous avons mené une étude rétrospective des trois années précédentes (2018,
2019 et du premier semestre de ’année 2020) a partir des données des registres de bactériologie
et des fiches d’antibiogrammes archivées au niveau du laboratoire de microbiologie de I’EPH
El bir Constantine.

Les Douze souches ont été identifiées par galerie biochimique classique puis réparties selon des
criteres bien définis. La sensibilité des souches a été etudiée par la méthode des disques
interprétés en trois catégories : Sensible, Résistant, et Intermédiaire, en se référant aux normes
du CLSI.

D’aprés les résultats de 1’évaluation de I’antibiorésistance obtenus, la majorité des souches
isolées sont résistantes a un ou plusieurs antibiotiques testés a I’exception de la Kanamycine,
I’Imipenéme et la Colistine qui restent actifs a 100% sur toutes les souches.

Nos résultats montrent que le phénomeéne de la résistance aux antibiotiques augmente de plus
en plus et de facon inquiétante dans les milieux hospitaliers. Leur émergence représente un
sérieux probléme thérapeutique et épidémiologique, d’ou la nécessité de la mise en place de
systemes de surveillance de I’environnement microbien de I’hopital et I’application stricte des

mesures d’hygiéne.

Mots clés : Enterobacter cloacae, résistance, antibiotiques, hopital El bir.
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Introduction

Enterobacter cloacae est une espéce appartenant a la famille des entérobactéries qui
constitue I’'une des familles les plus importantes en pathologie humaine. Cette bactérie

représente 1’espéce type du genre Enterobacter (Le Minor et VVéron, 1989).

C’est une bactérie opportuniste fréquemment isolée en milieu clinique, impliquée le plus
souvent dans les infections nosocomiales et colonise généralement la flore intestinale endogéne
des patients hospitalisés mais peut €galement se trouver comme source d’épidémie ou de
diffusion de patient a patient. Les infections surviennent principalement chez des patients ayant
recu un traitement antibiotique ainsi que ceux en unités de soins intensifs (Qureshi et al., 2011).

Depuis leur découverte au début du vingtieme siecle, les antibiotiques ont permis de
grandes avancées en thérapeutique et ont contribué a I’essor de la médecine moderne, leur
efficacité dans le contrdle et la limitation de la dissémination des agents pathogenes a ainsi fait
naitre 1’espoir de pouvoir éradiquer I’ensemble des maladies infectieuses. Cependant
I’émergence de bactéries résistantes aux antibiotiques a mis un terme a cette vague d’optimisme

(Guinoiseau, 2010).

Durant ces dernieres annees, le fait le plus inquiétant, est I’émergence et la diffusion des
bactéries multirésistantes qui représentent un phénomene complexe, évolutif et inquiétant
(Grimont et Grimont, 2006).

La montée des résistances est due a la prescription immodérée et souvent inappropriée
des antibiotiques administrés a titre curatif ou préventif (Guinoiseau, 2010). Ceci est devenu
une préoccupation de plus en plus grande dans le monde médical surtout dans les cas de souches
totalement résistantes a ’ensemble des molécules disponibles. Ces bactéries constituent ainsi
un probléme majeur de santé publique d’autant plus que tres peu de nouvelles molécules sont

mises sur le marché par ’industrie pharmaceutique (Souna, 2015).

Dans notre travail, nous avons mené une étude rétrospective en collectant les données a
partir du laboratoire de microbiologie de I’EPH EIl bir Constantine au cours des trois années
2018, 2019 et du premier semestre de ’année 2020.




Introduction

Nous avons structuré notre démarche en deux parties interdépendantes :

v

v

La premiere partie strictement théorique, rassemblant des genéralités sur la bactérie
Enterobacter cloacae et sur les antibiotiques.
La deuxieme partie analytique traite les différents résultats obtenus au cours de notre

étude rétrospective suivie d’une discussion dans laquelle nous interprétons les résultats

obtenus.
On termine par une conclusion générale qui fera la synthese des résultats tirés de

I’ensemble des parties, des recommandations ainsi que des perspectives pour les futures

recherches.
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Chapitre | : Enterobacter cloacae

1. Définition

Enterobacter cloacae est un bacille a Gram négatif appartenant a la famille des
entérobactéries qui regroupe les bactéries ayant un important degré de similitude. La création
de ce groupe a été proposée par Rahn en 1937 qu’il dénomma Enterobacteriacea (Hormaeche
et Edwards, 1960).

E. cloacae fait partie de la flore intestinale normale des humains et des animaux, elle peut
végéter sur la peau et les muqueuses et elle représente notamment 1’espéce type du groupe
Enterobacter (Le Minor et VVéron, 1989).

2. Nomenclature et classification
2.1. Nomenclature

En 1890 E. cloacae a eté décrite pour la toute premiére fois en 1890, sous la
nomenclature : Bacillus cloacae et a subis par la suite de nombreux changements taxonomiques
devenant Bacterium cloacae en 1896 par Lehmann et Neumann, puis Cloaca cloacae en 1919
par Castellani et Chalmers, elle a ensuite été identifiee comme Aerobacter cloacae en 1923
dans le manuelle Bergey, mais ce n’est qu’en 1960 que la nomenclature d’Enterobacter cloacae

a ete adopté (Hormaeche et Edwards, 1960).
2.2. Classification

Aujourd’hui et avec les progreés de la biologie moléculaire E. cloacae est classée sur la
base du sequencage des ARN 5S et 16S :
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Tableau 1. Classification de I'espéce E. cloacae (Delarras, 2007)

Domaine Eubacteria
Phylum Proteobacteria
Classe

Gammaproteobacteria

Ordre )
Enterobacteriales
Famille ]
Enterobacteriaceae
Genre
Enterobacter
Espece Enterobacter cloacae

3. Habitat (écologie)

E. cloacae est une espece omniprésente dans les milieux terrestres et aquatiques (eau,
égouts, sol, végétaux et la nourriture), elle est retrouvée également au niveau de la flore normale

du tractus gastro-intestinal de I’homme et des animaux présente a I’état commensal.

(Mezzatesta et al., 2012).
4. Caracteres bactériologiques
4.1. Caracteres morphologiques

Enterobacter cloacae est un bacille a Gram négatif aéro-anaérobie facultatif non
sporulant qui mesure entre 0,6 a 1 um de diametre et 1,2 a 3 um de longueur, mobile gréce a

des flagelles péritriches et est doté de pilus de classe 1 (Hart, 2006).
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Figure 1. Examen microscopique d'E. cloacae apres coloration de Gram
(Versalovic et al., 2011)

4.2. Caractéres culturaux

Sur gélose nutritive, E. cloacae se cultive rapidement en formant des colonies rondes avec
un diametre de 2 a 3 millimétres qui sont légerement plates avec des bords irréguliers (Grimont
et Grimont, 2006).

Figure 2. Aspect macroscopique d’une culture d'E. cloacae sur géelose nutritive
(Atong et al., 2016)

Sur un milieu Drigalski, ses colonies sont lactose positives (ou négatives), rondes,

Iégerement irisées avec un diamétre de 2 a 3 millimetres, comme elle peut présenter des colonies
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plates a bords irréguliers. Sur un milieu Hektoen, les colonies prennent une couleur saumon,
elles sont rondes, irisées avec un diametre de 2 a 3 millimétres. Sur un milieu EMB, les colonies
sont rosées, legerement bombées et muqueuses avec un diametre de 3 a 4 millimétres (Le
Minor et Véron, 1989).

4.3. Caractéres biochimiques

E. cloacae est une bactérie oxydase négative, catalase positive et nitrate réductase
positive, fermente ou non le lactose et posséde une B-galactosidase mais elle est dépourvue
d’ADNase et de lipase (Le Minor et Véron, 1989). C’est une bactérie mésophile avec une
température optimale de 30 °C (Hart, 2006).

Tableau 2. Principaux caractéres biochimiques des genres et des especes
d'Enterobacteriaceae les plus fréquemment rencontrés (Le Minor et Véron, 1989)
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4.4. Caracteres antigéniques

Des auteurs japonais ont décrit 53 antigénes O, 56 antigénes H et 79 sérotypes différents
(Le Minor et VVéron, 1989).

5. Epidémiologie
5.1. Facteurs de virulence

e Les toxines

Une toxine Shiga-Like et une toxine Coli-Like a-hémolysine thermostable représentent
les toxines les plus importantes chez les Enterobacter, dont Enterobacter cloacae (Lehner et
al., 2011).

e Les adhésines

La plupart des souches d’Enterobacter produisent un hémagglutinant mannose-sensible
associé au fimbriae de type 1 (épais, canalisé, de diametre externe 7 a 8 nm) ou au fimbriae de

type 3 (mince, non canalise, de diametre externe de 4 a 5 nm) (Lehner et al., 2011).

Ce sont des structures somatiques communes chez de différentes especes des
Enterobacteriaceae qui ont été purifiées a partir de plusieurs especes bactériennes incluant
Escherichia coli, Salmonella, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens et
Enterobacter cloacae (Duguid et Old, 1980).

e Lessidérophores

Pour établir une infection généralisée, chaque microorganisme pathogéne doit contourner
le systéme immunitaire de 1’hdte et acquérir de micro-substances nutritives importantes, comme
le fer qui doit étre importé et solubilisé par des systémes de haute affinité appelés sidérophores
présents en permanence chez les Enterobacteriaceae potentiellement pathogéenes. (Grimont et
Grimont, 2006).
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5.2. Le pouvoir pathogéne

E. cloacae est souvent impliquée dans les infections nosocomiales ,elle colonise
généralement la flore intestinale endogéne des patients hospitalisés, comme elle peut présenter
une source d’épidémie ou de diffusion d’un patient a un autre. Les infections surviennent
particulierement chez des patients traités par antibiotiques ainsi que ceux en unités de soins
intensifs (Qureshi et al., 2011).

C’est un agent pathogene opportuniste responsable en milieu hospitalier de nombreux
types d’infections notamment une bactériémie, des infections des voies respiratoires et
urinaires , une endocardite , des infections intraabdominales et oculaires , une arthrite septique
et une osteomyélite. 1l peut causer aussi des abces cérébraux, une pneumonie ou une méningite
(Mezzatesta et al., 2012).

5.3. Modes de transmission

La transmission peut se faire par divers dispositifs medicaux, intraveineux, les solutions
d'heparine utilisées pour irriguer continuellement certains dispositifs intravasculaires et autres
dispositifs hospitaliers. Plusieurs épidemies nosocomiales ont été associees a la colonisation de
certains équipements chirurgicaux et solutions de nettoyage opératoire, La transmission peut

s’effectuer également par le biais des travailleurs de la santé et des patients hospitalisés (Musil

et al., 2010).
6. Traitement

Parmi les grandes familles d’antibiotiques qui peuvent étre administrées pour le
traitement des infections a E. cloacae : les B-lactamines, les aminosides, les fluoroquinolones

et ’association triméthoprime-sulfaméthoxazole.

Avec la diffusion des souches d’E. cloacae multi-résistantes aux antibiotiques, la mise en

place d’un traitement approprié peut s’avérer compliqué.

La caractéristique principale du genre Enterobacter est sa capacité a sélectionner des
mutants résistants avec une hyper production de céphalosporinase, hotamment sous traitement
par C3G.
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En effet, les C3G présentent une bonne activité in vitro mais 1’émergence in vivo de
mutants résistants peut survenir. Pour pallier a ce risque, I'utilisation des C4G représente une
bonne alternative, ceci est di au faible risque de sélection de mutants résistants
hyperproducteurs d’AmpC par rapport aux C3G. Mais il est noté que les C3G et les C4G sont
toutes les deux dégradées par les BLSE. Cependant Les carbapénémes constituent les
antibiotiques de premier choix dans les infections séveéres dues a des souches d’E. cloacae

productrices de BLSE.

Avec I’émergence de souches d’entérobactéries porteuses de carbapénémases (EPC),
I’arsenal thérapeutique reste trés limité mais il est recommandé de mettre en place une
antibiothérapie adaptée qui nécessite ’'utilisation d’associations a base de polymyxines, de

carbapénémes et/ou de tigécyclines (Guérin, 2015).
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Chapitre Il : La résistance aux antibiotiques
1. Définition des antibiotiques

Du grec anti « contre » et bios «la vie ». Les antibiotiques sont des substances
antibactériennes élaborées par des microorganismes, champignons et diverses bactéries. Elles
sont soit d’origine biologique, synthétique ou semi-synthétique, capables d’inhiber
sélectivement certaines voies métaboliques des bactéries sans exercer habituellement d’effets

toxiques pour les organismes supérieurs (Muylaert et Mainil, 2012).

Ces substances ont le pouvoir d'inhiber (action bactériostatique) et/ou méme de détruire

les bactéries (action bactéricide) (Calhoun et al., 2021).
1.1. Classification des antibiotiques
La classification des antibiotiques est multiple, elle peut se faire selon :
1.1.1. Le mode d’action

L’antibiotique peut avoir deux actions sur la cible :

e Action bactériostatique : I’antibiotique provoque le ralentissement de la croissance

bactérienne (exemple : Macrolides, Tétracyclines, Phénicolés).

e Action bactéricide : I’antibiotique provoque la destruction des bactéries avec une mort
accélérée (exemple: p-lactamines, Aminosides, Glycopeptides, Polymyxines,

Rifamycine et Fluoroquinolones).
1.1.2. Le spectre d’activité

Il représente I'ensemble des bactéries sur lesquelles l'antibiotique est actif et permet de

prévoir son potentiel ainsi que ses limites.

e Les antibiotiques a spectre large : Sont efficaces sur un grand nombre de types
d'agents pathogénes, lls sont utilisés lorsque la bactérie n'est pas identifiée et que la

pathologie peut étre due a différents types d'agents pathogeénes.

10
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e Les antibiotiques a spectre étroit : Sont efficaces sur un nombre limité d'agents
pathogénes leur permettant de cibler une pathologie en particulier (Boulahbel, 2009).

1.1.3. L’origine de la molécule

Ils peuvent étre produits de maniere naturelle par des champignons et des bactéries ou

obtenus par synthése et hémisynthese.
1.1.4. La structure chimique

Treés variable, elle est basée souvent sur une structure de base (exemple : Cycle B-lactame)
(Mangin, 2016).

1.2. Mécanismes d’action

Un antibiotique agit essentiellement par inhibition de réaction de synthéese variée en se
fixant sur des sites précis de la cellule bactérienne entrainant ainsi la perturbation de diverses

réactions métaboliques. Les cibles sont caractéristiques de chaque famille d’antibiotique.

e Antibiotiques qui inhibent la synthése de la paroi bactérienne.
e Antibiotiques qui alterent la perméabilité de la membrane cytoplasmique.
e Antibiotiques qui inhibent la synthése protéique.

e Antibiotiques actifs sur le métabolisme des acides nucléiques (Saadaoui, 2008).

1 La paroi de la bactérie est
fragilisée par la molécule
de l'antibiotique qui en inhibe
la synthése.

4 lasynthése des acides
nucléiques est inhibée.
Lantibiotique dérégle
la réplication
ou la franscription

de I'ADN.

2 La membrane cyloplasmique
est ciblée par I'antibiotique.
Elle devient perméable,
provoquant la fuite des
composés cellulaires.

La synthese des protéines
est stoppée par I'antibiotique
qui s'aftaque aux ribosomes.

Figure 3. Mécanismes d'action des antibiotiques (Marin, 2018)

11
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2. Définition de la résistance bactérienne

La résistance bactérienne est définie comme la capacité des bactéries de survivre et de se
développer en présence d’une concentration en antibiotique significativement plus élevée que
celle habituellement active sur les souches de cette espece. La résistance aux antibiotiques peut
étre naturelle ou acquise (Podglajen, 2006).

2.1. La résistance naturelle (ou intrinséque ou insensibilité)

La résistance naturelle correspond a la capacité de résister a la présence d’un antibiotique
c’est un caractere d’espece qui touche toutes les souches de ’espece considérée. Elle est portée
par le chromosome, stable et transmise a la descendance (transfert verticale) lors de la division
cellulaire mais elle n’est généralement pas transmissible d’une bactérie a I’autre (transfert

Horizontale). Elle préexiste a I’utilisation de 1’antibiotique (podglajen, 2006).
2.2. La résistance acquise

C’est I’acquisition de nouveaux genes capable de rendre la bactérie résistante a un
antibiotique ou un groupe d’antibiotiques. Ces nouveaux genes peuvent étre obtenus soit par
mutation au niveau du chromosome qui est un phénomene rare (résistance chromosomique) soit

par I’acquisition de génes étrangers (résistance extra-chromosomique) (Saadaoui, 2008).
2.2.1. Reésistance par mutation chromosomique

C’est un mécanisme qui peut étre dii @ une mutation spontanée au niveau du génome ou
a une recombinaison. La mutation peut transformer la molécule cible d’un antibiotique et rendre
I’interaction avec ce dernier impossible. Dans le cas d’une recombinaison, la résistance se fait
par le transfert de fragments de genes d’un endroit du chromosome a un autre, si ces fragments
sont incorporés dans des endroits précis, ils sont appelés intégrons, s’ils se déplacent librement

il s’agit alors de transposons (Zogheib et Dupont, 2005).

12
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2.2.2. Résistance par acquisition des génes étrangers (extra

chromosomique)

Ces génes peuvent étre acquis par I’intermédiaire d’un plasmide ou véhiculés par des
éléments génétiques mobiles appelés transposons pouvant étre transférés d’une bactéric a

[’autre.

On parle alors de transmission horizontale (conjugaison, transformation, transduction)
(Zogheib et Dupont, 2005).

e Conjugaison

Dans ce phénomeéne, une bactérie donneuse transmet a une bactérie receveuse une copie
de son plasmide porteur de geénes de résistance. 11 peut s’effectuer entre bactéries de la méme
espece au sein d’un méme genre ou parfois entre bactéries de genres différents d’ou son

efficacité (Peyrou, 2001).
e Transformation

C’est le résultat d’un réarrangement de séquences d’ADN échangées entre deux bactéries

provoquant alors I’apparition de nouveaux geénes de résistance. Ce processus se fait

généralement entre deux bactéries de genre proche car il doit y avoir une forte analogie entre

les sequences nucléotidiques pour permettre la recombinaison (Peyrou, 2001).

e Transduction

Dans ce phénomeéne, un bactériophage incorpore une séquence d’ADN d’une bactérie et
la transmet a une autre bactérie. La transduction n’a lieu qu’entre les bactéries de la méme

espece, ceci est dl a la spécificité des bactériophages (Peyrou, 2001).
3. La résistance d’Enterobacter cloacae aux antibiotiques
3.1. Les p-lactamines

Les B-lactamines sont des antibiotiques bactéricides constituent I'une des familles
d'antibiotiques les plus importantes, leur découverte remonte au début du XXeme siécle. La

grande variété de leurs modes d'administration, leur large spectre d'activité antibactérienne, leur

13
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bonne diffusion tissulaire, leur bonne tolérance et leur faible nombre d'interactions
médicamenteuses expliquent l'importance de leur utilisation seuls ou en associations en
thérapeutique (Cavallo et al., 2004), ils représentent les antibiotiques de premiere ligne dans le
traitement des infections causees par les entérobactéries. La famille des B-lactamines est
constituée d’un grand nombre de molécules caractérisées par la présence d’un cycle 3-lactame

indispensable a I’activité antibiotique (Ruppé, 2010).

Figure 4. Structure générale des B-lactamines (Ruppé, 2010)

L’efficacité des B- lactamines dépend des facteurs suivants :
» La quantité d’antibiotique au contact de la cible.
» L’affinité de I’antibiotique pour la cible.

» La production d’enzyme inactivant I’antibiotique.

Ces facteurs sont responsables soit d une résistance naturelle soit d’une résistance acquise

(Bonnet, 2006).
3.1.1. Mode d’action

Les B-lactamines agissent sur la synthese de la paroi bactérienne, le cycle -lactame se lie
de maniére covalente et irréversible au site actif des enzyme collectivement appelées PLP
responsables la transpeptidation, étape essentielle de la synthése du peptidoglycane qui est le
polymere majeur spécifique de la paroi des bactéries a Gram négatif et a Gram positif et cause

son inactivation entrainant la lyse bactérienne (Cavallo et al., 2004).

14
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3.1.2. Larésistance aux B-lactamines

Dans le cas des bacilles a Gram négatif, la résistance bactérienne aux [-lactamines est
due principalement a la production d’enzymes (B-lactamases) capables d’hydrolyser 1’anneau
B-lactame commun a cette classe d’antibiotiques (pénicillines, céphalosporines, monobactams,

carbapénemes) (Rodriguez-Villalobos et Struelens, 2006).

Les entérobactéries sont soit naturellement sensibles aux f-lactamines soit naturellement
résistantes soit elles ont une resistance acquise. La résistance naturelle résulte de la présence
d’une céphalosporinase chromosomique appelée AmpC (enzyme de la classe C d’ Ambler) qui
représente le type le plus commun pour les souches d’E. cloacae, elle lui conféere une résistance
naturelle aux aminopénicillines (seules ou associées a 1’acide clavulanique ou au sulbactam),
aux cephalosporines de premiére génération et aux céphamycines lorsque 1’enzyme est produite

en quantité suffisante (Cavallo et al., 2004).

Cependant la résistance acquise aux B-lactamines peut résulter de mutations des genes
impliqués dans la régulation du géne ampC ou modification(s) de la structure d’AmpC,
acquisition de géne(s) codant pour des B -lactamases ou par diminution de la permeéabilité

membranaire (Guérin, 2015).

3.1.3. Les BLSE « B-lactamases a spectre élargi »

Les premieres observations des espéces productrices de BLSE étaient en Europe et

rapidement aprés aux Etats-Unis & partir de 1983 (Quinn et al., 1989).

Les B -lactamases sont des enzymes, constitutionnelles ou acquises, produites par les
bactéries. Leur activité enzymatique provoque l'ouverture du cycle B-lactame, elles sont
capables d’hydrolyser les pénicillines, céphalosporines de premiére,deuxieéme, troisieme et
quatrieme génération (C1G, C2G, C3G et C4G) et I'aztréonam (Rodriguez-Villalobos et
Struelens, 2006).

Elles sont inhibées partiellement par les inhibiteurs de B-lactamases (acide clavulanique,
tazobactam, sulbactam et portées par des plasmides conjugatifs, donc transférables (Doit et al.,
2010).

15
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3.2. Les quinolones / fluoroquinolones

Les quinolones sont des antibiotiques bactéricides de type synthétique, découvertes en
1962 par Lesher qui a isolé I’acide nalidixique a partir d’une préparation de chloroquine
destinée au traitement du paludisme. Du fait de leur bonne diffusion tissulaire, ces antibiotiques
sont largement utilisés en médecine humaine et véterinaire. Dans les années 1980, la fluoration
de ces molécules en position C6 d’ou I’appellation « Fluoroquinolones », a permis d’étendre
leur spectre d’activité selon la génération de la molécule aux coques a Gram positif, aux

bactéries intracellulaires et aux anaérobies (Meradi et al., 2011).
3.2.1. Mode d’action

Les quinolones inhibent I’action des topoisomérases de type Il : ’ADN gyrase et la
topoisomérase 1V. lls se fixent sur la sous unité A de la gyrase empéchant la réplication et
transcription de I'ADN bactérien (cible préférentielle des bactéries a Gram négatif) (Meradi et
al., 2011).

Tandis que les fluoroquinolones (quinolones de deuxiéme génération) ont un spectre
d’activité élargi qui recouvre les bactéries a Gram négatif et les cocci a Gram positif. Les
fluoroquinolones de troisieme géneration ont été développées pour étendre le spectre a
Streptococcus pneumoniae, alors que les fluoroquinolones de quatrieme génération, présentent

une activité accrue sur les bactéries anaérobies strictes (Cattoir, 2012).
3.2.2. Laresistance aux quinolones / fluoroquinolones

La résistance aux quinolones est principalement due a des mutations chromosomiques,

ces mutations sont localisées sur des genes qui conduisent soit a :

» La perte d’affinité de I’antibiotique pour sa cible ceci est di a une modification de
I’ADN gyrase et/ou de la topoisomérase IV par mutations ponctuelles.

» Une augmentation de son excrétion hors du cytoplasme (par surexpression des systemes
d’efflux).

» Une diminution de sa pénétration transmembranaire (par déficit quantitatif ou qualitatif

de la synthése des porines) (Nordmann et Mammeri, 2007).
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3.3. Les aminosides

Les aminosides également appelés aminoglycosides sont des antibiotiques bactéricides,
hétérosides naturels formés par un ou plusieurs glycosides. Il existe plusieurs centaines de

molécules naturelles et hémi-synthétiques (Yala et al., 2001).

Ils sont réservés au traitement des infections sévéres a bactéries a Gram négatif et a
staphylocoques notamment dans leurs manifestations pulmonaires, endocardites, rénales et
bactériemiques. Ils sont souvent employés dans le traitement probabiliste de ces infections en

association avec une B-lactamine ou une fluoroquinolone (Martin, 2008).
3.3.1.  Mode d’action

Les aminosides agissent sur les bacilles a Gram négatif aérobies notamment les
entérobactéries et sur les bacilles a Gram positif. Ils perturbent la synthése des protéines au
niveau de la fraction 30S du ribosome entrainant la destruction bactérienne (Yala et al., 2001).

3.3.2.  La résistance aux aminosides

La résistance aux aminosides est attribuée a I’acquisition d’enzymes codées par des génes
portes par des plasmides ou des éléments génétiques transposables. Comme pour les autres
entérobactéries, trois groupes d’enzymes sont impliquées : les acétyltransférases (AAC), les
phosphotransférases (APH) et les adényltransférase (ANT) (Guérin, 2015). Chaque classe de
ces enzymes effectue une réaction régio-spécifique soit sur le groupe amine (AAC) ou un
groupe hydroxyle (ANT et APH) et les produits de ces réactions sont dépourvus d'activité
antibactérienne (Chen et al., 2008).

3.4. Latigécycline

La tigécycline est un antibiotique bactériostatique dérivé de la monocycline qui appartient
au groupe des glycylcyclines une troisieme génération de tétracycline dont les molécules restent
actives contre les bactéries résistantes a la tétracycline (Stahl, 2005). Elle possede un spectre
trés large comprenant I’ensemble des cocci a Gram positif, en particulier staphylocoque et
entérocoque, ainsi qu’une grande partie des bacilles & Gram négatif et des anaérobies (Gauzit

et Friggeri, 2017).
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3.4.1. Mode d’action

Les tigécyclines bloquent la croissance bactérienne en inhibant la synthése protéique des
bactéries en se fixant sur la sous-unité ribosomale 30S et en bloquant I’entrée de I’ ARNt amino-
acyl dans le site A du ribosome. Ceci empéche I’incorporation des résidus d’acides aminés dans

les chaines peptidiques en formation (Gauzit et Friggeri, 2017).
3.4.2. Larésistance aux tigécyclines

La grande majorité des entérobactéries dont E. cloacae sont sensibles & la tigécycline
(Gauzit et Friggeri, 2017).

Cependant, quelques souches présentant une sensibilité diminuée ont éte rapportées, ceci
da a la surexpression du systéme de pompe d’efflux. La surexpression de cette pompe est

corrélée a celle d’un régulateur transcriptionnel ramA (Guérin, 2015).

La tigecycline pourrait étre un antibiotique intéressant dans les infections séveéres ou dans

lesquelles des bacteéries résistantes sont suspectées (Stahl, 2005).
3.5. Les polymyxines

Les polymyxines sont des antibiotiques a spectre d’activité antibactérien étroit limité aux
bactéries a Gram-négatif, ils sont naturellement produits par différentes especes de
Paenibacillus (Bacillus) polymyxa. Cing classes chimiques (A, B, C, D et E) sont décrites mais
seuls deux composés sont utilisés en thérapeutique : la polymyxine B et la polymyxine E (ou
colistine). Ce sont des polypeptides cationiques constitués d’un cycle de 7 acides aminés et
d’une chaine latérale tripeptidique sur laquelle est lié de fagcon covalente un acide gras. La
polymyxine B différe de la polymyxine E par un seul acide aminé en position 6 ou la D-
phénylalanine de la polymyxine B est remplacée par une D-leucine chez la colistine (Dortet et
al., 2016).

3.5.1. Mode d’action

Les polymyxines ciblent le lipopolysaccharide (LPS) bactérien, composant de la
membrane externe des bacilles a Gram négatif. Le (ou les) mécanisme(s) d’action des

polymyxines ne sont pas totalement élucidés. Cependant, d’aprés les données de la littérature
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les polymyxines pourraient agir selon trois modes distincts et concomitants aboutissant a la
mort de la bactérie :

» Lyse des membranes bactériennes (voie principale).
» Contact vesicule-vesicule.
» Formation de radicaux libres.

De plus, une activité anti-toxinique a été décrite : en se fixant au LPS, les polymyxines
neutralisent le lipide A, composé toxique permettant I’ancrage du LPS dans la membrane

externe (Dortet et al., 2016).
3.5.2. Larésistance aux polymyxines

Les bactéries & Gram négatif ont mis au point divers mécanismes de résistance. Une des
stratégies les plus utilisées correspond a des modifications du LPS. Ces modifications ont toutes
pour but de diminuer la charge négative du LPS, essenticllement via 1’ajout de résidus chargés
positivement entrainant ainsi une répulsion des polymyxines elles-mémes chargées
positivement. D’autres stratégies sont également utilisées comme la synthése d’une capsule ou

I’expression de certaines pompes d’efflux (Volkov et al., 2013).
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Résultats et discussions de I’étude statistiﬂue

1. Matériel
1.1. Centre de I’étude

Notre étude a été menée au sein du laboratoire de microbiologie de 'EPH El bir

Constantine.
1.2. Duré et type de I’étude

Il s’agit d une étude rétrospective des trois années (2018, 2019 et du premier semestre de
2020) basée sur I’interprétation des résultats a partir des données recueillies des registres et des

fiches d’antibiogrammes archivés au niveau du laboratoire de microbiologie.
1.3. Nature des préelevements étudiés

Durant la période de notre étude, un total de 12 souches a été isolé de différents

prélevements :

e Pus (des plaies infectées, plaies infectées post-opératoires, pied diabétique, infections
du site opératoire, abcés ombilical et le pus d’oreille).

e Urines (ECBU).
1.4. Services et origines des souches

Les prélévements ont été adressés par les différents services de 1’hopital provenant des
patients hospitalisés dans les différents services de 1’hopital a savoir : chirurgie, médecine

interne, contagieux (CTX), ou consultant a titre externe.
2. Méthodes
2.1. Identification biochimique par galerie classique

L'identification biochimique par la galerie classique est un examen qui permet d’identifier
une souche bactérienne en s'appuyant sur son métabolisme enzymatique et la mise en évidence
d'un substrat dégradé ou d'un métabolite formé. Elle est essentiellement utile pour la

différenciation des entérobactéries. La réalisation de cette identification se fait par une méthode

20



Résultats et discussions de I’étude statistiﬂue

classique en utilisant des tubes a essai contenant des milieux de cultures spécifiques (solide,
semi solide et liquide) (Annexe).

2.2. Etude de la sensibilité aux antibiotiques (Antibiogramme)
2.2.1. Technique

Une ou plusieurs boite(s) selon les cas, contenant le milieu Mueller-Hinton
specifiguement destiné a cette méthode sont inoculées par écouvillonnage a l'aide de la
suspension bactérienne. Les disques imprégnés d'antibiotiques sont alors disposés a la surface
de la gélose et l'antibiotique diffuse trés rapidement de maniére concentrique autour de chaque
disque. Les boites peuvent alors étre mises en incubation & 37°C dans les conditions requises

(atmosphére ambiante, sous tension reduite en Oz et en anaérobiose).

Les résultats sont exprimes en millimetres aprés lecture des diametres des zones
d'inhibition de la culture autour de chaque disque manuellement et sont interprétés en trois

catégories :

S= Sensible, R= Résistant, et |= Intermédiaire, en se référant aux normes du CLSI. La lecture

consiste a mesurer les diameétres d'inhibition.

2.2.2. Les antibiotiques testés

Les antibiotiques testés lors de la réalisation de I’antibiogramme d’E. cloacae ont été
choisis selon des critéres d’écologie bactérienne et/ou du colt et/ou de la toxicité et sont

représenteés dans le tableau ci-dessous :
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Tableau 3. Les antibiotiques testés pour l'antibiogramme

Familles et sous familles Antibiotiques
Ampicilline (AMP)
Pénicillines A Amoxicilline (AMX)

Amoxicilline +A. clavulanique (AMC)

Carboxypénicillines | Ticarcilline (TIC)

8 Ureidopénicillines Pipéracilline (P1P)

é C1G Céfazoline (CZ)

ks C2G Céfoxitine (FOX)

@ Céfotaxime (CTX)
C3G Céfopérazone (CFP)

Céftazidime (CAZ)

Carbapénemes Imipeneme (IPM)

Gentamycine (GEN)

Aminosides Kanamycine (KAN)
Amikacine (AN)

Tétracycline Tétracycline (TET)

Acide Nalidixique (NAL)

Ciprofloxacine (CIP)

Quinolones / Fluoroquinolones  [pefloxacine (PEF)

Norfloxacine (NOR)

Ofloxacine (OFX)
Polymixines Colistine (CS)
Bactrim (TMP-SMX)
Divers Chloramphénicol (C)
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1. Répartition des données
1.1. Répartition des données selon I’origine

Dans notre étude rétrospective des trois années précédentes (2018, 2019 et du premier
semestre de I’année 2020) ,12 souches d’Enterobacter cloacae ont été isolées et les souches
hospitaliéres sont prédominantes avec une fréquence de 67% contre 33% pour les souches

externes comme le montre la figure 5.

= Souches
hospitalieres

w Souches
externes

Figure 5. Répartition des souches isolées selon I'origine (n=12)
1.2. Répartition des souches isolées selon les services

Comme I’indique la figure 6 le service contagieux et les consultants a titres externes
déterminent les taux les plus élevés avec 34% et 33% suivi par la chirurgie avec un taux de

25%, tant dis que le taux le plus bas de 8% a été trouvé dans le service de la médecine interne.

# Chirurgie
i Consultants a titre externe
u Contagieux (CTX)

4 Medecine interne

Figure 6. Répartition des souches isolées selon le service (n=12)
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1.3. Répartition des souches isolées selon la nature des prélévements

La figure 7 indique que la majorité des souches d’E. cloacae ont été isolées a partir du
pus (de différentes origines) avec un taux élevé de 67% alors que la minorité ont été isolées a

partir des urines (ECBU) avec un taux de 33%.

M Pus (de différentes
origines)
u Urine

Figure 7. Répartition des souches isolées selon la nature des prélevements (n=12)

1.4. Répartition des données selon I’age des patients

La figure 8 montre que le taux d’isolement des souches d’E. cloacae le plus élevé a été
observé chez les adultes ageés de plus de 50 ans avec un taux de 75%, cependant les adultes de

moins de 50ans sont les moins touchés avec un taux de 25%.

B Moin de 50 ans
i Plus de 50 ans

Figure 8. Répartition des souches isolées selon ’age (n=12)
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1.5. Répartition des données selon le sexe des patients

Comme montré dans la figure 9, les patients du sexe masculin et féminin sont touchés

avec une méme fréquence de 50% avec un sexe ratio (H/F) de 1.

®m Masculin

B Féminin

Figure 9. Répartition des souches isolées selon le sexe (n=12)
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Résultats de I’antibiogramme

2.

Les résultats de ’antibiogramme des 12 souches isolées d’E. cloacae sont exprimés dans

le tableau suivant :

=12)

Tableau 4. Résultats de I'antibiogramme (n
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AN
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Le tableau 5 ci-dessous montre le nombre des souches d’E. cloacae résistantes et

sensibles vis-a-vis les différents antibiotiques testés.

Tableau 5. Nombre de souches résistantes et sensible vis-a-vis des différents antibiotiques

testés (n=12)

Nombre de souches | Nombre de souches Nombre de souches
sensibles résistantes
Antibiotiques
AMP 0 12
AMX 0 12
AMC 0 12
TIC 5 7
PIP 5 7
Cz 1 11
FOX 2 10
CTX 8 4
CFP 7 5
CAZ 8 4
IPM 12 0
GEN 8 4
KAN 12 0
AN 11 1
C 11 0
NAL 10 2
TMP-SMX 7 5
CS 12 0
CIP 10 2
PEF 10 2
NOR 10 2
TET 0 12
OFX 10 2
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3. Profil de résistance et de sensibilité des souches isolées

Sur la totalité des souches étudiées 1’analyse du profil de résistance d’E. cloacae a montré
un taux de résistance de 100% vis-a-vis les antibiotiques suivants: I’Ampicilline,
I'’Amoxicilline, I'Amoxicilline + Acide clavulanique ainsi qu’a la Tétracycline, 92% a la
Céfazoline, 83% a la Céfoxitine, 58% a la Pipéracilline et la Ticarcilline, 42% & la Céfopérazone
et au Triméthoprime/Sulfaméthoxazole, 33% pour la Céftazidime et la Gentamycine. Alors qu'il

y avait une faible résistance aux restes des antibiotiques testés.

L’Imipenéme, la Kanamycine et la Colistine, étaient les antibiotiques les plus actifs sur
la totalité des souches d’E. cloacae ou 0% de résistance a été observée et donc ils peuvent étre

des alternatives thérapeutiques (Figure 10).

E. cloacae présente une résistance a la majorité des p-lactamines ainsi qu’aux C3G (CTX,

CAZ) ce qui indique la présence des BLSE avec un pourcentage de 30%.

100%

i

0 &&

""-@'é&@

=

& &
AN Ga
& & &

w B nombre de souches sensibles Bnombre de souches résistantes

Figure 5. Profil global de résistance des souches isolées (n=12)
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3.1. Production de BLSE

Les quatre souches productrices de BLSE (S4, S8, S10, S11) extraites a partir du tableau
4, en plus de leur résistance aux C3G (CTX et CAZ) présentent également des résistances
associées : la souche 4 présente une résistance associée a la TET, la souche 8 est une CHN
(puisqu’elle est résistante au CTX et au FOX), la souche 10 présente une résistante associée a
I’association TMP-SMX, a la CIP, a la PEF, a la NOR, a la TET et a ’OFX (c’est une BMR

par excellence), la souche 11 est pareil et en plus elle est résistante a NAL.

Ces BLSE présentent des résistances multiples et donc posent un probléme thérapeutique

trés important.

Les souches productrices de BLSE représentent un taux de 33% comme montré dans la
figure 11.

®mBLSE

% NON BLSE

Figure 6. Production des B-lactamases a spectre élargi (n=12)
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Les entérobactéries dont Enterobacter cloacae sont responsables de nombreuses
infections qui deviennent trés répandues et constituent actuellement une menace sérieuse de

santé publique a I’échelle mondiale.

La détermination de la source de contamination et du mode de transmission des souches
épidémiques est 1’un des soucis majeurs dans les investigations des épidémies d’infections

nosocomiales (Fraser et al., 2010).

Selon les résultats de notre étude, les 12 souches isolées et identifiées par la galerie

classique sont réparties differemment selon :

La fréquence de I’infection par E. cloacae en général, semble augmenter avec 1’age ceci
a été confirmé par notre étude ou on assiste a des taux élevés d’atteinte infecticuse chez les
patients ages de plus de 50 ans avec un pourcentage de 75%, cela peut étre expliqué par

I’altération des mécanismes de défenses li€s au processus de vieillissement.

Nos résultats sont conformes avec ceux de 1’¢tude faite en 2016 par Khennouchi qui a
trouvé que la tranche d’age la plus touché parmis les quatre tranches étudiées était celle de plus
50 ans avec un pourcentage de 45% a I’est Algérien, et de 40% a Marseille, France. Donc il

existe un rapport entre le risque infectieux et 1’age (Khennouchi, 2016).

Les résultats de notre étude montrent que les patients de sexe masculin et féminin sont
touchés avec une méme fréquence de 50% pour chacun, contrairement aux résultats de
Khennouchi qui a observé que la plupart des patients infectés par E. cloacae était des femmes
avec des fréquence de 65% a I’est algérien et 51% a Marseille alors que les hommes étaient les
moins touchés avec des fréquences de 35% a I’est algérien et 49% a Marseille. Ce qui confirme
les résultats des enquétes francaises de la prévalence des infections nosocomiales qui ont
approuves que le sexe est considéré comme un critére physiologique sans influence sur les

infections liées aux soins (Khennouchi, 2016).

Nous avons noté que parmi les 12 souches isolées le pus constitue le spécimen le plus
répondu dans les infections a E. cloacae avec 67% suivi par les urines avec 33%, ce qui ne
concorde pas avec les résultats rapportés par Khennouchi qui a trouvée qu’a 1’est algérien 71%

des souches ont été isolées a partir des urines et 29% a partir du pus, alors qu’a Marseille, France
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les souches ont été isolées a partir du pus et des urines avec une méme fréquence de 50%
(Khennouchi, 2016).

Les données de notre étude montrent que les souches hospitaliéres sont prédominantes
avec 67% dont les services sont répartis comme suit : le service de I'infectieux détermine le
pourcentage le plus élevé de souches avec 34% suivi par le service de la chirurgie avec 25%
puis le service de la médecine interne avec 8%, cependant une minorité de 33% a été observé
chez les consultants a titre externe (TA). Par contre 1’étude réalisée a I’hopital de Tlemcen, Sidi
Bel Abbes et Oran a démontré que les E. cloacae ont été retrouvés dans tous les types de
services des trois hdpitaux avec une prédominance des souches isolées dans les unités de soins
intensifs : 35.2% de souches ont été isolées au niveau de la réanimation du CHU de Sidi Bel
Abbes, 70.6% au niveau de la reanimation de Tlemcen et 35.8%, 18.9% et 17% dans les trois

services de réanimation médicale, UMC et infantile d’Oran (Souna, 2015).

La résistance bactérienne aux antibiotiques est la résultante d’interactions complexes
entre la bactérie et son environnement. Elle est liée essentiellement a 1'usage abusif des
antibiotiques contribuant ainsi a I’émergence et a la diffusion de certains bacilles a Gram négatif
en particulier les souches d’entérobactéries, dont Enterobacter cloacae, résistantes a un grand

nombre d’antibiotiques.

Les niveaux de résistances bactériennes varient d’un pays a ’autre et d’une année a
I’autre. Aussi, la connaissance de la situation locale et de son évolution sont nécessaires pour

le choix de I’antibiothérapie de premieére intention (EI Bakkouri et al., 2009).

Les - lactamines étaient depuis longtemps couramment utilisées dans le traitement des
infections a entérobactéries. Actuellement, 1’augmentation de la résistance a cette famille

d’antibiotiques est de plus en plus inquiétante.

L’étude de la sensibilité des 12 souches isolées a indiqué que 100% des souches d’E.
cloacae possédent une résistance naturelle vis-a-vis I’Ampicilline, I'Amoxicilline et a
I’association de I'Amoxicilline avec 1’Acide clavulanique a I’exception de I’Imipenéme qui
reste actif sur toutes les souches ce qui concorde avec les résultats rapportés par Khennouchi
en 2016 et se rapproche aux résultats de Souna en 2015 qui a observé une faible résistance a
I’Imipenéme (6.3%) (Souna, 2015 ; Khennouchi, 2016).
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Des niveaux de résistance assez importants ont été observés pour la Ticarcilline et la
Piperacilline (58%) ainsi qu’a la Céfazoline qui est une céphalosporine de premiére génération
(92%) et la Céfoxitine une céphalosporine de la deuxiéme génération (83%).

En ce qui concerne les céphalosporines de la troisieme génération, les entérobactéries
dont E. cloacae résistantes a ces dernieres occupent une place importante dans les infections

nosocomiales.

Les résultats de notre étude ont montré que le taux de résistance des souches d’E. cloacae
aux céphalosporines de troisieme génération est estimé a 36% ce qui est presque identique aux
résultats de I’enquéte nationale de prévalence des infections nosocomiales et des traitements

anti-infectieux en établissements de santé en France (35,74 %) (Daniau et al., 2017).

A T’opposé, I’étude de la sensibilité d 'E. cloacae aux C3G, montrait des taux élevés de
résistance soit 65.4%, au CHU de Sidi Bel Abbes en Algérie (Souna, 2011) et 60% a I’hopital
militaire d'instruction Mohamed V au Maroc (Elouennass et al., 2008).

Dans notre étude La Kanamycine demeure la molécule la plus efficace avec 100% de
souches sensibles suivie par I’Amikacine (92%) et la Gentamycine (67%), cependant I’étude
faite par Souna a montré que 1I’Amikacine était la molécule la plus active sur la totalité des

souches avec un taux de 92,4% (Souna, 2015).

Nos résultats ont montré un méme faible taux de résistance des souches vis-a-vis de tous
les antibiotiques testés de la famille des Quinolones et des Fluoroquinolones (17%) ce qui ne

concorde pas avec 1’étude de Souna montrant une activité moyenne (48.73%) (Souna, 2015).

Dans nos resultats une activite faible a été détectée pour e
Triméthoprime/Sulfaméthoxazole (Bactrim) avec 42%. Ce taux reste inférieur a ceux déecris par
Souna en 2015 (57%) et Khennouchi (66.6%). En revanche ces taux restent supérieurs a celui
décrit a Marseille (14%) (Khennouchi, 2016).

Par ailleurs, 100% des souches ont montré une résistance totale vis-a-vis la Tétracycline.

D’apres nos résultats la Colistine conserve encore une bonne efficacite et reste parmi les

antibiotiques les plus actifs sur cette espéce avec 100% de souches sensibles, qui correspond
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aux resultats obtenus par Mezghani Maalej et al. En 2012 (Mezghani Maalej et al., 2012),
Souna en 2015 et Khennouchi en 2016 (Souna, 2015 ; Khennouchi, 2016).

En effet, c’est I'une des molécules gardant les taux de sensibilité les plus élevés sur les

espéces naturellement sensibles (Hamze et al., 2003).

La recherche des B-lactamases a spectre élargi est une étape essentielle dans la décision
thérapeutique dans le but d’une surveillance épidémiologique, permettant d’éviter tout échec
ainsi que I’extension des épidémies sur tout chez les patients recevant des traitements a base de

B -lactamines et aux C3G.

Dans notre eétude 33% des souches collectées sont productrices de -lactamases a spectre
élargi (BLSE), cette valeur est nettement plus faible que celle rapportées a I’hopital de Sidi Bel
Abbes (55.5%) (Souna, 2015) et a I’est Algérien (66,6%) mais elle est plus proche que celle
rapportée a Marseille (30%) (Khennouchi, 2016).
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Conclusion

Enterobacter cloacae a pris une importance croissante du fait de son implication dans les
infections des services de soins intensifs, elle est aussi retrouvée parmi les souches cliniques
responsables d’infections et d’épidémies hospitalieres, cependant le principal probléme en
pratique clinique réside dans la diffusion de souches d’Enterobacter cloacae résistantes aux
antibiotiques (Guérin 2015).

Pour évaluer le degré de résistance d’une bactérie aux antibiotiques des tests de sensibilité
permettent d’évaluer in vitro I’efficacité de ces molécules le plus connu étant 1’antibiogramme

qui donne des résultats sous forme qualitative en classant la bactérie comme sensible, résistance

agey, s =

Dans ce travail nous avons effectué une étude rétrospective des années 2018, 2019 et du
premier semestre de I’année 2020, basée en premier lieu sur I’identification de 12 souches
d’Enterobacter cloacae suivie de la repartition de ces souches selon des criteres bien définis et

enfin la détermination du profil de résistance aux antibiotiques de ces germes isolés.

Notre étude montre que les infections a E. cloacae sont majoritairement contractées a

I’hopital et que les adultes de plus de 50 ans sont les plus touchés.

Les résultats de 1’étude du profil de résistance ont permis de constater une résistance

élevée d’E. cloacae vis-a-vis les antibiotiques testés avec 4 souches productrices de BLSE.

Certains antibiotiques ont perdu leur place dans le traitement des infections a E. cloacae,
comme I’Ampicilline, I'Amoxicilline, 1'Amoxicilline + Acide clavulanique, ainsi qu’a la
Tétracycline cependant d’autres antibiotiques comme la Kanamycine, I'Imipenéme et la
Colistine restent majoritairement plus actifs ce qui laisse espérer qu’ils peuvent étre des

alternatives en antibiothérapie contre les infections causees par cette bacteérie.

La propagation du phénoméne de résistance et le nombre limité d’antibiotiques
nécessitent la découverte de nouveaux agents antibactériens. Pour étre innovant et contourner
les mécanismes de résistance bactériens, les antibiotiques de demain devront viser de nouvelles

« cibles » d’action chez les bactéries.
Dans le futur, il serait recommandé de :

v Respecter les régles d’hygiéne individuelles et collectives ainsi que I’isolement des

malades porteurs de bactéries multirésistantes.
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v" L’usage rationnel des antibiotiques.

v’ Sensibiliser la population a éviter I’automédication qui constitue un risque des échecs

thérapeutiques et facilite I’émergence des résistances bactériennes.
v Mettre en place un réseau de surveillance des bactéries résistantes.
En perspectives :

v IL serait intéressant de réaliser une étude sur la prévalence d’E. cloacae dans les
différents hépitaux de Constantine.

v' Faire une étude comparative de la résistance aux antibiotiques.

v’ Etudier les mécanismes de la multirésistance aux antibiotiques des souches d'E. cloacae
et réaliser une caractérisation moléculaire de la résistance aux antibiotiques.

v' Mener une étude sur la détection des genes de résistances aux antibiotiques

chez Enterobacter cloacae.
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Annexes

Annexe : Les tests biochimiques d’identification d’Enterobacter cloacae

1. Recherche de ’oxydase

Le test consiste a mettre en évidence la capacité que posséde la bactérie a oxyder un
réactif incolore (la NN-diméthyl-paraphénylene diamine) en un dérivé rose violacé.

e Technique :

- Placer un morceau de papier imprégné de la NN-diméthyl-paraphényléne diamine sur une

lame a I’aide d’une pince flambée.

- Avec une pipette Pasteur prélever une colonie cultivée sur un milieu solide et la déposer

doucement sur le papier.

e Lecture:
v' Si la colonie prend une teinte rose, violette : Oxydase (+)

v' Si la colonie reste incolore : Oxydase (-)

2. Recherche de la catalase

Il permet la détection de I’enzyme « catalase » qui décompose le peroxyde d’hydrogeéne

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

H20:> » 202+ H0

e Technique

Ce test s’effectue sur une lame porte objet propre. La méthode consiste a prélever une
colonie du germe a étudier sur I'extrémité d'une pipette Pasteur fermée que I'on plonge ensuite

dans un millilitre d'eau oxygénée.

e Lecture
v' Dégagement gazeux : Catalase (+)

v Absence de dégagement gazeux : Catalase (-)
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3. Recherche de la nitrate réductase

Ce test permet la détection de ’enzyme la nitrate réductase qui catalyse la réaction de

réduction des nitrates en nitrites.
e Technique

Ce test s’effectue a partir d’un milieu mannitol mobilité nitraté, ou de bouillon nitraté en
utilisant deux types de réactifs (réactifs de Griess) : 1’acide sulfanilique (nitrite 1) et I'a-

naphtylamine (nitrite 2) en solution dans I’acide éthanoique.

e Lecture
v’ Coloration rouge : Nitrate réductase (+)
v" En absence de coloration : soit les nitrates ont été réduits au stade azote, soit la

bactérie ne posséde pas de nitrate réductase : Nitrate réductase (-)

L'addition de poudre de Zinc (réactif de Zobell, qui va réduire les nitrates en nitrites)

permet de trancher.

v' Siune coloration rouge : Nitrate réductase (-)
v Si aucune modification de coloration n’est visible : les nitrates ont été réduits au stade

azote donc Nitrate réductase (+)

1. Recherche de I’utilisation du glucose, lactose, saccharose, la production de gaz et
d’H>S sur le milieu TSI

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

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

e Technique

L’ensemencement est réalisé par piqtire centrale dans le culot puis par stries sur la pente,
la Lecture se fait aprés 24 heures d’incubation a 37°C. L’utilisation de I’un des sucres se traduit

par un virage au jaune de 1’indicateur (rouge de phénol).
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e Lecture
*Culot de la gélose :

v’ Jaune : Glucose (+) (fermentation du glucose).

v Rouge ou inchangé : Glucose (-)

v Noir : formation de sulfure d’hydrogéne H>S.

v Bulles ou fissures : formation de gaz a partir du glucose.
*Pente de la gélose :

v’ Jaune : Lactose et/ ou Saccharose (+) (utilisation du lactose et/ ou du saccharose).
v Rouge ou inchangé : Lactose et/ ou Saccharose ()

2. Recherche de I’utilisation du citrate sur gélose Simmons citrate

Ce milieu permet de mettre en évidence I’utilisation du citrate comme seule source de
carbone et d’énergie. Ce milieu contient du citrate de sodium et du sel d'ammonium ainsi que

du bleu de bromothymol comme indicateur de pH.

e Technique
-Ensemencer par des stries le long de la pente a I’aide de la pipette pasteur.
-Mettre a I’étuve 24h a 37C°

e Lecture
v Croissance sur la pente et virage du milieu du vert au bleu : Citrate (+)

v L’absence de croissance et du virage de couleur : Citrate (-)

3. Test Mannitol mobilité

Le milieu mannitol-mobilité permet I’étude de la dégradation du mannitol, et la mobilité

bactérienne.
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e Technique

L’ensemencement du milieu se fait par piqlre centrale jusqu’au fond du tube avec la

souche a tester a I’aide d’une anse de platine (fil droit sans boucle). Incubation a 37C° durant
18 a 24 heures.

e Lecture
v Virage du milieu rouge au jaune : Mannitol (+)
v" Pas de virage du milieu : Mannitol (-)

v' Diffusion a partir de la ligne d’ensemencement entrainant un trouble du milieu :
Mobilité (+)
v Une culture uniquement au niveau de la piqure centrale : Mobilité (-)

4. Recherche de I’indole et mise en évidence de uréase et de la TDA

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

- De la production de I’indole (par hydrolyse du tryptophane par la tryptophanase).
- De la dégradation de la tryptophane (par I’enzyme tryptophane désaminase (test TDA).
- De I’hydrolyse de 1'urée (par une uréase).
e Technique
- Mettre 2 a 3 gouttes de la suspension bactérienne dans le milieu urée-indole.
- Incuber a 37°C pendant 18 a 24h.
Aprés avoir constaté la couleur du milieu :
- Ajouter 2 a 3 gouttes de de réactif de Kovacs pour la mise en évidence de I’indole.

e Lecture
v Virage du milieu au rouge violacé : Uréase (+)

v Le milieu a une teinte jaune : Uréase (-)
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Apres ajout du réactif de Kovacs :

v Formation d’un anneau rouge a la surface : Indole (+)

v Absence d’anneau rouge (anneau marron) : Indole (-)
Apreés ajout du perchlorure de fer (réactif de TDA) :

v’ Coloration brun-rouge : Bactérie TDA (+)
v’ Coloration jaune-orangée : Bactérie TDA (-)

5. L’étude de la voie de fermentation de glucose (Milieu Clark et Lubs)

Ce milieu permet 1’étude de la voie de fermentation de glucose chez les BGN, soit par
I’utilisation de la voie de fermentation des acides mixtes qui sont mis en évidence par le test de
RM (Rouge de méthyle) ce qui conduit & la formation de nombreux acides, soit par I’utilisation
de la voie de fermentation butanediolique qui est mis en évidence par le test de VP (Voges-

Proskauer), ce qui contribue a la production d’acétoine.

e Technique

- A T’aide d’une pipette pasteur ensemencer le milieu Clark et Lubs, En ajoutant quelques

gouttes de suspension bactérienne.

- Incuber pendant 24heures a 37°C.

- Aprés incubation, partager le milieu en deux tubes d’hémolyse pour pratiquer les deux tests.
- Rajouter au premier tube 2 a 3 gouttes de RM puis observer immédiatement.

- Rajouter au second tube quelques gouttes de VP1 et VP2, agiter le tube pour favoriser

I’oxygénation, lire au bout de quelques minutes.
e Résultat
*Test RM :

v" Milieu rouge : RM (+)
v" Milieu jaune : RM (-)
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* Test VP :

v’ Apparition d’une couleur rouge : VP (+)
v Milieu reste incolore : VP (-)

6. Recherche de la p-galactosidase : test ONPG

Le test ONPG consiste a rechercher la présence de -galactosidase en utilisant 1’ortho-
nitro-phényle-galactoside (ONPG) comme substrat, ce dernier présente 1’avantage d’étre
hydrolysé en un produit coloré (I’ortho- nitrophénol ONP).

e Technique
- Realiser une suspension épaisse des bactéries testées en eau distillée.
- Ajouter avec une pince flambée mais refroidie un disque imprégné d’ONPG.
- Incuber 30 min a 37°C.

e Lecture
v Le milieu devient jaune : ONPG (+)
v Le milieu reste incolore : ONPG (-)

Résultats de I’identification biochimique d’Enterobacter cloacae
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Enterobacter cloacae est un pathogéne opportuniste majeur impliqué dans les infections
nosocomiales et les épidémies, il constitue actuellement une menace sérieuse de santé publique a
I’échelle mondiale.

Dans le but de dresser le profil bactériologique et le profil de résistance des douze souches
d’E. cloacae, nous avons mené une étude rétrospective des trois années precédentes (2018, 2019
et du premier semestre de I’année 2020) a partir des données des registres de bactériologie et des
fiches d’antibiogrammes archivées au niveau du laboratoire de microbiologie de 'EPH EI bir
Constantine.

Les douze souches ont été identifiées par galerie biochimique classique puis reparties selon des
criteres bien définis. La sensibilité des souches a été etudiée par la méthode des disques interprétés
en trois catégories : Sensible, Résistant, et Intermédiaire, en se référant aux normes du CLSI.
D’apres les résultats de 1’évaluation de 1’antibiorésistance obtenus, la majorité des souches isolées
sont résistantes a un ou plusieurs antibiotiques testés a I’exception de la Kanamycine, I’Imipenéme
et la Colistine qui restent actifs a 100% sur toutes les souches.

Nos résultats montrent que le phénoméne de la résistance aux antibiotiques augmente de plus en
plus et de facon inquiétante dans les milieux hospitalier. Leur émergence represente un sérieux
probleme thérapeutique et épidémiologique, d’ou la nécessité de la mise en place de systémes de
surveillance de I’environnement microbien de 1’hopital et I’application stricte des mesures
d’hygiene.

Mot clés : Enterobacter cloacae, antibiotiques, résistance, hopital El bir.

Membre du jury :

Présidente du jury : Mme SEKHRI-ARAFA. N (M.C.A- UFM Constantine 1).
Rapporteur : Mme BOUZERAIB. L (M.A.A-UFM. Constantine 1).

Examinatrice : Mme MEZIANI. M (M.C.B- UFM Constantine 1).

Présentée par : ZALIF Bani Sabrine
ZERKINE Nihel Lamis

Année universitaire : 2020-2021




	Remerciements
	Dédicaces
	Abstract
	ملخص
	Résumé
	Liste des tableaux
	Liste des figures
	Liste des abréviations
	Table des matières
	Introduction
	Synthèse bibliographique
	Chapitre I : Enterobacter cloacae
	1. Définition
	2. Nomenclature et classification
	2.1. Nomenclature
	2.2. Classification

	3. Habitat (écologie)
	4. Caractères bactériologiques
	4.1. Caractères morphologiques
	4.2. Caractères culturaux
	4.3. Caractères biochimiques
	4.4. Caractères antigéniques

	5. Epidémiologie
	5.1. Facteurs de virulence
	 Les toxines
	 Les adhésines
	 Les sidérophores
	5.2. Le pouvoir pathogène
	5.3.   Modes de transmission

	6. Traitement

	Chapitre II : La résistance aux antibiotiques
	1. Définition des antibiotiques
	1.1.  Classification des antibiotiques
	1.2.  Mécanismes d’action
	2. Définition de la résistance bactérienne
	2.1.  La résistance naturelle (ou intrinsèque ou insensibilité)
	2.2.  La résistance acquise
	2.2.1. Résistance par mutation chromosomique
	2.2.2. Résistance par acquisition des gènes étrangers (extra chromosomique)
	 Conjugaison
	 Transformation
	 Transduction

	3. La résistance d’Enterobacter cloacae aux antibiotiques
	3.1.  Les β-lactamines
	3.1.1.  Mode d’action
	3.1.2. La résistance aux (-lactamines
	3.1.3.  Les BLSE « (-lactamases à spectre élargi »
	3.2.    Les quinolones / fluoroquinolones
	3.2.1.  Mode d’action
	3.2.2.  La résistance aux quinolones / fluoroquinolones
	3.3.    Les aminosides
	3.3.1.    Mode d’action
	3.3.2.    La résistance aux aminosides
	3.4.    La tigécycline
	3.4.1. Mode d’action
	3.4.2. La résistance aux tigécyclines
	3.5.   Les polymyxines
	3.5.1. Mode d’action
	3.5.2. La résistance aux polymyxines


	Résultats et discussions de l’étude statistique
	1. Matériel
	1.1.   Centre de l’étude
	1.2.   Duré et type de l’étude
	1.3.   Nature des prélèvements étudiés
	1.4.  Services et origines des souches

	2. Méthodes
	2.1.   Identification biochimique par galerie classique
	2.2.   Etude de la sensibilité aux antibiotiques (Antibiogramme)
	2.2.1. Technique

	2.2.2. Les antibiotiques testés

	Résultats de l’étude statistique
	1. Répartition des données
	1.1. Répartition des données selon l’origine
	1.2. Répartition des souches isolées selon les services
	1.3. Répartition des souches isolées selon la nature des prélèvements
	1.4. Répartition des données selon l’âge des patients
	1.5. Répartition des données selon le sexe des patients

	2. Résultats de l’antibiogramme
	3.   Profil de résistance et de sensibilité des souches isolées
	Discussion de l’étude statistique
	Conclusion
	Références
	Bibliographiques

