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Introduction

Introduction

L’infection microbienne occupe actuellement la premiere place dans les pathologies
médicales. Elle est connue depuis longtemps, et depuis I'utilisation des antibiotiques, elle a
progressivement changé de visage et les cliniciens ont été confrontés a des infections a germes
autrefois réputés non pathogenes ou saprophytes. Un des exemples le plus frappant pour illustrer
ce propos est Klebsiella pneumoniae (1).

Klebsiella pneumoniae est un pathogene opportuniste fréguemment impliqué dans des
infections sévéres notamment des infections urinaires (IU), des pneumonies et des bactériémies
(2). Elle est responsable de plus de 10% des infections nosocomiales (3). Elle est impliquée
surtout dans les unités de soins intensifs (USI) (4).

De nombreuses épidémies nosocomiales causées par cette bactérie ont été décrites,
notamment chez les personnes ayant un systeme immunitaire affaibli, comme les diabétiques et
les alcooliques. Elle peut se propager rapidement entre les patients hospitalisés surtout dans des
unités de soins intensifs adultes ou pédiatriques (5).

Les Klebsiella sont des bactéries trés répandues dans la nature (I’eau, le sol, les végétaux,
la flore fécale des animaux), sur la peau, les muqueuses et surtout les voies respiratoires
supérieures de I’homme provoquant ainsi des pneumonies mortelles c¢’est pourquoi Friedlander
les a appelé pneumobacilles (6).

Elle résiste a la majorité des antibiotiques utilisés et rend ainsi difficile le traitement. Ceci
pose un probléme de santé publique car la population touchée est fragile (cancéreux,
cirrhotiques, diabétiques, vieillards et nourrissons), surtout avec la problématique du VIH.
L'augmentation a I'échelle mondiale de la résistance aux antibiotiques médiée par cette bactérie
constitue une menace importante pour la santé publique. Au niveau national, et selon le réseau de
surveillance de la résistance des bactéries aux antibiotiques (AARN, 2011), sur 5922 bactéries
multi résistantes (toutes espéces confondues) isolées en milieu hospitalier, 57% des souches de
Klebsiella pneumoniae sont résistantes aux f-lactamines par production de B-lactamases a
spectre élargi (7).

C’est dans ce contexte général que nous avons été amenés a entreprendre ce présent travail
qui a pour objectifs:

e L’isolement et I’identification des souches de Klebsiella pneumoniae au niveau de
service de microbiologie du CHUC;
e [’¢étude du profil de résistance de Klebsiella pneumoniae;

e Détermination des phénotypes de résistance aux antibiotiques.
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1. Généralités sur Klebsiella pneumoniae

1.1. position taxonomique
1.1.1. Dénomination
Le genre Klebsiella a été nommé par Trevisan en 1887 pour honorer Klebs Edwin, un
microbiologiste Allemand du 19¢me 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 (8).

1.1.2. Classification
Regne : Bactéria
Embranchement : Protéobactéria
Classe : Gamma Proteobacteria
Ordre : Enterobacteriales
Famille : Enterobacteriaceae
Genre : Klebsiella
Espéce : Klebsiella pneumoniae
Le genre Klebsiella (Klebsielles) comporte cing espéces dont I’espéce type est K.p (9).
L’espéce K.p est subdivisée en 3 sous especes : K. pneumoniae subsp pneumoniae, K.
pneumoniae subsp ozaenae et K. pneumoniae subsp Rhinoscleromatis (10).
1.2. Caracteres bactériologiques
1.2.1. Caractéres morphologiques
Les bactéries appartenant a 1’espece Klebsiella pneumoniae sont des bacilles a Gram
négatif, immobiles, diplobacilles généralement capsulées, non sporulées, anaérobies facultatifs
(12).
1.2.2. Caractéres culturaux
K. pneumoniae se développe en aéro-anaérobiose. Sur les milieux classiques d'isolement
pour entérobactérie (Drigalski, Hektoen, Mac Conkey, EMB) apres une incubation de 18 a24 h a
30 ou a 37 °C, les colonies sont d'un diamétre de 3 a 4 mm, ronde, lisses, lactose positives,
bombées, brillantes, muqueuses, parfois filantes a I'anse de platine (Figure 1) (12,8).
En milieu liquide (bouillon nutritif, eau peptonée), la culture est rapide (quelques heures) a
30° et 37 °C pour K. p avec parfois dépdt muqueux et collerette visqueuse en surface. A la

différence des autres espéces de Klebsiella, plus de 90% des souches de K. pneumoniae croissent
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a 44 °C en bouillon lactose bilié vert brillant et plus de 80% en fermentant le lactose avec
production de gaz (12).

Figure 1 : Aspect des colonies de K. pneumoniae sur milieu gélosé (13).

1.2.3. Caractéres biochimiques
K. pneumoniae présente les caractéres généraux des entérobactéries : c’est une bactérie
aero-anaérobie facultative, fermentant le glucose avec production de gaz, oxydase négative,
catalase positive, possede une nitrate-réductase.
K. pneumoniae est: VP, LDC*, ODC’, IND", Citrate*, Urée*, ONPG", H,S", TDA", réduction

des nitrates en nitrites (NO3"). Les caractéres biochimiques sont illustrés dans le tableau 1.
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Tableau 1: Caracteres biochimiques de Klebsiella pneumoniae (12).

Caractéres biochimiques Klebsiella pneumoniae
ONPG, KCN +
H2S, désaminase, IND _
VP +
RM B
Uréase +,_
Citrate de Simmons +
LDC +
OoDC _
ADH _
Rhamnose +
Arabinose +
Raffinose +
Gélatinase _
Lipase, DNase —

1.2.4. Caractéres antigéniques
K. pneumoniae posséde des antigénes communs avec ceux portés par les autres
entérobactéries excepté 1’antigéne flagellaire du fait de son immobilité :

e Antigenes « O » somatiques : la recherche des antigénes « O » présente peu d’intérét
pratique, en raison de la difficulté de leur détermination par suite du caractere
thermostable des antigenes capsulaires

e Antigénes « K » capsulaires : au moi 77 antigenes K ont été décrites chez K. pneumoniae,
K1 a K72, K74, K79 a K82. Les souches les plus souvent pathogénes pour I'hnomme et les
animaux appartiennent aux types capsulaires 1 et 2, plus rarement 3 et 4.

e Antigéne d’adhérence : appelé fimbriae, de nature protéique, porté par des pili communs
(12,8).

1.3. Habitat

K. pneumoniae est une espece ubiquitaire, et frequemment isolée dans I'environnement a
partir d'échantillons de sol, d'eaux de surface, d'eaux usées, de vegétaux , et de muqueuses des
mammiferes, en particulier de la flore fécale. Chez I'hnomme, cette espéce végete sur la peau, les

muqueuses, les voies respiratoires supérieures et elle est isolée des selles chez 30 % des
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individus. Pour ce qui est des infections nosocomiales, le tube digestif des patients hospitalisés et
les mains du personnel sont les deux sources principales. Les deux sous-espéces K. pneumoniae
subsp. ozaenae et K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis n'ont été isolées qu'en situation
pathogéne de I'arbre respiratoire de I'homme (14).

1.4. Génétique

K. pneumoniae se compose de sept réplicons circulaires, y compris un chromosome (ADN
bicaténaire) et six plasmides.

Le chromosomiques (5332752 pb, 57,5% teneur en G + C) codes pour 5316 protéines
putatives et réalise 87 ARNt, 1 ARNm, et 8 copies de 16S-23S-5S ARNTr (15).

Six plasmides se produisent naturellement dans la souche K.P: pKPHS1 (122 799 pb,
49,5% teneur en G + C), pKPHS2 (111 195 pb, 53,3% teneur en G + C), pKPHS3 (105 974 pb,
52,5% teneur en G + C), pKPHS4 ( 3751 pb, 52,2% G + C contenu), pKPHS5 (3353 pb, 42,8%
G + C contenu), et pKPHS6 (1308 pb, 47,9% teneur en G + C). Codes pKPHS1 pour un spectre
étendu de béta-lactamase CTX-M-14. Pkphs2 porte le bla tgm-1 et le bla du gene carbapéneme
kpc2 €t a une épine dorsale similaire avec le récemment rapporté K. pneumoniae plasmide
pKP048 (16). PKPHS3 possede 13 déterminants de résistance importants, tels que tetG, chat,
sull, dfral2, aac (3) -la et aph, et est le plus semblable a un plasmide Yersinia pestis, pIP1202
(17). Remarquablement, les génes de transfert de conjugaison tels que tra dans pKPHS2 et
pKPHS3 peuvent conduire a la propagation de la multirésistance entre les différents genres. Les
trois petits plasmides codent pKPHS4, pKPHS5 et pKPHS6 pour les protéines inconnues. A
notre connaissance, la 1-kb pKPHS6 est la plus petite K. pneumoniae plasmide jamais identifié.

Certaines souches de Klebsiella pneumoniae et Klebsiella oxytoca hébergent des plasmides
qui possedent des génes (nif) qui leur permettent de fixer I’azote atmosphérique. Ces plasmides
peuvent étre transférés a Escherichia coli K12 (18).

1.5. Pouvoir pathogéne

Klebsiella pneumoniae est un agent classique et majeur d’infections nosocomiales chez
I’enfant soit de 19,6% en Chine et de 22,7% d’infections nosocomiales en service de
néonatologie et de réanimation pédiatrique en général et néonatales particulierement en Europe
4).

Elle est I’une des principales espéces bactériennes impliquées dans les 1U soit de 6 a 17%
d’infection (19). Selon le NHSN, K. pneumoniae est responsable de 7,9 % de I’ensemble des
infections urinaire aux Etats-Unis, classée ainsi en cinguiéme position parmi tous les agents

pathogénes incriminés. Cependant, en Tunisie, d’aprés le réseau de 1I’Anti bio-Résistance en
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Tunisie (LART), K. pneumoniae est essenticllement isolée d’infections urinaires en milieu
hospitalier avec un taux de 60,4% (20).

K. pneumoniae fait partie du groupe KES qui est d’une grande importance en clinique
hospitaliére (21).

K. pneumoniae subsp. pneumoniae est surtout actuellement un agent d'infections
nosocomiales, responsable d'infections urinaires sur sonde, de bactériémies de pneumonies,

d'infections de sites opératoires et d'infections néonatales (22).

K. pneumoniae subsp. ozaenae est responsable d'une rhinite chronique atrophique décrite
sous le nom d'ozéne. 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 (21).

K. pneumoniae subsp. ozaenae a été également isolée & partir de surinfections de bronchite
chronique,de bactériémies, de méningites ,d'abcés cérébraux d'otites, de mastoidites, d'infections

urinaires, de surinfections de plaies et d'ulcéres de la cornée.

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. Un cas de septicémie a été rapporté (23).

K. pneumoniae occupe une place importante dans la pathologie infectieuse du nouveau-né.
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 (24).

Enfin, depuis les années 1980, K. pneumoniae a émergé comme agent d'abces hépatiques
primitifs survenant dans la communauté chez des patients sans antécédents de pathologie
hépatobiliaire. Ce syndrome, associé a une bactériemie et éventuellement des complications
métastatiques (endophtalmie, méningite ..), a été essentiellement décrit en Asie. Plus
récemment, des cas ont été rapportés en Amérique du Nord et en Europe souvent chez patients
d'origine asiatique, suggérant une susceptibilité génétique a cette infection. Dans la majorité des
cas, les souches a l'origine de ce syndrome appartiennent au sérotype capsulaire K1 et au

complexe clonal ST23 (25).

1.6. 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
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pathogeénicité définit la capacité de la bactérie a causer une maladie alors que la virulence est la
mesure ou le degré de pathogénicité (21).
1.6.1. Antigénes de surface

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

1.6.1.1. Le lipopolysaccharide

Le LPS, est formé de plusieurs composeés : le lipide A de structure oligosaccharidique, et
I'antigéne "O". L'antigene "O", composé le plus externe du LPS, est formé d'unités répétées de
polymeres d'oligosaccharides. Le lipide A correspond a I'endotoxine des bactéries a Gram
négatif et participe au pouvoir pathogéne. Sa libération massive dans la circulation au cours des
bactériémies conduit au choc endotoxinique. Le réle principal du LPS in vivo est de protéger K.
pneumoniae du pouvoir bactéricide du sérum (26).

1.6.1.2. La capsule

La majorité des souches de K. pneumoniae produit une capsule de nature
polysaccharidique, elle donne aux colonies sur gelose une apparence plus ou moins muqueuse
caractéristique et apparaissant a la coloration de Gram, sous la forme d’un halo clair. Sur les 82
antigenes capsulaires, 77 constituent une base de reconnaissance internationale. La capsule est
essentielle a la virulence des Klebsielles. Elle forme d'épais faisceaux de structure fibrillaire
couvrant la surface bactérienne en couche épaisse et dense qui protege la bactérie de la
phagocytose par les polynucléaires neutrophiles, d'une parte de I'effet bactéricide de facteurs
sériques d'autre parte. Les souches exprimant les antigenes capsulaires K1 et K2 sont
particulierement virulentes dans un modéle murin de péritonite comparées a d'autres sérotypes
qui sont peu ou pas virulents. En pathologie humaine, méme si les données sont parcellaires, les
souches de sérotype K1 et K2, sont actuellement, considérées comme les plus virulentes (27).

1.6.2. 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 médiees 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. Ils sont formés de différentes sous-
unités. Les deux types de fimbriae les plus rencontrés chez K. pneumoniae sont 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. Ils ont la plus grande capacité d'adhésion. Ils sont impliqués dans la
colonisation des tractus respiratoire et urinaire (28).

e Les propriétés des fimbriae de type 3 sont moins bien connues. Ils sont impliqués dans
I'adhésion de K. pneumoniae a différents types cellulaires, par exemple aux épithéliums
urinaire et respiratoire. Leur role comme facteur de virulence reste hypothétique dans
plusieurs modeles d'infections (urinaire, pulmonaire). Néanmoins, du fait que ces
structures semblent faciliter I'adhésion & des supports inertes et avoir un réle dans la
formation de biofilm, elles pourraient participer & la physiopathologie des infections
urinaires sur sonde (29).

1.6.3. Sidérophores
C’est la possibilité des bactéries a capter le fer environnant grdce a des structures
particuliéres, les sidérophores. Dans l'organisme de I'hote, 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 (21).
1.6.4. llot de pathogénicité
C’est un grand fragment chromosomique d'ADN (35-45kb), il porte les génes de virulence,
en particulier le locus de la yersiniabactine indispensable a I'expression du phénotype hyper-
virulent de Yersinia sp, il s'insere au niveau de la terminaison 3' du géne de I'ARN, (iii) le taux
de G+C% est différent de celui du reste du chromosome et il est flanqué de séquences répétées.
Sa fonction essentielle est de capter des molécules de fer essentielles a la croissance et a la
dissémination de la bactérie (30).
1.6.5. Pili (fimbriae)

Les pili sont des projections filamenteuses situées a la surface de la bactérie qui permettent
un rapprochement étroit puis une fixation aux cellules hotes. Différents types de pili sont décrits
dont deux prédominent chez klebiella sp.klebiella pneumoniae peut produire des fimbriae de
type 1qui semblent impliqués dans 1’attachement aux cellules citiées de 1’appareil respiratoire et
aux cellules vésicales. Elle peut également produit des fimbriae de type 3 dont I’importance in
vivo est mal connue mais qui pourraient permettre un attachement sur des surface inertes comme

du matériel medical (11),comme le montre a la figure 2.
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Serum resistance Adhesins
Type 1 pili (MSHA)

b Type 3 pili (MR/K-HA)
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Figure 2: Représentation schématique des facteurs de pathogénicité de K. pneumoniae (21).

2. Les antibiotiques

2.1. Définition
Agents antibactériens synthétiques et/ou semi-synthétiques. Le mot antibiotique fut crée
en 1889 par Paul Vuillemin. Un antibiotique est un dérivé produit par le métabolisme de micro-
organismes possédant une activité antibactérienne a faible concentration et n’ayant pas de
toxicité pour I’hote. Cette notion a été étendue aux molécules obtenues par hémi synthése (31).

2.2. Classification

La classification des antibiotiques repose sur leur structure chimique et leurs mécanismes
d’action, lesquels conditionnent leur spectre d’activité(32).
2.3. Mode d’action
Les antibiotiques agissent a I’échelon moléculaire au niveau d’une ou de plusieurs étapes
métaboliques indispensables a la vie de la bactérie. (Figure 3)

e Action sur la paroi bactérienne (peptidoglycane) ;
e Action sur la structure de la membrane cytoplasmique bactérienne ;
e Action sur la synthése protéique bactérienne ;

e Action sur la synthese de I’ADN de la bactérie ;
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e Action sur la synthése des folates (32).

Réplication de I'ADN : Assembilage de & Transcrption de
acide nzlidixique membrane cytoplasmique : IFADN : rifamycines
quinolones (ADN gyrase) gramicidines (ARN polymérase)

Biosynthése de la
thymidne :
rriméthoprime (DHFR)

Biosynthése des
purines : sulfamides
(DHPS)

Synthése du peptidoglycane el assemblage de

la membrane exteme : Traduction de I'ARN messager :
B-lactamines, y-lactaminas aminosides-aminocydiitols
(PLP :transpepltidases et carboxy peptidases) tétracyclines

(sous-unité ribosomale 30S5)
glycopeptides

lipoglycopeptides macrolides-lincosamides
bacitracines chloramphénicol
fosfomycine acide fusidique

cyclosérine (sous-unité ribosomale SO0S)

Figure 3 : Mécanisme d’action des antibiotiques (33).

2.4. Les différentes familles d’antibiotiques
2.4.1. Les B-lactamines
2.4.1.1. Définition
Les B-lactamines sont les antibiotiques de premiére ligne dans le traitement des infections
causées par les entérobactéries. Cependant, des le début de leur utilisation de masse dans les
années 1940, leur efficacité a été¢ confrontée a la production d’enzymes les inactivant : les [3-
lactamases (34).
2.4.1.2. Structure et classification
La structure de base des PB-lactamines est le noyau azétidinone qui contient la structure

carbonyle lactame indispensable a ’activité des molécules (31). (Figure 4)
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Figure 4 : Cycle B-lactame (35).

Sur cette structure est fixée un cycle penta-atomique saturé (péname), insaturé (pénéme) ou
hexa-atomique (céphémes). Le noyau azétidinone seul (B-lactamine monocyclique) peut étre
substitué, et en fonction des substituants de 1’atome d’azote, il est possible de distinguer les

monobactames (aztréonam), les monocarbames et les monophosphatames (31). (Figure 5)

O

);ir;%;“- FPenems

SOoOH

monocyclic B-lactams Poanams=

Cephems soaE

Figure 5 : Structure des différentes classes de p-lactamine (31).

2.4.1.2.1. Les pénicillines (péname)
La structure des pénicillines est constituée de trois parties : un noyau thiazolidine fixé sur
un cycle azétidinone et d’une chaine latérale en C-6 qui permet de les différencier.
Elles sont regroupées au sein de la classe des pénames qui comprend les pénicillines, les oxa-1-

péname (ex acide clavulanique) et les carbapénames (31).

Mémoire de Génétique Page 11



Synthése Bibliographique

e Pénicilline G et V (naturelles)
Actives sur les bactéries Gram positif et les coques a Gram négatif.

e Groupe A (aminopénicillines)
Ampicilline et Amoxicilline spectre élargi, orienté sur certains bacilles a Gram négatif mais
inactivées par les peénicillinases y compris celle du staphylocoque, inactives sur les bacilles a
Gram négatif naturellement producteurs de céphalosporinases comme certaines entérobacteries,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii.

e Carboxypénicillines
(Ticarcilline, carbénicilline) spectre élargie sur les bacilles Gram négatif comme Pseudomonas
aeruginosa (36).

e Uréidopénicillines
leur spectre d’activité regroupe la plupart des souches d’entérobactéries et Pseudomonas
aeruginosa (37).

e Oxapénames ou clavames
I’amoxicilline+I’acide clavulanique : utilisés comme inhibiteur de B-lactamases en association
avec une autre [-lactamine (amoxicilline ou ticarcilline+acide clavulanique) et 1’acide
clavulanique+ticarcilline (36).

2.4.1.2.2. Les carbapénémes (pénemes)

Quatre molécules sont actuellement commercialisées : L’imipénéme depuis 1986, le
meropénéme depuis 1997, I’ertapénéme depuis 2002 et le doripéneme comercialisé en France en
mars 2009 (38). Ce sont des antibiotiques bactéricides. Possédent un large spectre antibactérien
incluant les bactéries a Gram négatif (entérobactéries) ; Gram positif, sauf les staphylocoques et
les entérocoques. Les carbapénémes se distinguent des pénicillines (pénams) par la présence
d’un atome de carbone au lieu d’un soufre en position 1 et d’une liaison insaturée en C2-C3 (39).

2.4.1.2.3. Les céphalosporines
e Les céphalosporines de premiére génération(C1G)

Céfalotine, céfazoline et la céfapirine. Elles sont hydrolysées facilement par les B-
lactamases acquises.Leur spectre d’activité regroupe les cocci a Gram positif, essentiellement les
streptocoques et les staphylocoques sensibles a la methicilline et a quelques entérobactéries ne
produisant pas de céphalosporinase inductible comme E.coli, les salmonelles ou Klebsiella spp
(36).
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e Les céphalosporines de deuxieme génération (C2G)

Elles comprennent céfamandole et céfuroxime (40), sont plus stables a 1’hydrolyse de
plusieurs types de B-lactamases, leur spectre d’activité regroupe les bactéries a Gram positif, a
Gram négatif et les souches productrices de B-lactamases (31).

e Les cephalosporines de troisieme génération (C3G)

Comprennent céfotaxime et céftriaxone (40). Les C3G se caractérisent par leur stabilité a
la plupart des B-lactamases comme les pénicillinases de type TEM ou les céphalosporinases
chromosomiques des entérobactéries comme Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter
baumannii (36).

e Les céphalosporines de quatrieme génération(C4G) (céfépime, céfpirome)

Présentent une meilleure résistance a I’hydrolyse par les céphalosporines hyperproduites

(36).
2.4.1.2.4. Les monobactames

L’aztréonam et le carumonam, constituent le groupe le plus récent des B-lactamines, ces
antibiotiques se caractérisent par une structure monocyclique (hétérocycle azétidinone) (31).

2.4.1.3. Mode d’action des p-lactamines

Les B-lactamines inhibent la derniere étape de la synthése du peptidoglycane (polymere
majeur spécifique de la paroi des bactéries a Gram négatif et positif).

Les cibles des B-lactamines sont des enzymes situées dans la partie externe de la membrane
cytoplasmique bactérienne et appelées PLP. Ces enzymes correspondent aux transpeptidases
impliquées dans la synthése du peptidoglycane. La fixation des B-lactamines sur ces PLP est
responsable de I’arrét de la synthése du peptidoglycane (36).
Les carbapénemes se fixent principalement aux PLP 1 et PLP 2 contrairement aux
céphalosporines et aux aminopénicillines qui se fixent a la PLP 3 (39).

2.4.2. Les aminosides

2.4.2.1. Définition

Sont des antibiotiques bactéricides de la famille des aminoglycosides, ils comprennent la

kanamycine, I’amikacine, la gentamycine, la nétilmycine, la tobramycine (31).
Ce sont des hétérosides naturels formés par un ou plusieurs glycosides liés a un aminocyclitol
(32).
2.4.2.2. Classification
Il existe plusieurs centaines de molécules naturelles et hémi synthétiques. Elles sont

classées par UMEZAWA en 1979 en fonction de la structure chimique centrale en trois classes :
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e Streptamine
e 2 désoxystreptamine

e Streptidine (31).
2.4.2.3. Mode d’action
Le spectre d'action des aminosides est large, agissant sur les bacilles Gram négatifs
aérobies notamment les entérobactéries et sur les bacilles a Gram positif (Listeria). 1ls sont actifs
sur les staphylococcus aureus sécréteurs de penicillinase, sur les cocci a Gram négatif. Ces
antibiotiques sont inactifs sur les streptocoques, pneumocoques, les entérocoques et les
anaérobies. Les aminosides perturbent la synthése des protéines au niveau de la sous-unité 30S
des ribosomes des bactéries entrainant la destruction bactérienne (32).
2.4.3. Les Quinolones
2.4.3.1. Définition
Les quinolones sont des antibiotiques synthétiques, découvertes en 1962 par Lesher qui a
isolé 1’acide nalidixique a partir d’une préparation de chloroquine destinée au traitement du
paludisme, la fluoration de ces molécules en position 6 a permis d’étendre leur spectre d’activité
selon la génération de la molécule a Pseudomonas aeruginosa, aux coques a Gram positif, aux
bactéries intracellulaires et aux anaérobies (Figure 6) (41), ces fluoroguinolones, qui sont des
quinolones de deuxieme génération (norfloxacine, péfloxacine, ciprofloxacine) (32),sont
largement utilisés en médecine humaine et vétérinaire, notamment dans le cas d’infections

urinaires et respiratoires (41).
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Figure 6 : Activité antibactérienne des Quinolones (31).
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2.4.3.2. Mode d’action

Les fluoroquinolones ne sont pas actives sur les entérocoques, malgré leur efficacité sur les
bactéries a gram négatif, leur utilisation doit étre raisonnée afin de contrdler I’émergence de
résistance (37).
Les fluoroquinolones ont un spectre d’activité élargi, qui recouvre les bactéries & Gram négatif,
les cocci a Gram positif dont ’activité est 100 a 1000 fois plus élevée que celles des quinolones
de lere génération (sauf streptocoques et pneumocoques).
L'ofloxacine et la Ciprofloxacine ont une activité sur Mycobacterium tuberculosis (32).
Les Quinolones inhibent spécifiquement la synthése d’ADN bactérien en agissant sur les
topoisomérases de type Il ainsi que la topoisomérase IV. Elles se fixent sur la sous-unité A de la

gyrase (cible préférentielle des bactéries a Gram négatif) (41).Comme la montre a la figure 7.

Sous-unités catdytiques de |'enzyme
(GyrA ou Pac)

Fluaroguinolanes
autn- sssemhless

Sous-unités de Penzyme lant FATP
(GyrB ou ParE)

j,E,

Figure 7 : Mécanisme d’action des Quinolones (42).

3. Résistance de Klebsiella pneumoniae aux antibiotiques

3.1. Notion de la résistance bactérienne
Un micro-organisme est considéré résistant lorsque sa concentration minimale inhibitrice
est plus élevée que celle qui inhibe le développement de la majorité des autres souches de la

méme espece (43).
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3.2. 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 I'espece, soit d'une résistance acquise par certaines souches, suite a
I'apparition de mutations chromosomiques ou a l'acquisition de matériel génétique tels que des
plasmides, des transposons ou des intégrons (44).

3.2.1. Résistance naturelle

La résistance naturelle ou intrinséque est un caractére d’espéce qui touche toutes les
souches. Elle est stable, transmise a la descendance mais pas ou pau transmissible sur un mode
horizontal. Elle est programmée sur le génome bactérienne. Les bactéries naturellement sensible
définissent le « spectre d’activité »de 1’antibiotique (45).

K. pneumoniae posséde naturellement un gene codant pour une pénicillinase
chromosomique qui lui confére une résistance a bas niveau aux pénicillines (amino-, carboxy- et
uréido- pénicillines). Cette pénicillinase est sensible a [l'action des inhibiteurs (acide
clavulanique, tazobactam). Ainsi, le phénotype sauvage de K. pneumoniae est sensible aux
associations amoxicilline (ou ticarcilline) + acide clavulanique et pipéracilline + tazobactam
ainsi qu'a l'ensemble des céphaloporines. Elle est également sensible aux céfamycines, a
I'aztréonam et aux carbapénemes (46).

Concernant les autres antibiotiques, K. pneumoniae est sensible aux aminosides, aux
fluoroquinolones, a la fosfomycine et au cotrimoxazole.

3.2.2. Résistance acquise

La résistance acquise est un caractére qui ne concerne que quelques souches d’une espece
donnée. Elle est mois stable, mais elle se propage souvent de facon importante dans le monde
bactérienne, par I’acquisition des nouveaux génes capables de rendre la bactérie insensible a un
antibiotique ou a un groupe d’antibiotique. Ce nouveau géne peut €tre obtenu soit par mutation
au niveau du chromosome, soit par transfert d’ADN de plasmide conjugatif ou de transposons
(32).

K. pneumoniae a toujours joué un rdle majeur dans l'apparition et/ou la dissémination des
mécanismes de résistance, en particulier vis-a-vis des p-lactamines. Ainsi, dans les années 1970,
ces bactéries ont été pionniéres pour les résistances aux aminosides (47). A partir des années
1980, K. pneumoniae a largement contribué¢ a la dissémination hospitaliére des p-lactamases a
spectre étendu (BLSE) qui leur conféerent une résistance aux céphalosporines de 3éme génération

(C3G) (48,49). Plus récemment, cette espéce occupe une position importante dans I'émergence et
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la dissémination de certaines enzymes conférant la résistance aux carbapénémes (KPC, OXA-
48). Lorsque l'on fait un bilan des nouvelles B-lactamases décrites depuis 1983, K. pneumoniae
est dans 80% des cas I'h6te chez qui ont été découvertes ces nouvelles enzymes (de type TEM,
SHV, CTX-M ou de la classe C) (49).
3.3. Béta-lactamines et K. pneumoniae
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 dérivés de la pénicilline, les céphalosporines, les
monobactames et les carbapénémes, et ont toutes en commun le cycle f-lactame (50).
3.3.1. Mécanismes de résistance
La résistance naturelle ou acquise aux [B-lactamines est caractérisée par au moins deux
mécanismes qui peuvent par ailleurs étre combinés : Enzymatique et non enzymatique.
3.3.1.1. Enzymatique
3.3.1.1.1. Pénicillinase
e Phénotype pénicillinase & bas niveau
Klebsiella pneumoniae est naturellement résistante aux pénicillines des groupes G et A et a
la carbénicilline sous ’effet d’une pénicillinase chromosomique appelée SHV 1. Elle est sensible
aux autres antibiotiques actifs sur les bacilles a Gram négatif (51).
e 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 1’activité
des urédopénicillines et des céphalosporines de premiere et de deuxiéme génération ainsi par une
réduction de l’activité des pénicillines (ampicilline, ticarcilline, pipéracilline et amoxicilline)
associées aux inhibiteurs de B-lactamases (40).
3.3.1.1.2. Céphalosporinase de haut niveau
Se sont des B-lactamases plasmidique de classe C d’Ambler qui présentent une résistance a
I’ensemble des PB-lactamines excepté les carbapénemes et notament aux C3G par acquisition d’un
gene plasmidique (AmpC) (52).
3.3.1.1.3. Carbapénémases
Les carbapénémases de classe A, les plus fréquentes, sont les carbapénemases de type KPC
(KPC-2 a KPC-8). La premiere souche exprimant KPC-2 fut identifiée dans une souche de K.
pneumoniae en 1996, aux Etats-Unis. KPC-2 hydrolyse toutes les P-lactamines sauf les
céfamycines et la ceftazidime (53). Son activité est partiellement inhibée par 1’acide clavulanique

ou le tazobactam. Parmi les céphalosporines de troisiéme génération, les KPC hydrolysent le
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plus efficacement le céfotaxime (38). Les souches qui produisent KPC expriment également
d’autres B-lactamases dont de nombreux types de BLSE (TEM, SHV, CTX-M). Les souches
KPC apparaissent donc le plus souvent multirésistantes aux B-lactamines, I’ertapénéme étant la
carbapénéme dont le niveau de résistance est le plus élevé (53).

Les enzymes de type GES sont initialement des BLSE dont seuls quelques variant touchent les
carbapénemes. Ces carbapénemases de type GES (GES-2, 4, 5 et 6) ont été identifiées dans le
monde entier de facon sporadique ou lors de petites épidémies chez P. aeruginosa, K.
pneumoniae, E. coli et E. cloacae (38).

Les carbapénémases de classe B : les enzymes de type VIM (Verona Integron encoded Metalo-f3-
lactamase) et IMP(Imipénémase) qui représentent la majorité des carbapénemases de classe B
ont été rejointes en 2008 par une nouvelle enzyme appelée NDM-1 (New Delhi metallo-f-
lactamase 1) (54). En Algérie, le géne VIM a été déja détecté chez deux souches de K.
pneumoniae a I’hopital militaire d’Alger en 2008. Par contre, aucune souche de K. pneumoniae
exprimant le géne IMP n’était rapportée.

NDM-1 (New Delhi metallo- g-lactamase 1), identifiée en 2008, est une nouvelle zinc-metallo-
B-lactamase identifiée dans une souche de K. pneumoniae et dans une souche d'E. coli provenant
respectivement d'un prélévement urinaire et rectal chez un patient suédois rapatrié aprés un
séjour dans un hopital de New Delhi (55). Cette enzyme a déja une diffusion internationale avec
des cas rapportés dans le monde entier. Des données récentes suggérent que les Balkans et le
Moyen Orient constitueraient un réservoir secondaire dans la dissémination de NDM-1 dont le
rapport avec I'Inde n'est pas établi. En Algérie aucun cas de K. pneumoniae exprimant le gene
NDM-1 n’était rapporté contrairement a nos voisins le Maroc et la Tunisie (56).

La carbapénamase de classe D, OXA-48, décrite chez K. pneumoniae, hydrolyse fortement
les carbapénémes et n’hydrolyse pas les céphalosporines de 3¢me génération. Son activité n’est
pas inhibée par P’acide clavulanique (53).La premiere souche de K. pneumoniae
productriced’OXA-48 a été isolée en Turquie en 2003 (54).

3.3.1.1.4. p-lactamase a spectre élargi
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 1’activité des pénicillines, des céphalosporines de premiere, deuxiéme et
troisieme générations et de 1’aztréonam. Ces phénotypes se caractérisent de plus par une tres
forte synergie entre les B-lactamines inactivées et les inhibiteurs de -lactamases de type acide

clavulanique. Ces phénotypes sont la conséquence de la production de p-lactamases
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plasmidiques appelées «a spectre €largi » en raison du nombre plus élevé de substrats qu’elles
sont capables d’inactiver par référence aux f-lactamases «a spectre élargi» classiques de type
TEM-1 ou 2 ou SHV-1, dont elles dérivent par mutations ponctuelles (40).
La production de B-lactamase a spectre élargi confere a Klebsiella pneumoniae une large
résistance aux P-lactamines. Parmi ces dernicres et selon la variété de 1’enzyme, seuls
I’imipénéme et encore souvent les céphamycines demeurent stables vis-a-vis des B-lactamase a
spectre elargi (4).
Les premieres observations de BLSE sont décrites en Europe et rapidement apres, aux Etats-unis
a partir de 1988 ou une nouvelle résistance a la ceftazidime et a I’aztréonam a permis de
retrouver une nouvelle B-lactamase a transmission plasmidique chez K. pneumoniae. Dans des
étudeseuropéennes précédentes il a été démontré que K. pneumoniae et E. coli étaient les espéces
les plus fréguemment responsables de la sécrétion de BLSE (19).
Reésistance aux céfotaxime :Klebsiella pneumoniae est une souche clinique hautement résistante
au céfotaxime par production d’enzyme B-lactamase de type CTX-M (57).
3.3.1.2. Non enzymatique
3.3.1.2.1. Diminution de la perméabilité

Des mécanismes de résistance aux carbapénémes, ont été décrits combinant une
céphalosporinase plasmidique (DHA-1, cmY-2...) ou une BLSE (TEM, SHV, CTX-M...) a une
imperméabilité dans des especesd’entérobactéries qui n’expriment pas naturellement de
céphalosporinases comme Kilebsiella pneumoniaes, Proteus mirabilis, Escherichia coli et
Salmonella spp. L’analyse des propriétés biochimiques de plusieurs céphalosporinas
plasmidiques montre que certaines d’entre elles ont une tres faible activité de carbapénémase qui
pourrait entrainer un certain degré de résistance aux carbapénémes en association avec une
imperméabilité (53).
Les souches deK pneumoniae possédent un certain degré de résistance aux céfépime et au
cefpirome par imperméabilité ainsi que les souches qui produisent KPC (53).
Une résistance a 1’ertapénéme par perte de porine chez des souches de K pneumoniae ou d’E.coli
productrices de CTX-M et exposées a des concentrations croissantes d’ertapénéme (38).

3.3.1.2.2. Excrétion par des systemes d'efflux

Les systemes d'efflux sont constitues chez K. pneumoniae de trois proteines :
- Une insérée dans la membrane cytoplasmique jouant le r6le de pompe,
- Une seconde, insérée dans la membrane externe assurant le passage au travers de la membrane

externe,
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- Une troisiéme, péri plasmique, qui formerait un lien entre la pompe et la protéine de membrane
externe.

Ces systémes sont en fait des pompes métaboliques assurant I'expulsion active des produits
du métabolisme ou de toxiques, comme les antibiotiques, en utilisant une force protomotrice. La
résistance par efflux est souvent couplée a une diminution de la perméabilité. L'association de
ces deux mécanismes peut entrainer une résistance a haut niveau et simultanée vis-a-vis
d'antibiotiques structuralement non reliés, constituant ainsi de véritables systemes de
multirésistance.

3.3.1.2.3. Modification de la cible

Plusieurs facteurs peuvent concourir a la résistance par modification de la cible : perte
d'affinité des PLP pour les B-lactamines par mutation, acquisition de génes ou fragments de
genes codant pour des PLP d'affinité diminuée ou hyperproduction de PLP normales. Ce type de
mécanisme de résistance reste trés rare chez K. pneumoniae (58).

3.4. Aminosides et K. pneumoniae

Les aminosides ont un large spectre antibactérien qui comprend les bactéries a Gram
négatif et positif. Le traitement des infections nosocomiales graves a bacilles a Gram négatif
nécessite leur utilisation le plus souvent en association avec une [-lactamine ou une
fluoroquinolone (59).

3.4.1. Mécanismes de résistance

Les mécanismes généraux de résistance aux aminosides sont :

3.4.1.1. Altération de la cible

Le mode d'action des aminosides laisse présager la mutation de 'ARN 16S comme moyen
de résistance. Trois activités de méthylation de I'ARN 16S modifient le site A aux positions
G1405 (N7), A1408 et C1407 (N5) (60) (figure 8).
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Figure 8 : Site-A : la région qui porte les ARNr16S méthyltransphérase (59).

3.4.1.2. Modification enzymatique de I'antibiotique
Lorsqu'un aminoside est modifié par des enzymes bactériennes sa fixation sur 1> ARN 16S

peut étre affectée et se traduire par la perte de son activité. Les enzymes modificatrices des
aminosides sont le mécanisme de résistance le plus courant chez les bactéries Gram négatif et
positif. Elles ont été regroupées en fonction de la réaction qu'elles catalysent (61) (figure 9):

e Acétylation d'un groupement aminé [N- acétyltransférase (AAC)].

e Phosphorylation d'un groupement hydroxyle [O- phosphotransférase (APH)].

¢ Nucléotidylation d'un groupement hydroxyle [O-nucléotidyltransfé- rase (ANT)].
Les bactéries pathogenes ont acquis ces enzymes via des plasmides transférables portés par des
bactéries qui ont un systeme spécifique de recombinaison d'/ADN comme les transposons et les
intégrons(62,63).

Mémoire de Génétique Page 21



Synthése Bibliographique

AAC(6') «— Acétylation

Adeénylation l | '
l 6'CH,—NH, Aceéetylation
ANT(4")— HO 0
x AAC(3)
apH(3) — HO NH, o
0
Phosphorylation ;AC (2"
g : 1
Acetylation HO NH, S
g )

CH,OH

Adénylation— ANTI(2)

" HO 4 OH
Phosphorylation — APH(2") 7

Figure 9 : Les enzymes modificatrices des aminosides (46).

3.4.1.3. Piégeage de I'antibiotique
Une enzyme modificatrice peut parfois neutraliser I'action d'un aminoside par une liaison
affine sans pour autant modifier sa structure. Le piégeage de I'antibiotique a été proposé comme
mécanisme responsable du phénotype de résistance a la kanamycine et a la tobramycine alors
que la gentamicine et la nétilmicine restent actives. Lorsque la bactérie produit une grande
quantité de la phosphotransférase qui reconnait la tobramycine sans la modifier celle-ci peut étre
piégée dans un complexe enzyme-substrat fonctionnellement inactif (64).
3.4.1.4. Imperméabilité ou exportation de I'antibiotique
L'accés de I’aminoside a sa cible met enjeu différentes étapes. Compte tenu de leur
caractere hydrophile les aminosides pénetrent la membrane externe des bactéries a Gram négatif
par les porines (65). Le passage par la voie lipophile est associé a leur caractéristique
polycationique par substitution avec le calcium ou le magnésium de la membrane externe. La
deuxiéme étape consiste en la traversée de la membrane cytoplasmique hydrophobe et requiert
I'énergie de la force proton motrice produite par la chaine respiratoire (66).
3.5. Quinolones et K. pneumoniae
Les quinolones sont des composés antibactériens de synthése dont le chef de file, I'acide
nalidixique, a été décrit en 1962 par Lesher et coll (67). Toutes ces molécules possedent un cycle
pyridine dont I'azote peut étre diversement substitué et présentent une fonction cétone en 4 et un
groupement carboxylique en 3. Ce cycle est accolé a un autre cycle aromatique variable :

benzéne, pyridine, pyrimidine.
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Les fluoroquinolones se caractérisent par la présence d'un atome de fluor en position 6 et d'un

cycle azoté, le plus souvent une pipérazine, en position 7 (46).

3.5.1. Mécanismes de résistance

Deux principaux mécanismes de résistance aux quinolones chez K. pneumoniae s’exercent

séparément ou en combinaison et conférent des niveaux de résistance variables.

la résistance par mutation chromosomique qui est due, soit a la diminution d'affinité des
cibles intracellulaires qui sont les complexes ADN-ADN gyrase et ADN-ADN
topoisomérase 1V, soit a la diminution d'accumulation intracellulaire de I'antibiotique, par
défaut de pénétration passive et/ou excrétion active (68).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.

la résistance plasmidique est due a la protection de I'ADN gyrase de la fixation des
quinolones. Cette résistance est décrite pour la premiére fois en 1998 aux USA chez une
souche de K. pneumoniae hébergeant un plasmide portant le géne gnrA qui code pour une
protéine Qnr A (69). Un second géne gnrB, présentant 49,5 % d'identité avec qnrA, a été
individualisé récemment et la protéine QnrB présente 39.5 % d'identité avec Qnr A (70).
Derniérement, un autre mécanisme de résistance plasmidique s’effectue par I’inactivation
des quinolones par l'acetyltransférase aac (6')-1b-cr (71), ce variant confére la résistance

simultanée aux fluoroquinolones et aux aminosides.

Il n'existe pas de criteres phénotypiques sur un antibiogramme permettant de distinguer les

mécanismes de résistance chromosomiques et plasmidiques aux quinolones. La détection de ces

mécanismes repose sur des techniques de Biologie Moléculaire.
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1. Lieu et durée de I’étude
Cette étude a été réalisée au laboratoire de bactériologie du Centre Hospitalo-Universitaire
Ben Badis de Constantine. Ce travail a duré du 2 mois (du 22 mars au 22 mai 2015).
2. Matériels
2.1. Souches étudiées
Dans notre travail nous avons d’étudier 30 souches de Klebsiella pneumoniae isolées a
partir des prélevements pathologiques des services du CHU de Constantine.
2.1.1. Souches des références
e ATCC 25922: Escherichia coli.
2.2. Matériels utilisés
e Microscope optique;
e Bec bunsen;
e Pipettes pasteur;
e Anse de platine;
e Boites de pétri;
e Lames et lamelles ;
e Etuve;
e Distributeurs d’antibiotiques;
e Ecouvillon .
2.3. Milieux de culture
2.3.1. Milieux de culture solides
e Gélose nutritive;
e Milieu Hektoen;
e Mueller Hinton.
2.3.2. Milieux d’identification biochimiques et métaboliques
e Milieu TSI;
e Milieu Mannitol mobilité;
e Milieu Clark et Lubs;
e Milieu Citrate de Simmons;

e Milieu Liquide Urée_Indole.
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2.4. Antibiotiques
2.4.1. Disque
e p-lactamines
Amoxicilline(AMX)(25ug),Amoxicilline-acide—clavulanique(AMC)(30ug),Cefoxitine(FOX)
(30pg),Cefazoline(CZ)(30ug),Céfotaxime(CTX)(30ug), Imipinem(IPM)(10ug), Ticarcilline
(TIC)(75pg).
e Aminosides
Amikacine(AK)(30ug),Gentamicine(G)(15ug).
e Quinolones
Acide nalidixique(NA)(30ug),Ciprofloxacine(CIP)(5ug).
e Autres
Colistine(CS)(50ug),Sulfaméthoxazole-Trimétoprim(SXT)(25ug) , chloramphenicol (C) (30ug).
3. Méthodes
3.1. Prélevements
Les prélevements correspondaient aux différents sites (urines, LCR, pus, sang,.....), isolés
essentiellement dans différents services du CHUC.
3.2. Ensemencement
On procéde directement a une recherche de germes et cela en déchargeant en stries
condensées I'écouvillon de prélevement sur toute la surface de la boite gélosée par la gélose de
Hektoen pour I'isolement des entérobactéries.
3.3. Isolement et purification
Aprés une lecture morphologique, les différentes colonies obtenues sont ré-isolées sur le
méme milieu afin d'obtenir de souches pures.
3.4. Techniques utilisées pour I'identification des bactéries
L’identification des souches a porté sur une série de tests préliminaires (examen
macroscopique et examen microscopique), tests biochimiques et un antibiogramme.
3.4.1. Tests préliminaires
3.4.1.1. Examen macroscopique
L’aspect des colonies sur le milieu solide permet une orientation sur les colonies, leur

couleur, la taille, la forme et la fermentation du lactose.
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3.4.1.2. Examen microscopique
e Coloration de Gram
C’est la coloration de base en bactériologie et permet de rechercher I’affinité tinctoriale des
bactéries leurs morphologies et leurs modes de regroupement. Elle permet une classification des
bactéries selon leur structure.
Les étapes de coloration de Gram sont détaillées dans 1’Annexe 1.
2.4.2. Galeries classiques
L’identification des souches est réalisée par 1’étude de plusieurs tests biochimiques et
métaboliques, qui regroupent dans le tableau 2.
e Préparation de ’inoculum
Une colonie bactérienne est prélevée, a partir d’une culture jeune de 18-24 h.
¢ Inoculation de la galerie
A T’aide d’une pipette pasteur, les tubes sont remplis par la suspension bactérienne déja
préparés en évitant d’introduire les bulles d’air.
La série des milieux utilisés est montionée dans le tableau avec leurs modes

d’ensemencement .L’incubation se fait a 37° C pendant 24 h.
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A: 1:Manitol 2:Citrate de Simmons 3: TSI 4: Urée-Indole
B : Test d’oxydase C : Test de catalase

Figure 10 : Galerie biochimique de Klebsiella pneumoniae (Témoin)
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Tableau 2 : Indentification biochimique a 1’aide de la galerie classique.

Tests Milieux de | Ensemencement
culture

Recherche de Avec un écouvillon stérile prendre une a deux

I’oxydase colonies de bactérie bien isolées, nous I’avons
ajouté une a 2 gouttes de reactif d’oxydase.la
lecture est immédiate.

Recherche de Sur une lame et a I’aide d’une pipette Pasteur,

la catalase on dépose une colonie bactérienne a laquelle on
ajoute de 1’ H,O, (a 10 volumes) .la lecture est
immédiate.

Test TSI Le milieu TSI Ensemencement de culot par piquer centrale et
la pente par des stries serrées a 1’aide de la
pipette pasteur ,incubation a 37°c pendant 24 h.

Utilisation de | Le milieu citrate | Ensemencement par des stries le long de la

citrate de Simmons pente a l’aide de la pipette pasteur, incubation a
37°c pendant 24 h.

Utilisation de | Le milieu | Ensemencement par piqure centrale a 1’aide

mannitol et
test de

mobilité

mannitol mobilité

d’une pipette pasteur, incubation a 37°c pendant
24 h.

Recherche de | Le milieu urée | Ce milieu est inoculé avec quelques gouttes de

Puréase indole la suspension bactérienne, incubation a 37°c

et ’indole. pendant 24 h. aprés incubation nous 1’avons
ajouté 2a 3 gouttes de réactifs de kovacs.la
lecture est immédiate.

Test RM et | Le milieu Clark et | Ensemence par I’ajout de quelques gouttes de la

PV Lubs suspension bactérienne, incubation a 37°c

pendant 24 h. apres incuba nous 1’avons ajouté
2 a 3 gouttes de réactifs de rouge de méthyle.la

lecture est immédiate.
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2.4.3. Galerie API 20°

L’identification a été faite par la galerie rapide API systeme .API 20E est un systéme pour
I'identification des entérobactéries et autres bacilles a Gram négatifs non fastidieux, utilisant 20
tests biochimiques standardisés et miniaturises, ainsi qu'une base de données. Ces galeries API
20E sont fournies par I'lPP, il s'agit de galerie qui se présente sous forme de produits desséchés
que I'on réhydrate par inoculation de la suspension du germe a tester.
Les étapes de la technique et les tableaux utilisés pour la lecture sont détaillées dans 1I’Annexe
2,3, 4.

Figure 11 : Galerie API20 E.

2.5. Antibiogramme

L'antibiogramme est I'examen biologique destiné a mesurer l'interaction entre chacune des
molécules antibactériennes utilisables et une souche bactérienne susceptible d'étre pathogene,
isolée d'un patient. Le résultat contribue a évaluer la sensibilit¢ de la souche bactérienne
examinée ou sa résistance, ce qui signifie que la molécule sera probablement active au sens
thérapeutique ou le traitement sera un échec. Le résultat numérique brut est accompagné d'une
interprétation ou remplacé par elle: résistante, sensible, intermédiaire, ou (indéterminée) (72).
Pour chaque souche de Klebsiella pneumoniae isolée un antibiogramme est réalisé par la
méthode de diffusion en milieu gélosé Mueller Hinton contrdlé par le fabriquant pour sa teneur
en Ca++, Mg++ et thymidine . selon la technique de I’écouvillonnage, recommandée par le
CLSI.
Les étapes de la technique et le tableau des valeurs critiques utilisé pour la lecture sont détaillees

dans I’Annexe 5, 6.
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Figure 12 : Antibiogramme de Klebsiella pneumoniae.

2.6. Tests complémentaires
2.6.1. Tests de détection de carbapénémase
La recherche d’enzymes ayant une activité carbapénémases a été systématique chez les
souches résistantes et/ou de sensibilité réduite a I'imipénéme.
2.6.1.1. Test de Hodge
Le test de Hodge a permis de mettre en évidence ’enzyme a activité carbapénémase pour
une souche de Klebsiella pneumoniae.

Un témoin positif correspondant a une souche de Pseudomonas aeruginosa productrice de
métallo B-lactamase VIM-1 a été utilisé.

Figure 13 : Test de Hodge.
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2.6.2. Tests de détection de BLSE
Apres l'antibiogramme. En cas de réduction de la sensibilité aux céphalosporines de
troisieme génération, les BLSE ont été mises en évidence par la recherche d'une synergie entre
I'acide-clavulanique et les céphalosporines de troisieme génération selon les techniques
suivantes:
2.6.2.1. Test de synergie
e Principe
Le teste de synergie permet la détection de BLSE chez une souche donnée. Ces enzymes
peuvent étre mises en évidence par la méthode des disques, qui consiste a rechercher une image
de synergie entre un disque d'antibiotique contenant un inhibiteur de B-lactamase et les disques
de céphalosporines de troisieme génération (CTX, CAZ et FEP) et ATM. Cette image dite en
"bouchon de champagne™.
e Technique
La recherche de BLSE est fait dans les conditions standard de l'antibiogramme, puis en
disposant les disques d'ATB: un disque d’AMC et les disques de C3G (CTX, FEP, CAZ) et
I’ATM a une distance de 20 a 30 mm sur les boites de Pétri. Incubation pendant 18 heurs a 37°C
+1°C.
e Lecture
La production des enzymes BLSE se traduire par I'apparition d'une image de synergie ou
bouchon de champagne entre les disques d'’AMC et les C3G.
2.6.2.2. Test du double disque (appelé aussi test espagnol)
e Principe
Ce test consiste a rechercher une augmentation de la zone d'inhibition d'un disque de C3G,
précédé par l'application d'un disque contenant I'AMC, comparé a un autre disque portant la
méme céphalosporine et placé cote a cote sur la gélose de Mueller-Hinton.
e Technique
On procede de la méme maniere que la technique d’antibiogramme dans la préparation de
I’inoculum et I’ensemencement, puis on place deux disques d’antibiotiques : un disque d’AMC
et un disque de CTX (C3G) a une distance de 25 mm.
On laisse diffuser a la température ambiante du laboratoire pendant une heure de temps et on
remplace le disque d’AMC par un disque de CTX (C3G).On incube pendant 18 h a 37°C £ 1°C.
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Figure 14 : Test du double disque pour la détection des BLSE.
e Lecture
Le test du double disque est considéré positif quand le diametre d'inhibition du disque de
C3G appliqué apres pré-diffusion du disque de I'AMC est supérieur ou égale de 4 a 5 mm par
rapport au diamétre d'inhibition du disque de C3G.
2.6.2.3. Test a la cloxacilline
e Principe
Le test cloxacilline est effectué pour identifier une BLSE associée a une céphalosporinase
déréprimée. La cloxacilline ajoutée au milieu pour antibiogramme Mueller-Hinton inhibe trés
fortement toutes les céphalosporinases hyperproduite.
Si un tel mécanisme de résistance est présent on constate en comparant les boites de Pétri
contenant le milieu Mueller-Hinton a la cloxacilline une restauration de 1’activité de B-lactamase
et apparition de I’image de synergie en bouchon de champagne recherchée.
e Technique
On procede de la méme manicre que la technique de I’antibiogramme sauf le milieu gélosé
de Muller Hinton utilisé dans cette technique est mélangé avec une concentration de cloxacilline
0,25 mg/ml, pour cela il faut dissoudre 25 mg de cloxacilline dans 10ml d'eau distillée ; puis 2

ml de cette concentration est mélangé avec 18 ml du milieu Mueller-Hinton.
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Figure 15 : Test a la cloxacilline.
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Résultats et Discussion

1. Prélevements

Durant la période d’étude allant du 22 mars au 22 mai 2015, 30 souches de Klebsiella
pneumoniae ont été colligés : 23 hospitaliéres et 7 communautaires (externes).

1.1. Distribution des souches K. pneumoniae selon I’origine du prélévement

Les résultats illustrés ci-dessous montrent une prédominance des souches hospitaliéres par
rapport aux souches communautaires. Conformément aux données de la littérature, I'espéce K.
pneumoniae est plus fréquemment isolée a I'népital qu'en communauté, 85% contre 15% pour
Decré et al en 2000 (73).

Tableau 3: Distribution des souches K. pneumoniae selon I’origine du prélévement.

Origine Effectif Pourcentage (%)
Souches hospitaliéres 23 66,67
Souches externes 7 33,33
Total 30 100

Figure 16 : Répartition des souches K. pneumoniae selon 1’origine du prélevement.

1.2. Distribution des souches de K. pneumoniae dans les différents produits
pathologiques

Parmi des souches de K. pneumoniae étudiés dans les différents produits pathologiques,

40% proviennent des prélevements de pus et sérosités purulentes, de LCR, et autres, 50% ont été

diagnostiquées dans les urines, et 10% dans les hémocultures.
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Donc I’espéce de K. pneumoniae est isolée essentiellement a partir des urines soit 50% des
cas, elle est suivie par les prélevements de pus avec 26,26% des cas. Les autres types de
prélevements viennent apres. Cette valeur correspond aux rapports de la littérature, ou les

prélevements urinaires sont toujours dominants.

Tableau 4 : Répartition des souches de K. pneumoniae parmi les préléevements cliniques.

Prelévement Nombre de K.p isoléee Pourcentage (%)
Urines 15 50

Pus et sérosité 8 26,67

LCR 4 13,33
Hémoculture 3 10

Total 30 100

Figure 17 : Répartition de K. pneumoniae parmi les préléevements cliniques.

1.3. Distribution globale selon le sexe
Parmi les 30 souches isolées, 23 de sexe féminin présentaient un pourcentage de 66,67% et
7 de sexe masculin présentaient un pourcentage de 33,33%. Le sexe ratio est de 0,30. On peut

remarquer une nette prédominance des souches isolées chez les femmes par rapport a celle des
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prédominance masculin et un sexe ratio est 1,17.

Résultats et Discussion

de Sekhri A en 2011(74), avec une

Tableau 5 : Distribution globale des souches de K. pneumoniae selon le sexe.

Sexe Effectif Pourcentage (%)
Femme 23 66,67
Homme 7 33,33

Total 30 100

Figure 18 : Distribution globale des souches de K. pneumoniae selon le sexe.

2. ldentification des souches

2.1. Galeries classiques

Il est possible de connaitre certaines caractéristiques du métabolisme de la bactérie

analysée grace aux galeries biochimiques classiques. Les figures montrent les résultats de la

galerie biochimique de K. pneumoniae.
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Figure 19 : Résultats de galerie biochimique de K. pneumoniae.
2.2. Galeries API 20°
L’identification par galerie API 20E permet de mettre en évidence touts les caracteres

biochimiques.

. 'r‘éi.'...*.xi.'.--;«,;nbémx. T
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Figure 20 : Résultats de I’identification d’une souche de K.p par galerie API 20E.

3. Résistance de Klebsiella pneumoniae aux antibiotiques
Toutes les souches de Klebsiella pneumoniae ont été testées vis-a-vis des 14 molécules
d’antibiotiques appartenant a des familles différentes dont les B-lactamines, les aminosides, les

quinolones, les phénicoles , le bactrim et la colistine.

Figure 21 : Résultats d’antibiogramme d’une souche Klebsiella pneumoniae.
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Les résultats d’antibiogramme des souches étudies sont notés dans Annexe 7.
3.1. p-lactamines

Les B-lactamines sont les antibiotiques de premier choix pour le traitement des infections a
K. pneumoniae (75).

A partir des résultats obtenus, toutes les souches étudiées sont résistances a 1’amoxiciline et
la ticarcilline avec une taux de résistance de 100%(résistance naturelle). L’association
amoxicilline-acide clavulanique présente un taux de réesistance de 60% .Concernant la cefazoline
et le céfotaxime présentent des taux de résistance respectivement de 50% et de 36,66% .Mais
I’imipinem et la cefoxitine présentent une bonne activité sur les souches de Klebsiella
pneumoniae.

Ces résultats sont différents de ceux Sekhri A en 2011 (74), qui rapportent des taux de
résistance respectivement de 43,35% pour I'AMC, de 73,07% pour la cefazoline, et de 61,76%
pour le céfotaxime .

Par contre nous observons les méme résultats pour I’imipiném et la céfoxitine : aucune réesistance

observée.
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100
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Figure 22 : Taux de résistance de Klebsiella pneumoniae aux p-lactamines.
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3.2. Aminosides

Pour les aminosides un taux de résistance a été observé pour la gentamycine de 33,33%,
mais beaucoup faible pour I’amikacine de 3,33%, donc une excellente activité est enregistrée
pour ce dernier.

Ces résultats sont différents de ceux de Sekhri A en 2011(74), qui rapportent des taux de
résistance respectivement de 69,23% pour gentamycine et de 48,07% pour I’amikacine. Mais ce
taux de résistance a I’amikacine est d’autant plus inquiétant, que cet aminoside est de premier
choix dans le traitement des infections nosocomiales a K.p et surtout a K.p BLSE+.

Donc le taux de résistance diminuée vis-a-vis les aminosides, ceux rapportés par de
nombreux auteurs indiquent que la surveillance de la résistance aux aminosides nous donne des
chiffres plus faibles que les nétres 23,5% a la gentamicine en Angleterre par exemple (76).

3.3. Quinolones

les quinolones et les fluoroquinolones conservent une bonne activité vis-a-vis de K.p dans
notre étude.

Pour I’acide nalidixique on note un taux de résistance de 23,33% et de 20% a la
ciprofloxacine.

Ces résultats sont différents de ceux de Sekhri A en 2011(74), qui rapportent des taux de
résistance respectivement de 28,84% pour I’acide nalidixique et de 0% pour la ciprofloxacine.

Selon Ben Haj Khalifa et Khedher (2010) (19), K. p est naturellement sensible aux
quinolones. Donc se sont des résistances acquises.

3.4. Autres

Un taux de résistance de 43,33% est observé pour I’association
sulfamethaxazole+triméthoprim (Bactrim), suivi par un taux de résistance plus faible de 13,33%
pour le chloramphénicol. Mais la colistine présente une bonne sensibilité a les souches de
Klebsiella pneumoniae.

Ces résultats sont différents de ceux de Sekhri A en 2011(74), qui rapportent des taux de
résistance respectivement de 65,38% pour le Bactrim et de 20% pour le chlorampheénicol.
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Figure 23 : Taux de résistance de K.p aux d’autres classes d’antibiotiques.

4. Les phénotypes de résistance de K.pneumoniae aux antibiotiques
A fin d’obtenir une meilleure interprétation des résistances bactériennes vis-a-vis des
molécules testées, les résultats de I’antibiogramme sont traduits en phénotypes de résistance.
4.1. Phénotypes de résistance aux f-lactamines

Les phénotypes de résistance vis-a-vis des p-lactamines sont illustrés dans le tableau 6.

Tableau 6 : Répartition des principaux phénotypes de résistance aux B-lactamines.

Phénotype de résistance Effectifs Fréquence %
PHN 14 46,66
BLSE 12 40

PBN 4 13,33
Carbapenemase 0 0

Quatre phénotypes de résistance aux B-lactamines, dont un sauvage est représenté dans
notre étude. Celui du type PHN domine dans 46,66% des cas, suivi par des BLSE dans 40% des
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cas, enfin du type sauvage dans 13,33% des cas, mais le type carbapénémase ne plus pas
observé.

Les résultats de notre étude sont différents de ceux de Sekhri A en 2011(74), qui rapporte
une dominance des BLSE dans 62% des cas, suivi du type sauvage dans 27% des cas, et du type
PHN dans 8% des cas.

La Fréquence des BLSE de notre etude est nettement inférieure a celle retrouvée au niveau
du C.H.U de Sidi Bel Abbes qui est de 80% (77), et supérieur a celle obtenue en Espagne
(20.8%) , et en Europe (23 %) (78).

FREQUENCE%
46,66%

>0 A 40%

40

30

20 13,33%

10 O 0%
L D

«» PHENOTYPES

PHN BLSE PBN Carbapenemase

Figure 24 : Représentation graphique des phénotypes de résistance de K.p aux B-lactamines

4.2. Phénotypes de résistance aux aminosides

Trois phénotypes de résistance aux aminosides sont illustrés dans le tableau 7.

Tableau 7 : Répartition des principaux phénotypes de résistance aux Aminosides.

Phénotypes de résistance Antibiotiques Effectifs Fréquence %
G AK

I (sauvage) S S 20 66,66

1 R S 9 30

11 R R 1 3,33
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Les trois phénotypes sont le type | ou sauvage sensible est le plus fréquent 66,66% des cas,
suivi du type Il confére une résistance a la gentamicine dans 30% des cas et du type Il
confére une association du résistance dans 3% des cas.

Fréquence % 66,66%

70
60
50
40 30%
30
20
10

0

I(sauvage) 1l I

Figure 25 : Représentation graphique des phénotypes de résistance de K.p aux Aminoside.

Notre résultats sont différents du Sekhri A en 2011(74), qui obtenu plusieurs phénotypes,
qui montre une nette prédominance du phénotype Il avec une fréquence de 41%, suivi du
phénotype | sauvage avec une fréquence de 27%, et le type 11l enregistre un taux de 10%.

4.3. Phénotypes de résistance aux quinolones

Les phénotypes de résistance aux quinolones sont illustrés dans le tableau 8.

Tableau 8 : Répartition des principaux phénotypes de résistance aux quinolones.

Phénotypes de Antibiotiques Effectifs Fréquence %
résistance NA Cip

I (sauvage) S S 22 73,33

1 R R 5 16,66

i R S 3 10

Trois phénotypes de résistance aux quinolones, le phénotype | ou sauvage sensible est le
plus fréquent (73,33%), le phénotype Il de la résistance associée entre I’ac-nalidixique et la
ciprofloxacine est représenté dans 16,66% des cas, et le phénotype 11l confére une résistance a

I’ac-nalidixique est retrouvé dans 10% des cas.
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Figure 26 : Représentation graphique des phénotypes de résistance de K.p aux Quinolones.
Ces résultats sont similaires de ceux de Sekhri A en 2011(74), le phénotype | sauvage

sensible est le plus fréquent (65,38%) dans les deux études.

Mémoire de Génétique Page 43



Conclusion

Conclusion

Klebsiella pneumoniae est un pathogéne opportuniste. Aujourd’hui elle est le chef de file
des germes responsable d’infections nosocomiales séveres et difficiles a traiter, des épidémies
sont causees par des souches résistantes a une large variété d’antibiotiques.

Le présent travail est effectue sur 30 souches du Klebsiella pneumoniae isolées a partir de
déffirent produits pathologique au CHU du Constantine entre le 22 mars et le 22 mai 2015. Le
pourcentage d’isolement de 1’espéce a partir des prélévements urinaires est plus importante soit
50% de I’effectif.

Apres isolement et identification, Klebsiella pneumoniae a montre les caracteres
biochimiques suivants : oxydase , catalase *, H,S’, VP* ,RM" Citrate” , Lactose™ , Indole” et
Uréase”.

A partir de I’antibiogramme de Klebsiella pneumoniae, un grand nombre de ces souches
ont présenté un fort taux de résistance a une ou plusieurs familles d’antibiotiques en particulier
les B-lactamines, les aminosides, et les quinolones. Par ailleurs I’imipénéme, le cefoxitine et la
colistine restent les molécules les plus actives.

L’analyse phénotypique des souches de Klebsiella pneumoniae isolées est en faveur d’une
production de B-lactamase a spectre étendu (BLSE) soit 40 %, qui a exprimé également des
résistances notamment aux aminosides et aux fluoroguinolones, mais le phénotype
carbapénémase n’a pas été retrouvé dans notre série.

En ce qui concerne les K.pneumoniae du CHU de Constantine, elles sont multi-résistantes
et hyperproductrices de BLSE, elles représentent une cause importante de morbidité et de
mortalite.

Enfin, cette étude attire I’attention sur le risque de 1’augmentation et la dissémination de
K.pneumoniae résistance aux antibiotiques. Le probléme mondial est inquiétant souligne la
nécessité d'une surveillance adéquate des souches BMR dans 1’hdpitaux algériens en particulier
dans les unités de soins intensifs et pédiatriques. Pour limiter I'émergence et la diffusion des
souches multirésistantes et préserver les molécules les plus actives. Des stratégies thérapeutiques

efficaces doivent étre définies.
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Résumé

Klebsiella pneumoniae est une entérobactérie qui fait partie des espéces commensales,
c'est-a-dire des flores normales du sujet sain. Elle est actuellement impliquée dans les infections
nosocomiales et dans les pathologies infectieuses opportunistes. C’est la bactérie multirésistance

par excellence par I’acquisition des nouvelles résistances.

Cette étude a pour objectifs 1’identification des souches de Klebsiella pneumoniae par les
tests de caractérisation biochimiques, par 1’étude des tests de sensibilité aux antibiotiques
(Antibiogramme : méthode de diffusion de disques sur gélose et interprétation selon les criteres

du CLSI), et par la détermination de leur phénotypes de résistance aux antibiotiques.

Nous avons colligé 30 souches de Klebsiella pneumoniae dont 50% au niveau des urines
avec un taux élevé de résistance. Elles sont résistantes a la majorité des antibiotiques utilisés,
12 souches de Klebsiella pneumoniae sont productrices de B-lactamases a spectre étendu (BLSE)

soit 40% sont identifiées.

Il convient donc de souligner [I'émergence de telles bactéries multirésistantes(BLSE)
pouvant étres a I’origine d’épidémie, pouvant limiter les options du traitement de ce type

d’infections.

Enfin, la surveillance réguliére des mécanismes de résistance est indispensable pour définir

des stratégies préventives et l'usage plus rationnel des antibiotiques.

Mots clés : Klebsiella pneumoniae, isolée, identification, caractéres biochimiques, résistance,

antibiotiques, phénotypes, BLSE.



Abstract

Klebsiella pneumoniae is a commensal species enterobacterium hand, that 'is to say,
normal flora of healthy subjects. Currently she is involved in nosocomial infections and
opportunistic infectious diseases. This is the quintessential multiresistant bacteria by Acquiring
new resistances.
This study aims to identify Klebsiella pneumoniae strains by characterizing biochemical tests,
the study of antibiotic susceptibility testing (antibiogram: disk diffusion method on agar and
interpretation criteria CLSI) and by antibiotic resistance determining their phenotypes.
We Collected 30 kp strains for 50% in urine with a high rate of resistance. They are resistant to
the antibiotics used majorité of 12 Klebsiella pneumoniae strains producing B-lactamases of
extended spectrum (ESBL) or 40% are approbation.
The therefore it is emphasize Appropriate to the emergence of multidrug Such being able
bacterie to the original outbreak, that Could limit the options for the treatment of Such
infections.

Finally, regular monitoring of resistance Mechanisms is essential to define preventive strategies
and the rational use of antibiotics.

Keywords : Klebsiella pneumoniae, isolated, identification, biochemical characteristics,
resistance, phenotype , antibiotics, ESBL.



uadls

G Wl ol ey elanal) die Laal 6l @lld s ¢ enterobacterium Adlaiad) g1 591 (e e (& Ay s A<l
B3 daslie o Ll sean DA (e due gl Boasie Ly i g8 4 3tV el Gl 3o 5 bl (5 5ae
Lnleall L) 40y cduibaS ol LYY YA (e Aol ALKl DL mans ) Al el sl Caags
alae 3aas Gl 5 (CLSI Lalre G5 W ds 5 Jlal o al Y jLaml 43 jharcilabiaall) 4y sall cilalaall
o Al Al 4 gl ulabiaall e sladll

Glaliaall alaeal daglie g Aagliadl e dille At pe Joll (B 750 Apedy A50 1) ALKl (e A3 30 Lnes
40 sy (ESBL) gl sl 3laill 53 5Lai€ Uiall Aiie g A0 12 2383 e cdadiivaall 4y gal

(553l o3 el il LAl (e a3 a8 3l g ¢ Sl e gliall Badaia L S0l sds ) seds e 2S5 o Cauliall e Gl
A sl Clabiaall Cuuliall aladia) 5 4008 5 Gl yisl aaadl (5 )5 i el A liall Y abiiiall aia ) oyl

Ao gl Gilaliaall 5 A glaall g dn gl ALl Lailladll s caanty g jma g ol Abd<d) R.PIJAA\ Clalsl)

ESBL



