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Résumé

La résistance des bactéries a Gram négatif aux carbapénémes constitue une menace de
santé publique majeure a 1’échelle mondiale. L’objectif de cette étude était d’étudier le
phénotype de résistance de deux souches d’Escherichia coli multirésistantes (EC1, EC2) qui
ont ¢té isolées et identifiées a 1’hopital universitaire de Constantine (CHU), la sensibilité aux
antimicrobiens a ét¢ déterminée a laide de la méthode de diffusion des disques sur le milieu
gélosé Mueller Hinton. Comme résultats obtenus les deux souches de E. coli était résistantes a
I’Ertapeneme elles ont présentés un haut niveau de résistance aux beta-lactamines ainsi une
résistance aux aminosides et aux quinolones, cependant elles étaient sensibles a I’imipenéme
et a la colistine. L’activité de la carbapénémase a été étudiée en utilisant un test Hodge, cette
activité enzymatique est révélée par la déformation du cercle de la zone d’inhibition par la
croissance des deux souches jusqu’au disque d’antibiotique. Nos résultats nous ont permis de
déterminer le phénotype de la résistance par la présence des carbapénémases chez les deux
souches testées. Seules les méthodes moléculaires (PCR, Séquencage) permettent, a 1’heure
actuelle, de caractériser de fagon précise les enzymes produites. Ces méthodes sont réalisées
en routine dans certains laboratoires cliniques spécialisés ou non, pour palier aux problémes

de la détection phénotypique des micro-organismes producteurs de carbapénémases.



Abstract

The resistance of Gram-negative bacteria to carbapenems is a major public health threat
globally. The objective of this study was to investigate the resistance phenotype of two strains
of multiresistant Escherichia coli (EC1, EC2) that were isolated and identified at the
University Hospital of Constantine (CHU), antimicrobial susceptibility Determined using the
method of diffusion of the disks on the Mueller Hinton agar medium.As results obtained the
two strains of E. coli were resistant to Ertapeneme they showed High level of resistance to
beta-lactamies thus resistance to aminoglycosides And quinolones, however they were
susceptible to imipenem and colistin. The activity of carbapenemase was studied using a
Hodge test, this enzymatic activity is revealed by the deformation of the circle of the zone of
inhibition by growth Of the two strains up to the antibiotic disc our results allowed us to
determine the phenotype of the resistanc by the presence of carbapenemases in the two
strains tested. Only molecular methods (PCR, Sequencing) allow us to characterize precisely
the enzymes produced at the present time. These methods are carried out routinely in certain
clinical laboratories, whether specialized or not, to overcome the problems of phenotypic

detection of carbapenemase-producing microorganisms.
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Introduction

Introduction

Escherichia coli est I'agent le plus fréquent parmi les isolats cliniques provoquant une
infection chez l'homme. Certaines souches d’Escherichia coli se caractérisent par leur
résistance aux plusieurs antibiotiques ce qu’on appelle la multirésistance. La résistance des
bactéries aux antibiotiques est devenue aujourd’hui un probléme majeur de la santé publique

La situation apparait particulierement préoccupante en milieu hospitalier [1].

Cependant, I’utilisation massive et parfois abusive des antibiotiques, en ville comme a
I’hopital, a modifier considérablement 1’écologie microbienne et tend a augmenter le taux de
bactéries résistantes. Parmi les antibiotiques pour les quelles les bactéries ont développée une

résistance sont les beta-lactamines [2].

Les B -lactamines représentent la principale famille d’antibiotiques la plus développée
et la plus utilisée dans le monde. Cette large utilisation est due a leur large spectre d’action,
leur faible toxicité, leur efficacité. Ces [-lactamines a large spectre d’action sont
spécifiquement utilisées dans le traitement des infections résistantes potentiellement mortelles

causées par des bactéries multirésistantes [3] ;[4].

Les carbapénemes sont I'une des classes d’antibiotiques de la famille des beta-
lactamines, ils sont actifs sur la plupart des bacilles a Gram négatif notamment les
entérobactéries. La résistance a ce type d’antibiotiques est un mécanisme de résistance
particuliérement prés occupant émerge a travers le monde et concerne la production de
nouvelles P-lactamases, les carbapénémases, qui sont des enzymes bactériennes capables
d’hydrolyser le noyau [-lactame, rendant 1’antibiotique inactif avant qu’il n’atteigne les
PLP, POXA-48est 'une des carbapénémases les plus récemment décrites, structurellement

différente des précédentes et essentiellement identifiée dans des pays méditerranéens

[S1 5161 5[7]-
L’objectif de notre travail a porté sur :

-L’étude de la sensibilité des deux souches d’Escherichia coli multirésistantes vis-a-vis

différents antibiotiques par la réalisation d’un antibiogramme.

- Détermination phénotypique du mécanisme enzymatique responsable de la résistance de ces

bactéries par le test Hodge.
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Chapitre 1 Escherichia coli

Chapitre I : Escherichia coli

1- Généralité

La bactérie est désormais connue sous le nom Escherichia coli a été décrite pour la
premicre fois par un pédiatre allemand, Theodore Escherich, a la fin du XIXéme siccle
(Escherich, 1885), I’espéce Bacterium coli comune, isolée de selles de bébés nourris

exclusivement au lait maternel [8];][9].

On sait aujourd’hui que cette entérobactérie s’installe dans I’intestin des nouveaux-
nés rapidement aprés la naissance ; pendant un certain temps, elle constitue 1’¢lément
dominant de leur flore intestinale et elle reste présente chez I’adulte, apres le déces de

Theodore Escherich en 1911 et en son honneur, Bacterium Commune a été renommée

Escherichia coli 1919 [9];[10].

Escherichia coli << colibacille >> est 1’hote normal de I’intestin de ’homme et des
animaux, est une entérobactérie mobile, commensale du tube digestif, capable de fermenter le
glucose et le lactose. Il représente 1’espéce dominante de la flore intestinale aérobie, ou il

participe a la <<barriere>> intestinale [11];[12].

La colonisation du tube digestif commence dés les premiéres heures aprés la
naissance et le rythme de division d’E. Coli lui permet de garder pendant toute la vie de
I’individu sa place dominante dans la flore (une division toutes les 20 min a 37 °C et en
conditions favorables. Cependant, certaines souches d’Escherichia coli peuvent Eétre
pathogénes entrainant alors des gastroentérites, infections urinaires, méningites, ou

septicémies [12];5[13].
2- Habitat

E. coli est un hote normal du tube digestif de ’Homme. L’appellation commune
“‘coli bacille’” est une contraction de << bacille du cdlon >> rappelant son caractere de
bactérie commensale du tube digestif. Chez ’Homme, elle constitue 1’espéce dominante de la
flore intestinale aérobie Chaque personne porte dans son tractus intestinale une population

d’E.coli.
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Par conséquent, E. coli se trouve fatalement dans les égouts. Cette niche, Si elle permet de
répandre nombre de bactéries dans I’environnement puis vers d’autres animaux hotes, ne
semble pas propice a la propagation d’E. Coli. Cela fait de cette bactérie un excellent
indicateur de la présence de maticre fécale dans les eaux. Cette bactérie est également

présente au niveau du revétement cutanéo-muqueux, a proximité des orifices naturels [9];[14].
3- Classification

La classification d'Escherichia coli selon le Bergey'smanual 2012 [15].

Régne : Procaryotae
Domaine : Bacteria

Phylum . Proteobacteria
Classe . Gammaproteobacteria
Ordre . Enterobacteriales
Famille : Enterobacteriaceae
Genre : Escherichia

4- Caractéres bactériologiques

4-1- Caractéres morphologiques

Bacille a bout arrondi, Gram-, mesure approximativement 2 a 4um de longueur sur
0.6um de larguer, ne possédant ni capsule ni spores, elle se présente isolée ou en courtes
chainettes, et en quelques cas, sous forme de trés long filaments. Pourvu de cils, elle est
généralement mobile grace a une ciliature péritriche mais cette mobilité est trés variable selon
le milieu ou la souche a été ensemencée. La figure 1 représente une observation

microscopique de coloration de Gram d 'Escherichia coli [16];[17].
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Figurel : Escherichia coli, coloration de Gram (Grossissement, x 100) [17].
4-2- Caracteres culturaux

Elle se développe en 24 heures a 37 °C sur les milieux gélosés en donnant des
colonies rondes, lisses, a bords réguliers, de 2 a 3 mm de diamétre, non pigmentées Sur gélose
au sang. Les colonies de E. coli sont lisses, gris terne, et de 2 a 3 mm de diamétre. Sur milieu
Mac Conkey, Les colonies d'E coli Lactose-positives, sont de couleur rose a rouge, plates,
séches et de 2 a 3 mm de diametre, elles sont généralement entourées d'une zone rose plus
foncée des sels biliaires précipités. Les colonies E. coli Lactose-négatives produisent des
colonies incolores sur Mac qui sont de 2 a 3 mm de diamétre.la figure 2 représente la culture

d’Escherichia coli lactose positive sur milieu Mac Conkey. [10];[17];[18].
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4-3- Caractéres biochimiques

Quelques-uns des tests biochimiques les plus communément utilisés sont le type de
fermentation formique, I’utilisation du lactose et du citrate, la production d'indole a partir de
tryptophane, 1’hydrolyse de l'urée et la production de sulfure d’hydrogeéne, pour identifier le
genre Escherichia. Tableau 1 représente les principales caractéristiques d’Escherichia coli

[10].

Tableau n°1 : Quelques caractéristiques du genre Escherichia coli [10].

Caractéristiques Escherichia coli
ONPG +
Oxydase -
Rouge de méthyle +

Voges-Proskauer -

Production d’indole + (généralement présent)

Utilisation du citrate -

Production de H2S -
Uréase -
[-galactosidase + (généralement présent )
Gaz a partir de glucose +
Acide a partir de lactose +

Phénylalanine désaminase -

Lysine décarboxylase + (généralement présent)
Ornithine décarboxylase + (généralement présent)
Mobilité Péritriches si mobiles

Liquéfaction de la gélatine (22°C) -

% de GC 48-59

- : Caractére négatif

+ : Caractere positif
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4-4- Caracteres antigéniques

L’¢tude de cette structure antigénique est trés utile car certains sérotypes ont un

pouvoir pathogéne particulier. KAUFMAN a distingué trois variétés d’antigene O, H, K [19].
-L’antigeéne O, somatique, thermostable.

-L’antigéne H, flagellaire présent chez les Escherichia coli mobile.

-L'antigéne K, qui groupe trois variétés d’antigene de surface :

-L’antigéne L, d’enveloppe thermolabile, qui posséde une activité hémolytique et névrotique.
-L’antigéne A, capsulaire thermostable.

-L’antigéne B, d’enveloppe ou de surface, thermolabile. Ces travaux ont permis de préciser
que le pouvoir pathogéne d'une souche d'Escherichia coli dépend en partie de sa structure

antigénique.
5- Pouvoir pathogéne
5-1- Les infections
Escherichia coli peut provoquer plusieurs infections [20];[21].
5-1-1- Infection urinaire

E. coli est la bactérie le plus souvent en cause dans les infections urinaires
communautaires quelles soit basses (cystite) ou hautes (pyélonéphrite) l'infection des voies
urinaires se fait en général par voie ascendante. Elle est plus fréquente chez la femme en
raison de la brieveté¢ de I'urétre. La gravidité augmente le risque de pyélonéphrite. Chez
I'homme, l'infection est généralement secondaire & un obstacle sur les voies urinaires. Elle
peut se compliquer de prostatite. E. coli est souvent impliqué aussi dans les infections

urinaires nosocomiales.
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5-1-2- Infection intestinale

E. coli peut étre responsable de gastro-entérite ayant des traductions cliniques
variables : diarrhée d'allure banale, diarrhée sanglante, diarrhée cholériforme. Chez le
nourrisson la diarrhée peut entrainer assez rapidement un état de déshydratation. Dans certains
cas (surtout chez I'enfant) la diarrhée peut étre suivie d'un syndrome hémolytique et urémique.
Les diarrhées dues a E. coli sont probablement peu fréquentes dans nos régions actuellement.
Elles sont plus fréquentes dans les pays en voie de développement et peuvent atteindre les
voyageurs qui les visitent (<<tourista>>). Elles relévent de mécanismes physiopathologiques

multiples qui seront discutés plus loin.

5-1-3- Les septicémies méningites néo-natals

Les nouveau-nés se contaminent la plus part du temps au moment de
I’accouchement par passage a travers les voies génitales ou a la suite d’une infection
ascendante du liquide amniotique par rupture prématurée des membranes. Si la colonisation
des nouveau-nés est fréquente a partir de la flore vaginale, seul 1 % des enfants contaminés

avec des souches potentiellement virulentes vont présenter une infection disséminée.

5-2- Facteurs de Pathogénécité

Il existe différents facteurs de pathogénécité chez Escherichia coli [20].

5-2-1- Capsule

Elle est de nature polysaccharidique. On en connait 80 variétés immunologiques
différentes (antigénes K). La capsule rend la phagocytose plus difficile et inhibe 1'action du
complément. La capsule de type K1 est peu immunogene (elle a la méme structure que la
capsule de méningocoque du groupe B). Ce sont les E. coli de type K1 qui sont responsables

de la majorité des infections néonatales.

5-2-2- Les adhésines

De multiples adhésines ont été décrites. Elles peuvent induire une adhésion a des

globules rouges ou a des cellules épithéliales en culture. L'aspect que revét I’interaction avec
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les cellules épithéliales peut donner une indication sur le type d'adhésine en cause. La plupart

des adhésines se présentent sous forme de fimbriae.
5-2-3- Toxines

Certaines souches peuvent produire une hémolysine, une enterotoxine thermolabile
(LT) ou thermostable (ST) ou bien une toxine analogue a la toxine de Shigella dysenteriae, la

Shiga-like toxine (SLT ou Stx).
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Chapitre II : Résistance bactérienne
1- Définition

La résistance aux antimicrobiens est un terme tout a fait relatif. On effet, il existe un
grand nombre de définitions pour I’expression <<résistance bactérienne aux antibiotiques>>,
qui sont basées sur différents critéres (génétiques, biochimiques, microbiologiques, cliniques)
et qui ne se recoupent pas forcément. Les définitions les plus fréquemment employés se
fondent sur les critéres microbiologiques (résistance in vitro) et sur les critéres cliniques
(résistance in vivo). Selon la définition microbiologique de terme, une souche est dite
résistante lorsqu’elle se cultive en présence de concentration plus élevée en antibiotique

comparativement a d'autres souches qui lui sont phylo-génétiquement liées.

Par conséquent, la résistance est une propriété qui ne peut étre étudiée que par
comparaison d'au moins deux souches, dont l'une de référence souvent appelée souche
sauvage et développée en laboratoire a partir d’individus prélevés dans la nature, d'une méme
espece ou d'un méme genre, cultivés dans les mémes conditions. Selon la définition clinique,
une souche est qualifiée de résistante lorsqu’elle survit a la thérapie antibiotique mise en place

[22].
2- Types de résistance aux antibiotiques

2-1- Résistance naturelle (intrinseque)

La résistance naturelle est un caractére présent chez toutes les souches appartenant a la
méme espéce. Ce type de résistance est détecté dés les premieres études réalisées sur

I’antibiotique afin de déterminer son activité et contribuer a définir son spectre antibactérien.

Cette résistance peut étre dlie a I’inaccessibilité de la cible pour I’antibiotique, a sa
faible affinité pour I’antibiotique ou encore a son absence. La résistance bactérienne naturelle
est permanente et d’origine chromosomique. Elle est stable, transmise a la descendance
(transsmission verticale) lors de la division cellulaire, mais elle n’est généralement pas

transférable d’une bactérie a 1’autre (transsmission horizontale) [23].
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2-2- Résistance acquise (extrinseque)

Il s’agit d’un caracteére qui ne concerne alors que quelques (ou parfois de nombreuses)
souches d’une espece donnée. La résistance acquise est moins stable, mais elle se propage
souvent de fagon importante dans le monde bactérien. La résistance acquise résulte d’une
modification du capital génétique de la bactérie, lui permettant de tolérer une concentration

d’antibiotique plus ¢élevée que celle qui inhibe les souches sensibles de la méme espece.

Sur le plan génétique, la résistance peut etre acquise par deux voies totalement
distinctes, soit des mutations affectant des génes présents sur le chromosome, soit
I’acquisition de geénes étrangers. Ces geénes peuvent provenir du chromosome d’espéces
différentes ou etre véhiculés par des éléments génétiques mobiles pouvant étre transférés

d’une bactérie a 1’autre [24];][25].

2-2-1- Les résistances chromosomiques

Elles sont liées a des mutations de I’ADN chromosomique lors de la réplication. La
mutation peut porter sur un point quelconque du métabolisme bactérien. Si elle vient a
modifier le site d’action de I’antibiotique, ce dernier devient inactif. On parle alors de mutant
résistant. Ces mutations chromosomiques sont rares spontanées (se produisent en 1’absence de

I’antibiotique), spécifiques, héréditaires et réversibles [26].

2-2-2 La résistance par acquisition de genes

C’est le mécanisme le plus important, les génes acquis par la bactérie peuvent étre
un plasmide ou un transposon. Ces ¢éléments génétiques rendent la bactérie résistante a
I’antibiotique par la synthése de nouvelles protéines. Ces protéines interviennent dans la
résistance bactérienne en modifiant la perméabilité a un antibiotique ou en I’inactivant, c’est

le cas des enzymes type béta Lactamase.

La résistance par acquisition de génes est fréquente, elle peut concerner plusieurs
antibiotiques a la fois contrairement a la mutation et elle est transférable d’une bactérie a une

autre. Il existe quelques antibiotiques pour lesquels le seul mécanisme de résistance est la

10
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mutation, alors qu’aucune résistance par acquisition de geénes n’a été retrouvée : les

Rifamycines, les Quinolones, Polypeptides et les Furanes [27].

3- Mécanismes de résistance bactérienne

Escherichia coli a plusieurs mécanismes de résistance représentés dans la figure 3

[31].

3-1- Inactivation ou dégradation des antibiotiques par des enzymes

Ce mécanisme est bas¢ sur la destruction d'un antibiotique avant méme que celui-ci
pénetre la cellule. 11 se produit via la sécrétion par la bactérie d'une enzyme capable de
détruire des liens chimiques nécessaires a I’intégrité fonctionnelle du médicament. C'est donc

une stratégie offensive par laquelle la bactérie inactive I’antibiotique.

Les béta-Lactamases sont un exemple d’enzymes produites par les bactéries qui
inactivent les B-Lactamines telles les pénicillines et les céphalosporines. D'autres catégories
d’enzymes inactivent plus précisément les aminosides ou d'autres antibiotiques, incluant le

chloramphénicol et la fosfomycine [28].

3-2- Diminution de perméabilité

Tout changement dans la composition de I’enveloppe cellulaire, qui fait obstacle a
I’absorption d'un antibiotique donné, aura pour résultat une augmentation de la concentration
minimale inhibitrice (CMI) ou I’apparition d'un haut degré de résistance. La réduction de la
perméabilité cellulaire se produit par diminution de I'entrée de 1’antibiotique sur son site,
provoquée par une modification de la perméabilité de la membrane interne ou externe de la
bactérie. Une altération des porines dans la paroi des bactéries a gram négatif peut réduire ou

bloquer la pénétration de 1’antibiotique jusqu’a son site d'action [29].

3-3- Acquisition d'un déterminant de résistance exogene

Des genes spécifiant une résistance a un ou a plusieurs antibiotiques peuvent étre
acquises par transformation, conjugaison, transposition, conjugative ou transduction. Dans

certains cas, une <<cassette génétique>> codant pour la résistance aux antibiotiques s’insere

11
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par recombinaison localisée dans une séquence spécifique de I'ADN (intégron). Un intégron

comprend le site d’insertion et aussi I’intégrase (recombinase) requise [29].

3-4- Pompes (transporteurs) a efflux

L’antibiotique ne peut atteindre son site d'action par pompage actif de I’antibiotique a
I’extérieur de la bactérie (efflux). Les transporteurs d'efflux de plusieurs médicaments sont
des composants normaux des cellules bactériennes et contribuent pour une large part a la
résistance intrinséque des bactéries a de nombreux agents antibactériens. Ces pompes ont
besoin d'énergie. L'exposition aux antibiotiques favorise une surexpression par mutation de
transporteurs, entrainant une hausse de la résistance bactérienne. Il est également possible
qu'une résistance par efflux apparaisse a cause de 1’exposition a un antibiotique d'une autre

classe [30].

3-5- Résistance inductible

Certains antibiotiques quand leur concentration dépasse un certain minimum peuvent
induire la résistance dans une cellule bactérienne. Par exemple, chez des bactéries Gram-
positives (dont les Staphylocoques, la présence de chloramphénicol induit le chloramphénicol
acétyltransphérase, une enzyme qui catalyse l'acétylation (d’ou [D’inactivation de

I’antibiotique) [29].

12
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3-6- Altération (ou modification) des sites de liaison

Phénomeéne engendré par des chromosomes ou des plasmides, ce mécanisme de
résistance produit une baisse de I’affinité de I’antibiotique pour son site d’action. Voici

quelques exemples de ce mécanisme de résistance.

Mécanismes de résistance a |'antibiotique

La diminution de la perméabilité
de la membrane empéche
I'antibiotique d'entrer

Antibiotique ;}_‘__/f

Pompe

Antibiotique
refoulé

Les antibiotiques sont
décomposes par les enzymes

Figure 3 : Les différents mécanismes de la résistance d'une bactérie aux antibiotiques [31].
4- Multirésistance

La multirésistance bactérienne résulte de I’accumulation de résistance & un nombre
important d’antibiotiques appartenant a des familles variées. Les deux sens les plus
communément acceptés de la multirésistance bactérienne tournent autour de bactéries qui sont
résistantes a de nombreux antibiotiques ou qui sont résistantes beaucoup plus d’antibiotiques

que la résistance du phénotype sauvage ne le laissait prévoir.
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On voit que le premier concept s'adapte bien aux bactéries pour les quelles on parle
de résistance naturelle. Ce sont celles qui ont, de tout temps et en tout lieu, été résistantes a de
nombreux antibiotiques. Le deuxiéme des concepts énoncés plus haut s'adapte bien aux
bactéries dont le phénotype de résistance s'est modifié de fagon importante au cours du temps,

celles pour lesquelles on parle de résistance acquise [32].
5- Antibiogramme

L'antibiogramme est une méthode de travail microbiologique, utilisant un milieu
gélose spécifique en boite de pétri et des disques imprégnés d’antibiotiques a des
concentrations déterminés. Cette méthode permet d’évaluer la sensibilit¢ d'une bactérie
pathogene vis-a-vis d’antibiotiques choisis en fonction des indications cliniques fournies et de

la prévalence de la résistance acquise.

En mesurant les diameétres des zones d’inhibition autour des disques d’antibiotiques
et en consultant les tableaux << de concentrations, diameétres critiques et régles de lecture
interprétative >> pour des familles ou des genres bactériens déterminés, on peut savoir si,
pour ces antibiotiques testés, une souche bactérienne est sensible, intermédiaire ou résistante.

La mesure du diametre d’inhibition représente la valeur de la CMI de 1’antibiotique [33].

14
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Chapitre 111 : Les antibiotiques

1- Définition et historique

Un antibiotique est une substance antimicrobienne d’origine biologique, c'est-a-dire
produite par un microorganisme (champignon microscopique et bactérie) ou de synthése
chimique qui est capable d’inhiber la multiplication ou de détruire d'autres microorganismes.

Les antibiotiques n'ont pas d’activité contre les virus [34].

Dés 1877, Pasteur et Goubert avaient remarqué que certaines moisissures ¢laboraient
des substances empéchant le développement d'autres champignons. En 1928, Fleming montra
que le champignon Penicillium notatum produisait une substance bactériostatique agissant
sur de nombreux microbes et inhibait le développement des bactéries : il venait de découvrir
la pénicilline. De 1939 a 1945, les applications thérapeutiques de la pénicilline et sa
préparation industrielle ont été ¢étudies par Chain et Florey, qui mirent en valeur son

antibiotique.

A la suite de la découverte de Fleming, de nombreux chercheurs étudiérent les
produits de sécrétion d'un grand nombre de champignons, obtenant ainsi des antibiotiques
nouveaux. Puis, la constitution chimique des antibiotiques ayant été définie, en remplagant
certains atomes dans les formules par des radicaux plus ou moins complexes. En constituant
ainsi les antibiotiques hémi-synthétiques. Ultérieurement, on a obtenu des antibiotiques de
synthése totale. Enfin, on peut faire fabriquer des antibiotiques par certaines bactéries apres

modifications génétiques [35].
2-Types d’antibiotiques

Elaboré par un organisme (naturel) ou produit par synthése (synthétique ou semi-

synthétique) [37].

-Les antibiotiques naturels ou produits par les micro-organismes : champignons (Pénicilline,

Céphalosporine) ou bactéries (Streptomycine, Chloramphénicol, Polypeptides).
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-Les antibiotiques synthétiques ou produits obtenus entierement par voie chimique

Sulfamide, Acides nalidixiques.

- Les antibiotiques semi-synthétiques : ces antibiotiques sont obtenus a partir d'une fraction

moléculaire naturelle sur laquelle a été greffé un radical chimique.
3-Effets des antibiotiques

3-1- Antibiotique bactériostatique

Quand il inhibe seulement la croissance et la multiplication des bactéries : l'infection

ne sera finalement vaincue que par les défenses naturelles de 1'organisme.
3-2- Antibiotique bactéricide

Quand il détruit les germes. L'étendue de 1’activité antibactérienne d'un antibiotique
définie son spectre : plus un antibiotique détruit des types différents de bactéries, plus son

spectre est large [38].
3-2-1- Antibiotique a spectre large

I1 s’agit d'un antibiotique efficace sur un grand nombre de types de germes. Ainsi,
I’antibiotique sera actif sur une grande partie de tous les cocci et de tous les bacilles. Les
bacilles Gram- sont les plus nombreux. D'une maniére indirecte, un spectre large est
forcément actif sur les bacilles Gram-. Les antibiotiques a spectre large seront utilisés lorsque

le germe n'est pas identifi¢ et que la pathologie peut étre due a différents types de germes.
3-2-2- Antibiotique a spectre étroit

Il s'agit d'un antibiotique efficace sur un nombre limité de types de germes. Cette

spécificité lui permet ainsi de cibler un germe est une pathologie.
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3-2-3- Antibiotique a spectre moyen ou limité

Il s'agit d'un antibiotique dont 1’efficacité est réduite ou partielle sur un groupe de
germes. Il concerne aussi un spectre anciennement large et réduit par 1’apparition de

résistance bactérienne [36].
4-Mode d'action des antibiotiques

Le principe d'action des antibiotiques consiste a bloquer sélectivement une étape d'un
mécanisme essentiel a la survie ou a la multiplication des micro-organismes, le mécanisme
ciblé par I’antibiotique est le plus souvent spécifique des bactéries et n'a pas d’équivalent chez
les eucaryotes et en particulier chez I’homme, ainsi idéalement I’antibiotique tue ou bloque la

multiplication des bactéries mais n'a pas d'impact sur les cellules du patient traité [37].
4-1- Antibiotiques inhibant la synthese de la paroi bactérienne

Certaines bactéries sont protégées de I’environnement extérieur par une paroi, qui
doit croitre quand la bactérie se divise, cette paroi contient en particulier une couche de
peptidoglycane plus ou moins épaisse. La pénicilline et les antibiotiques chimiquement
apparentés empéchent la réaction de transpéptidation qui est une étape importante dans
I’assemblage du peptidoglycane, polymere de la paroi cellulaire. Ceci entraine la fragilisation

de la paroi cellulaire, notamment chez les micro-organismes Gram positif.

Les micro-organismes vivant généralement dans un environnement osmotiquement
hostile, et ce qui autant une paroi défectueuse, pourront absorber de l'eau et éclater ou se
lyser. Les bactéries Gram négatives ont tendance a étre moins sensibles a la pénicilline car
leur enveloppe externe empéche ’antibiotique d'atteindre la couche de peptidoglycane de la

cellule [37];[39].
4-2- Antibiotiques agissant au niveau de la membrane cytoplasmique

Il existe un certain nombre de molécules antibiotiques qui agissent sur la membrane

des cellules. Ces molécules sont essentiellement des détergents (ou surfactants) qui
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désorganisent la bicouche phospholipidique membranaire, provoquant une fuite des composés

hydrosolubles du cytosol et la mort de la bactérie ; la polymyxine en est un exemple [37];[40].

4-3- Antibiotiques qui effectuant une inhibition de la synthese protéique

C'est le cas par exemple des tétracyclines, aminosides, chloramphénicol, macrolides,
acide fucidique, linézolide. Ceux-ci se fixent sur des constituants spécifiques du ribosome
bactérien. IlIs empéchent ou génent la traduction des ARNm (une ‘‘copie’’ d'un geéne, destiné a
étre lu par les ribosomes pour permettre la synthése d'une protéine) donc la formations de

nouvelles protéines [41].
4-4- Antibiotiques inhibant la synthése ou le fonctionnement des acides nucléiques

Les Rifampicines, Sulfamides, Quinolones et trimétoprime inhibent la synthése ou
méme le fonctionnement des acides nucléiques de différentes facons selon les familles

d’antibiotiques [41].

-inhibition de la réplication de ' ADN

-inhibition de la transcription/ARN polymérase
-diminution e la synthése des précurseurs nucléotidiques.

5- Criteres de classification

Les antibiotiques peuvent étre classés selon leur :

5-1- Structure chimique

Plusieurs drogues peuvent avoir en commun le noyau actif, ce qui permet de les

réunir dans une méme famille.

5-2- Spectre d'action

C’est-a-dire I’ensemble des especes bactériennes sur lesquels ils sont actifs, permet

également de différencier des familles, ou au sein d'une méme famille des groupes ou des
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sous-groupes d’antibiotiques. Certains d’entre-eux agissent sur de nombreuses especes
bactériennes ; ils sont dits a spectre large, d'autres, par contre, agissent sur un nombre limité

ou méme sur un seul germe bactérien : ils sont dits a spectre étroit ou a action spécifique.

5-3- Mécanisme d'action

Constitue un troisiéme critére de classification. En fait, ces trois types de
classification sont liés entre eux et de la communauté de structure chimique découle un
mécanisme d'action commun et en conséquence un spectre d’activité comparable ou tres
proche. 11 est donc possible d’établir une classification des antibiotiques basée sur ces criteres

et de définir des familles d’antibiotiques [34].

6- Classification

La classification par familles prend en compte la composition chimique des molécules
en relation avec leur mode d'action étudié a 1’échelon moléculaire au niveau des différentes
structures de la cellule bactérienne. La classification évolue avec I’apparition de nouvelles
molécules. Dans chaque famille, la subdivision en groupes est établie selon le spectre
bactérien couvert et les propriétés pharmacocinétiques de I’antibiotique. Les tableaux 2, 3,
4,5,6 représentent la classification des antibiotiques selon les trois types de

classification[42] ;[43].

Tableau n° 2 : Antibiotiques inhibiteurs de la synthése du peptidoglycane [43].

Spectre Type d’action Mode d’action
Fosfomycines Large Bactéricide Inhibition de la pyruvyltranférase
Vancomycine Etroit Bactéricide Fixation sur les 2 derniers acides

aminés (D-ala) constituant le

précurseur de peptidoglycane

Betalactamine groupe Bactériostatique e

Selon le

Fixation et inhibition des PLP

—+

Bactéricide (Protéines Liant les Pénicillines)
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Tableau n°3 : Antibiotiques actifs sur les membranes [43].
Spectre Type d’action Cible
Polymixines | BGN Bactéricide Altération de la membrane externe

Tableau n°4 : Antibiotiques inhibiteurs des syntheses protéiques [43].

Spectre Type d’action Mode d’action
Macrolides | Cocci, &BG+ Bactériostatique Fixation sur la sous-unité 50S
Aminosides | Inactifs sur les bactéricide Fixation sur la sous-unité ribosomale
anaérobies 30S
Acide Staphylocoques Bactériostatique a Fixation et inhibition des PLP
fusidique faible & bactéricide |(Protéines Liant les Pénicillines)
a forte dose
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Tableau n°5 : Antibiotiques inhibiteurs des acides nucléiques [43].

Spectre Type d’action Mode d’action

Rifampicines | Staphylocoque Bactéricide Inhibition de I’ARN
&mycobactéries

Quinolones Large Bactéricide Blocage de la synthése de I’ADN

Tableau n°6 : Classification des antibiotiques inhibiteurs de la synthese des folates [43].

Spectre Type d’action Mode d’action
Sulfamides | Entérobactéries Isolement Bactériostatique, Les sulfamides
o o inhibent la
Staphylocoques En association bactéricide _
Dihydroptéroate
synthétase

7- Les carbapénémases
7-1- Généralité

La production d’enzymes hydrolytiques est le mécanisme de résistance prédominant
vis-a-vis des bétalactamines chez les bacilles a Gram négatif. Selon la classification d'Ambler,
il existe quatre catégories de bétalactamases : la classe A ( pénicillinases de type sérine
protéases, inhibées par 1'acide clavulanique et le tazobactam ) ; la classe B ( métallo-enzymes,
dont le site actif contient un ion zinc, résistantes a l'acide clavulanique mais inhibées par

'EDTA : Acide Ethyléne Diamine Tétra acétique ) ; la Classe C ( céphalosporinases
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insensibles a l'acide clavulanique mais inhibées par la cloxacilline ) et la Classe D (

oxacillinases hydrolysant la cloxacilline et peu inhibées par l'acide clavulanique ).

Les carbapénémases constituant une famille trés composite, définie sur la base d'un
spectre enzymatique (hydrolyse d'au moins un carbapénéme disponible) et non sur une base
structurale. Ces carbapénémases sont ainsi retrouvées au sein des classes A, B et D d'Ambler

[44].

7-2- Définition

Les carbapénémases sont des B-lactamases ayant une activité¢ hydrolytique vis a vis

carbapénémes. Ces enzymes appartenant a trois classes selon la classification d'Ambler

Classe A

Correspond principalement aux enzymes de type KPC, IMI et GES. Elles ont la
particularité de voir leur activité in vitro totalement ou partiellement inhibée par l'acide

boronique et I’acide clavulanique. Elles hydrolysent toutes les B-Lactamines.

Classe B

Correspond au métallo-B-lactamases de type VIM, IMP et NDM. Ces enzymes
hydrolysent trés fortement toutes les B-lactamines a I’exception de 1'aztréonam. Leur activité
in vitro n’est pas affectée par les inhibiteurs suicides de B-lactamases (acide clavulanique et
tazobactam). Ce sont de métallo-enzymes qui contiennent un ion zinc dans leur site actif
expliquant I’inhibition de leur activité par 'EDTA (chélateur des cations divalents) ou l'acide

dipicolinique.

Classe D

Correspond essentiellement aux enzymes de type oxacillinases (OXA-48, OXA-163,
OXA-181). Ces enzymes hydrolysent fortement les carbapénémes mais pas ou peu les
céphalosporines de 3¢me génération. Elles sont résistantes aux inhibiteurs suicides de B-

lactamases (acide clavulanique et tazobactam). Toutefois, leur présence est souvent couplée a
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la présence d'une B-lactamase a spectre étendu (BLSE), ce qui conduit a une multirésistance

des souches sécrétrices [45].
7-3- Test Hodge

Le test de Hodge modifié est la méthode actuellement recommandé par CLSI comme
méthode phénotypique générale de détection de la production de carbapénemases. Elle est
basée sur I’inactivation d'une carbapéneéme par une souche productrice de carbapénémase
permettant a une souche controle (sensible a I’antibiotique) de prolonger sa croissance vers le

disque contenant I’antibiotique, au long de la strie de I'inoculum de la souche testée [46].
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Matériel et Méthodes
1-Matériel
+* Les souches étudiées

Notre étude a porté sur des souches isolées et identifiées de laboratoire de
bactériologie de CHU (Constantine) & partir d'un échantillon d’urine d’un patient qui a subit

une infection pour tester la résistance bactérienne aux antibiotiques.

Nous avons étudi¢ deux souches d’Escherichia coli : EC 1 et EC 2. Notre travail a
¢été effectué au niveau de laboratoire de microbiologie de la faculté des sciences de la nature et
de la vie (Université des freres Mentouri Constantine) dont lequel nous avons réalisé des tests

microbiologiques (Antibiogramme, Test Hodge) sur les deux souches d’Escherichia coli.
2-Méthodologie
2-1-Repiquage des souches

La gélose nutritive fondue est coulée dans trois boites de pétri de fagon uniforme et
jusqu’a une épaisseur de 4 mm, laisser refroidir jusqu’a solidification, chaque boite est ensuite
ensemencée par une des trois cultures bactérienne tout en utilisant la technique des cadrans

par des stries serrées, incubation des boites dans I’étuve pendant 24 heures a 37°C.
2-2-Préparation de Mueller Hinton

Pour préparer le milieu, nous avons pesé 9,5 g de Mueller Hinton déshydraté (voir
composition annexe 1), les verser dans un bécher qui contient 250 ml d’eau distillée bien
mélanger le liquide avec la spatule puis ajouter I’agitateur magnétique déposer le tout sur la
plaque chauffante jusqu’a 1’ébullition pendant 1 minute, vider le Becher dans un flacon propre
a l'aide d'un entonnoir, fermer le flacon et aprés stériliser la préparation pendant 15 min/

120°C a ’autoclave.
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2-3-Préparation de I’eau physiologique

Préparer 0,9 g de chlorure du sodium (Nacl) dans 100 ml d'eau distillée, bien
mélanger jusqu’a ce que le Nacl dissout puis réaliser une stérilisation a 1’autoclave pendant 15

min/120°C.

2-4- Préparation de I’inoculum

Apres incubation des souches pendant 24 heures, pour chaque boite de pétri une a
deux colonies ont été prélevé a l'aide d'une pipette pasteur et introduites dans un tube qui
contient 5 ml d'eau physiologique puis agiter le tout au Vortex. C’est la méthode de routine la
plus utilisée au niveau des hdopitaux. Comme il existe un appareil pour ajuster I’inoculum a

0.5 MF et un étalon pour la comparaison.

2-5-Antibiogramme

Nous avons testé la sensibilité de deux souches EC 1, EC 2 vis-a-vis des différents
antibiotiques par la méthode de I’antibiogramme standard par diffusion sur gélose Mueller

Hinton, dans ce test nous avons utilisé comme antibiotiques :

Amoxicilline, Amoxicilline+tAC clavulanique, Piperacilline+tazobactame, Cefazoline,
Cefepime, Cefoxitine, Cefotaxime, Ceftazidime, Aztreoname, Ertapeneme, Imipenéme,

Amikacine, Acide Nalidixique, Gentamicine, Ciprofloxacine, Colistine.

Mode opératoire

Couler le Mueller Hinton fondu dans 8 boites de pétri de fagon uniforme et jusqu’a
une épaisseur de 4mm, laisser refroidir jusqu’a solidification, verser 5 gouttes de chaque
suspension bactérienne (EC1 EC2) dans 4 boites de pétri ensuite étaler toute la surface a
I’aide d’une pipette rateau , puis déposer délicatement dans chaque boite 4 antibiotiques avec
une pince flambée en appuyant doucement sur chaque disque d’antibiotique pour assurer un

contact uniforme avec le milieu, puis incuber 24 heures a 37 °C.
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2-6-Test Hodge

Le test Hodge (HT) est trés utilis¢é comme méthode phénotypique générale qui
permet la mis en évidence d’une synergie d’activité enzymatique entre souches productrices

de carbapénémases (souches a tester) et souche sauvage de référence sensible.
* Mode opératoire

Couler le Mueller Hinton fondu dans une boite de pétrie de fagon uniforme et jusqu’a
une épaisseur de 4mm, laisser refroidir jusqu’a solidification, tromper I’écouvillon légérement
dans la suspension bactérienne sensible puis étaler toute la surface du milieu gélosé. Ensuite
un disque d’Ertapeneme chargé a 10 pg est déposé au centre de la boite et une colonie de
chaque souche testée (EC1 EC2) est ensemencée de maniére radicale a partir du disque

jusqu’au bord de la boite de pétri, puis la boite et incuber pendant 24 heures a 37°C.
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Résultats

¢ Antibiogramme

La sensibilité des bactéries tests aux 16 antibiotiques utilisés a donnée les résultats
présentés dans le tableau 7. Les diametres des zones d’inhibition ont été¢ déterminés et

interprété selon les indications du comité de I’antibiogramme de la société francaise de

microbiologie (CACFM 2012).

Parmi ces 16 antibiotiques les deux souches sont résistantes aux antibiotiques de la
famille des beta-lactamines qui sont: 1’Amoxicilline, Amoxicilline + AC Clavulanique,
Piperacillinet+tazobactame, Cefazoline, Cefoxitine, Cefotaxime, Ceftazidime, Aztreoname,
Ertapeneme, de plus elles résistent a I’Amikacine et la Gentamicine qui appartiennent a la
famille des aminosides et a 1’Acide nalidixique et la Ceprofloxacine de la famille des
quinolones , comme ces deux souches montre une sensibilit¢ a la Imipenéme de la famille
des beta-lactamines ainsi que la Colistine de la famille des polymixines, la différence entre les
deux souches c’est que la souche EC2 représente une sensibilité a la Cefipime de la famille

des quinolones par contre la souche EC1 représente une résistance au méme antibiotique.

Tableau n°7 : profile de résistance des souches résistantes a I’Ertapeneme productrices de

carbapénémases.
Souches Phénotype de résistance Phénotype de sensibilité
EC1 AX, AMC, TPZ, CFZ, CFPM, IPM, CT
FOX, CTX, CAZ, ATM, ERT,
AMK, NAL, GN, CIP
AX, AMC, TPZ, CFZ, FOX
EC2 CTX, CAZ, ATM, ERT, AMK, IPM, CT, CFPM
NAL, GN, CIP
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AX Amoxicilline, AMC : Amoxicilline+AC clavulanique, TPZ : Piperacilline+tazobactame,
CFZ :Cefazoline, CFPM :Cefepime, FOX :Cefoxitine, CTX: Cefotaxime, CAZ:
Ceftazidime, ATM : Aztreoname, ERT : Ertapeneme, IPM : Imipeneme, AMK : Amikacine,
NAL :Acide Nalidixique, GN :Gentamicine, CIP :Ciprofloxacine, CT :Colistine

+ Test Hodge

La figure 4 montre qu’il ya une déformation de la zone d’inhibition de la souche référence
(sensible) cela est révélé par une incurvation du cercle qui se traduit par une croissance des

deux souches résistantes le long d’une strie jusqu’au disque d’antibiotique.

Figure n°4 : Teste de Hodge positif avec des souches d’E. coli

S : souche sensible

R : souche résistante

0
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Discussion

Nous avons travaillés sur deux souches d’E. Coli multirésistante isolées d’un prélévement
clinique et identifiée a I’hopital universitaire de Constantine afin d’étudier le phénotype de

résistance de ces deux souches.

Pour cela, un antibiogramme a été réalisé pour tester la sensibilité au antibiotiques suivie

d’un teste Hodge pour la révélation de la présence de Carbapénémases.

Les résultats ont montré que nos souches étaient résistantes aux antibiotiques appliqués a
savoir les Beta-lactamines, les aminosides, les quinolones, et I’Ertapeneme, par contre elles
¢taient sensibles a I’Imipenéme et a la Colistine ce qui souligne la nature multirésistante des

isolats inclus dans I’étude.

La résistance aux beta-lactamines implique que ces deux souches sont productrices des beta-
lactamases qui inactivent ces antibiotiques par hydrolyse du noyau beta-lactame, ces résultats
sont en accord avec ceux de Benabdallah-Khodja et Hamlaoui (2016) qui ont montré cette

résistance aux beta-lactamines [18].

Nos souches testées présentent une résistance a 1’Ertapeneme, ce résultat corrobore
parfaitement avec celui de Benabdallah-Khodja et Hamlaoui(2016), et de Dr Laurent
DORTET et al (2016), contrairement a celui de Francois Caron(2010) qui a montré une
sensibilité a cette antibiotique [18];[47];[51].

Concernant les aminosides et les quinolones les deux souches sont résistantes a ces
antibiotique ce qui est confirmé par le résultat de Meskine et Benabdelkader (2016) qui ont

révélé également une résistance a ces antibiotiques [48].

Pour I’'Imipenéme les résultats montrent une sensibilité a cet antibiotique, Boukhemis et
Boutersa (2015) ont trouvé également cette sensibilité a I’'Imipenéme ce qui est conforme a

notre résultat [49].

En ce qui concerne la Colistine les deux souches étaient sensibles a cet antibiotique ce qui est
en accord avec le résultat de Meskine et Benabdelkader (2016) qui ont obtenus un résultat

similaire [48].
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Le résultat de test Hodge était positif ce qui est conforme avec celui de Ghita (2013), la

résistance des souches vis-a-vis I’Ertapeneme die a la présence des carbapénémases [50].

Ce test est sensible pour la détection de carbapénémases, mais nous fourni pas d’information

sur le type de carbapénémase mise en cause.

A notée également que depuis 2012, des souches d’E. Coli productrices des carbapénémase
OXA-48 sont de plus en plus fréquemment rencontrées dans la flore commensale et dans les

urines de patients non hospitalisé.

Donc Nous avons pensé qu’il s’agit de ’enzyme OXA-48 cette supposition doit étre

confirmé par des méthodes moléculaires (PCR, Séquengage) [52].
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Conclusion et perspectives

L’antibiorésistance représente un probléme majeur de santé publique, 1’utilisation

A1 A4 D) L3 T : \ s 7 s 7 R \

peu controlée d’antibiotiques a large spectre a favorisé 1’émergence de bactéries tres
résistantes qui placent le traitement de certaines infections dans de véritables impasses
thérapeutiques. La résistance aux antibiotiques touche toutes les familles d’antibiotiques elle
réside dans la faculté de certains micro-organismes a survivre et se développer en présence
d’un antimicrobien en dose généralement suffisante pour inhibée ou tuer des micro-

organismes de la méme espece.

De nos jours, la situation la plus grave qui se pose est que certaines souches
bactériennes ont développée une résistance vis-a-vis de différentes familles d’antibiotiques,
le probléme de la résistance aux antimicrobiens a été encore exacerbé par le phénoméne de
multi résistance de certaines bactéries qui peut limiter ’efficacité de diverses familles
d’antimicrobiens. Les échange entre les bactéries sont nombreux et pas seulement au sein
d’une méme espéce. Dans certaines situations, une bactérie peut acquérir en une seule fois
plusieurs génes codant pour des résistances, envers différentes familles d’antibiotiques, ce qui

accélere d’autant plus la propagation de résistance antimicrobienne.

Dans notre travail nous nous sommes concentrées sur deux souches d’Escherichia
coli pour lesquelles nous avons réalisé un antibiogramme pour tester la sensibilité de ces
deux souches aux antibiotiques comme nous avons détecté le phénotype de la résistance par

le test Hodge.

Notre résultat révele une résistance a I’Ertapeneme pour les deux souches testées cette
résistance est due a une activité enzymatique des carbapénémases qui rend l’antibiotique
inactif par I’hydrolyse de sont noyau beta-lactame cela ce traduit par un résultat positif de test

Hodge.

Conscience de leur entrée en milieu hospitalier, les producteurs carbapéneémases
représentent une nouvelle menace majeure pour la santé publique. Ces souches nécessitent
d’¢tre rapidement et efficacement détectées afin de prendre au plus vite les mesures
préventives et thérapeutiques appropriées vis-a-vis des patients qui les hébergent. Leur
détection peut parfois se révéler difficile, mais les nouvelles techniques de biologie

moléculaire son des outils puissants et robustes permettant leur détection et leur identification.
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Annexe 1 : Composition des Milieux
1-Gélose Nutritive

-Extrais de viande : 1g/L

-Extrais de levure : 2.5g/L

-peptone : 5g/L

-Chlorure de sodium : 5g/L.

-Agar : 15g/L

-Ph: 7.

2-Gélose Mueller Hinton

- Infusion de viande de beeuf : 300ml
-Peptone de caséine : 17.5¢g
-Amidon de mais : 1.5g

-Agar: 17g

-Ph: 7.4.

Annexe 2 : matériels utilisés
1- Milieux de cultures et produits
-Gélose nutritive

-Mueller Hinton

-Eau physiologique

-Eau distillée



Annexes

-Disques d’antibiotiques.

2-Appareillage

-Balance

-Etuve

-Plaque chauffante

-Bain Mari

-Agitateur Vortex

-Autoclave.

3-Instruments

-Bécher

-Pipette pasteur

-Tube a essais

-Boittes de pétrie

-Pince stérile

-Régle graduée

-Ecouvillon.
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