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Partie théorique

I ntroduction

L'infection en milieu hospitalier est connue depuis longtemps et, depuis
l'utilisation de I'antibiothérapie elle a progressivement changé de visage et les
cliniciens ont éé 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 (Kp).

Klebsiella pneumoniae est une entérobactérie qui fait partie des especes
commensales, c'est-a-dire des flores normales du sujet sain, (Kariuki et al., 2007).
Actuellement, elle est responsable de plus de 10% des infections nosocomiaes,
d'aprés le rapport de I'European Antibiotics Resistance Surveillance System(EARSS)
de 2008.

L augmentation a I’échelle mondiae de la résistance médiée par les Klebsiella
pneumoniae productrices de B-lactamases & spectre dargi (BLSE) congtitue une
menace importante pour la santé publique, puisque des souches de K.pneumoniae
BLSE+ résistantes a toutes les B-lactamines ont été isolées, d'apres le Réseau d'derte
d'investigation et de surveillance des infections nosocomiales (RAISIN) de France, en
2001. Au niveau national, et selon le réseau de surveillance de la résistance des
bactéries aux antibiotiques (2007-2008), sur 3277 bactéries multi résistantes toutes
espéces confondues, isolées en milieu hospitadier et sur un effectif global de 13620
isolats, K.p vient en téte avec 31,5% des cas. Le réseau rapporte auss que 46,2% des
souches des K.p isolées a I'hdpital sont des BLSE. Les souches résistantes aux f3-
lactamines sont souvent résistantes aux autres familles d'antibiotiques laissant le
champ thérapeutique tres réduit.

16



Ce pathogéne opportuniste est isolé d’infections suppuratives, urinares,
respiratoires, biliaires qui peuvent é&re a I’origine de bactéiémie et surtout de
septicémie de pronostic sévére, principalement chez les malades immunodéprimes,
canceéreux, brilés, cirrhotiques, diabétiques, chez les vieillards, nourrissons, nouveau-
nés et prématurés (Melano et al., 2003; Stone, 2003; Sahly et al., 2004)

Cette espéce bactérienne (K.p) est distribuée dans tous les services hospitaliers
surtout les unités de soins intensifs (USI) (Baerwolf et a., 2002; Gupta et d., 2002;
Malek et d., 2003), elleala particularité d'acquérir des marqueurs de résistance, ele
se trouve souvent la premiere entérobactérie engagée dans un mécanisme de
résistance a une nouvelle molécule (Kollef, 2001; Gniadkowski, 2001; Lartigue et al.,
2003; Rodriguez et Struelens, 2006).

Le service de microbiologie du CHU Benbadis enregistre en moyenne 400
souches de K.p par an, faisant de cette espece la deuxiéme entérobactérie isolée par
ordre de fréquence apres E.coli. On remarque qu’un quart des souches de K.p en
1995 résiste aux meilleures B-lactamines de I’époque qui sont les céphalosporines de
3éme génération. En 2005, le pourcentage atteint 56% des souches.

La mise en évidence du caractére épidémique de I’infection est importante
pour la mise en ceuvre rapide des mesures préventives (Armengaud, 2003; Astagneau
et Lepoutre, 2002). Dans cette optique notre étude sest fixée les objectifs suivants :

Evaluer la fréquence d'isolement et la résistance aux antibiotiques des souches

de K.p responsables d'infections chez les patients hospitalisés et consultants

externes, au CHU de Benbadis en fonction des services et des prélévements

pathol ogiques.

Vérifier laclonaité des souches.

Etudier la dissémination clonale al’hdpita en réalisant I’antibiotypie, la

biotypie et la pulsotypie.

Afin d’obtenir une information épidémiologique plus précise, une anayse

factorielle discriminante (AFD), a été réaliste en se basant sur les résultats de
I’antibiotypie, ains que le test du 2 pour la comparaison des taux d’incidence d’une

année al’autre.
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1. Classification classque
Regne : Bactéria
Embranchement : Protéobactéria
Classe : Gamma Proteobacteria
Ordre : Enterobacteriaes
Famille : Enterobacteriaceae
Genre : Klebsiella

Le genre Klebsiella (Klebsielles) comporte cing espéeces dont I”espéce type est
Klebsiella pneumoniae

(Bergey's Manuel, 1994)

2. Classification actuelle

Klebsiella pneumoniae est une bactérie & Gram négatif, membre de la famille
des Enterobacteriaceae, découverteil y'a plusde 100 ans.

Les hybridations ADN-ADN ont montré que K.pneumoniae, K.ozaenea et
K.rhinoscleromatis forment une unique génomospecies. K.oxytoca a longtemps é&é
considéré comme un biovar indologene de K.pneumoniae (Richard, 1994). Toutefois,
les homologies ADN-ADN séparent nettement K.oxytoca et K.pneumoniae. Le statut
de K.oxytoca est controversé, elle pourrait former un nouveau genre (Brisse et
Verhoef, 2001).

En janvier 2004, des éudes d'homologies ADN-ADN et le séquencage des
génes rpoB, phoE, gyrA, mdh, infB et nfiH, permettent d'individualiser, au sein de
I'espéce K.pneumoniae, un groupe de souches qui sera dénommé K.variicola.

Le 10 ma 2004, cette nomenclature sera publiée par inscription sur la liste de
validation n°97. K.variicola semble avoir des caracteres phénotypiques comparables a
ceux de K.pneumoniae selon Rosenbluet et a (2004); seule la fermentation de
I'adonitol (caractére négatif pour la K.variicola et positif pour la K.pneumoniae subsp.

Pneumoniae permet de différencier ces deux taxons (Euzéby, 2004).

3/ Caractéres bactériologiques
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Le genre Klebsiella rassemble des bacilles & Gram négatif de 0.3 a 1.0um de
diamétre sur 0.6 a 6 um de longueur, se présentant de maniére isolée, ou groupés par
deux ou en courtes chaines et présentant les caractéres généraux de la famille des
Enterobacteriaceae (Ayan M, 2003; Jonaset a., 2004)

Ce sont des bactéries immobiles, non sporulées, aero-anaérobies, ayant un
métabolisme respiratoire et fermentatif, fermentant le glucose avec production de
gaz, oxydase négative, catalase podtive, ODC négative, ADH négative, tryptophane
désaminase et phénylalanine désaminase négatives, béta-glucoronidase négative,
n‘hydrolysant ni 'ADN ni le Tween 80, ne produisant pas d'hydrogene sulfuré et
fermentant de nombreux sucres dont I'inositol. Réaction de VVoges-Proskauer postive
(VP+) et uréase + (Jarlier et Nordman, 2000; Nauciel, 2000).

Variétés uréase négative de K.p: Certaines souches de K.p peuvent
parditre <<uréase->> gores 24 a 37°C si on utilise des cultures sur gélose
nutritive et un milieu réactif a l'urée de type Ferguson (par exemple, milieu urée-
indole). Chez plus de la moitié de ces souches |'uréase peut-étre mise en évidence
en quelques heures, lorsgu'elles ont été cultivées sur des milieux contenant des
sucres fermentescibles (milieu de Hajna ou milieu hypersaccharosé de Worfel-
Ferguson): la fermentation des glucides, en acidifiant les milieux de culture,
favorise la synthése de I'uréase par la Klebsiella. L'autre moitié de ces souches
effectivement dépourvue d'uréase acidifie le milieu (urée-indole) dont I'indicateur
vire au jaune citrin (Courvalin et Phillippon, 1989). Klebsiella pneumoniae
cultive sur les milieux classiquement utilisés pour les entérobactéries. gélose
nutritive, gélose trypticase soja, gélose au sang, gélose au Mac Conkey, gélose
lactosée au pourpre de bromocrésol (BCP), gélose éosine bleu de méthyléne
(EMB), gélose de Drigal ski, Hecktoen....

K.p cultive en 24h, excepté la K.p du type capsulaire K1 qui cultive plus
lentement.

Sur les milieux contenant du lactose et un indicateur de pH, les colonies
apparaissent lactose positif (Le Minor et a., 1990; Fauchére et Avril, 2002)

La majorité des souches sont capsulées, mais environ 6% des souches de K.p
sont dépourvues de capsule. La culture dans les milieux contenant un sucre
fermentescible favorise la formation d'une capsule. En revanche, la culture dans un

bouillon bilié a5% favorise I'évolution vers des formes non capsulées.
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Au moins 77 antigenes K ont é&é décrits: les souches les plus souvent
pathogenes pour I'homme et les animaux appartiennent au type capsulaire 1 et 2, plus
rarement 3 et 4 K (Struve et al., 2003).

La culture ne nécessite pas de facteurs de croissance et elle est obtenue sur des
milieux a base de viande. Les colonies sont rondes, plus ou moins bombées, brillantes
et visqueuses. Aprés 24h dincubation les colonies de K.pneumoniae
subsp.pneumoniae ont un diamétre de 3 &4 mm et ont un aspect muqueux.

K.p type capsulaire K1 croit plus lentement et aprés 48 h dincubation, les
colonies sont volumineuses, bombées, tres muqueuses translucides et elles présentent
une tendance ala confluence (Riegel, 2003; Fauchére et Avril 2002).

Le diagnostic du genre Klebsiella est orienté par I'immobilité constante, la
morphologie des colonies et le grand nombre de sucres fermentés.

La détermination des antigénes capsulaires (réaction de Neufeld ou de gonflement de
la capsule, immunofluorescence indirecte, coagglutination, précipitation en milieu
gélifié....) est une technique discriminante, mais qui nécessite I'absorption des serums
en raison de l'existence de nombreuses communautés antigéniques. Le typage
capsulaire peut égdement confirmer le diagnostic spécifique car les souches de
K.sbsp.Rhinoscleromatis sont de type capsulaire 3 et la majorité des souches de
K.pneumoniae subsp. Ozaenae appartiennent au type capsulaire 4 (Euzéby, 2004).
La caractérisation des antigénes O est peu discriminante compte tenu du faible
nombre de sérovars (le nombre de sérovars, initialement de 13, est maintenant réduit a
9. De plus, dle est trés déicate a rédiser en raison du caractere thermostable des
antigénes capsulaires K qui masquent I’agglutination O (Singleton, 2005).
Plusieurs schémas de biotypage ont été proposés. La caractérisation des biovars est
simple, mais peu discriminante. Elle peut toutefois ére effectuée dans un premier
temps avant la détermination des types capsulaires.

Les techniques de lysotypie et de bactériocynotypie sont moins utilisées et

réservées a des laboratoires de références.
Les techniques de biologie moléculaire (profil plasmidique, ribotypie, eléctrophorése
en champ pulsé, AFLP....... ) sont actuellement les plus utilisées dans le cadre de
I’épidémiologie moléculaire, c’est a dire, la mise en évidence de la circulation de
souches, de leur transmission et du réservoir (D'Agata et a.,2001; Dabernat et al.,
2004; Prescott et al., 2007).
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Les principaux caractéres différenciant K.p du groupe des KES sont regroupés
dansle tableau 1.
Tableaul: principaux caractéres phénotypiques des espéces-types du groupe
Klebsiella-Enterobacter-Serratia (KES) et des especes biochimiquement
apparentées (Le Minor et VVéron, 1989)

K.pneumoniae E.cloacae Smarcescens

ONPG,KCN + + +

H.S, désaminase, - - -
indole

Mobilité -

+
+

VP +

+
+

RM

Uréase + (-)

+ 1

Citrate de Simmons | +

LDC +

++ [+

ODC -

ADH

Gaz en glucose - 0U peu de gaz

Rhamnose

Sorbitol +

+
+
Arabinose +
+
+

Raffinose

R S P

Géatinase - +

Lipase,DNase - +

Si des parentés biochimiques et antigéniques rapprochent K.p et Enterobacter

aerogenes, quelques caractéres permettent de les différencier.
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Tableau 2: Caractéres utilesau diagnogtic différentiel d' E.aerogenes et de
K.pneumoniae (Le Minor et al., 1990)

E.aerogenes K.pneumoniae

Mobilité + -

oDC + -

Uréase - + (98%)
Lactose + +

m-Hydr oxybenzoate + -

Gédatinase -
Carbénicilline S R

Céfalotine R S

Klebsiella variicola se distingue de K.pneumoniae subsp.pneumoniae par la

fermentation de |'adonitol (caractére négatif pour K.variicola et postif pour

K.pneumoniae (Euzéby, 2004).

Il existe environ 4% de souches atypiques de K.p et notamment des souches

uréase négative (Le Minor et VVéron, 1982)

4/Habitat

K.pneumoniae subsp pneumoniae est une espece ubiquiste, isolée des eaux de
surface, des eaux usées, des effluents industriels, du sol, du bois, de végétaux divers
(Dong et a., 2003) et des aliments. Elle est également retrouvée dans la flore fécale

d'environ 30% des animaux et de I'nomme, elle existe a I'éat commensal sur la peau

et les muqueuses, notamment respiratoires (Baerwolf et a., 2002).
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5/Transmission et pouvoir pathogene

K.p est responsable d’infections spontanées dans 25% des cas, mais surtout
d’infections nosocomiales. Dans ce dernier cas, elle est transmise par la manipulation
de matériel souillé (cathéter, masque aoxygene...) et par les mains sales.

K.p est pathogéne chez I’immunodéprimeé, souvent traité par les antibiotiques,
chez lequel elle est parfois inoculée lors de mancauvres dans un but diagnostique ou
thérapeutique.

K.p est responsable d'infections diverses : infections suppuratives, urinaires,
respiratoires, biliaires, hépatiques intra-abdominales, bactériemies, septicémies,
fasciites nécrosantes etc. ......et elle est responsable d'environ 10% des infections
nosocomiales (Chung et a., 1992; Podschum et al., 1998; Dong, 2003 ). L'arthrite a
K.p est rare mais ele peut détruire l'articulation provoquant un handicap définitif
(Schelenz et d., 2007).

Classiquement, les Klebsielles ne sont pas considérées comme agents de toxi-
infections alimentaires.Toutefois, lors d'une toxi-infection alimentaire, une souche de
Klebsiella pneumoniae du type capsulaire 15 et capable de produire une exotoxine de
type thermolabile (LT) a été isolée de la viande et des selles des malades (Guiraud,
1998).

6/Facteur s de pathogénicité

Lestermes" facteurs de pathogeénicité" et" facteurs de virulence" sont employés
comme Ssynonymes par certains auteurs, tandis que d'autres accordent une importance
particuliere pour distinguer les deux termes. Dans notre cas, le terme "pathogénicité
définit la capacité qu'a une bactérie & provoquer la maladie, par contre "virulence"

signifie lamesure du degré de pathogenicité de I'espéce bactérienne.

6.1/ Fimbriae
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Klebsiella pneumoniae est reconnue comme un important pathogéene
opportuniste a Gram-. La capacité d'adhésion de la bactérie aux structures de son
héte est essentielle pour le développement de I'infection. Cependant peu d'éudes
ont examiné l'influence des facteurs d'adhésion sur la virulence de K.p (Di-
Martino et al., 1999; Podschun et al., 2000).

K.p peut produire des fimbriae de type 1 qui semblent impliqués dans
I'attachement aux cellules ciliées de I'appareil respiratoire et aux cellules vésicales
(Di Martino et a., 1999). Elle peut également produire des fimbriae de type 3 dont
I'importance in vivo est mal connue, mais qui pourraient permettre un attachement
aur des surfaces inertes comme du matériel médical ( Lai et al., 2000; Di-Martino
et a., 2003; Riegel 2003). Struve et a (2008), dans une éude au Danemark,
montrent que le genre fimbriae type 1 est un facteur significatif dans les
infections du tractus urinaire.

6.2/ La capsule:

La capsule a été le premier facteur de virulence décrit. Elle protege les
bactéries de la phagocytose et du pouvoir bactéricide du sérum (Lai et al., 2000;
Held et d., 2000; Ofek et al., 2001). In vitro la présence d'une capsule diminue
I'attachement aux cellules intestinales HCT-8 et aux cellules vésicales T-24.
Toutefois in vivo la capsule n'inhibe pas la colonisation de I'intestin et elle semble
étre un facteur de virulence important dans les infections urinaires. Divers
modeles expérimentaux montrent qu'il existe une relation entre la taille de la
capsule et l'intensité du pouvoir pathogene et que les types capsulaires K1, K2,
K4, et K5 sont les plus pathogénes (Fung et Chang, 2000; Lai et al., 2000).

6.3/ Lefer:

Il joue un réle essentiel dans la croissance et la multiplication bactérienne et
la majorité des bactéries pathogenes ont développé des systémes de captation du
fer. Les souches de K.pneumoniae sont aptes a synthétiser trois sidérophores.
Gréce a ces sidérophores, environ 97% des souches de K.p utilisent I'hémoglobine
et 56% utilisent I'hémoglobine liée alI'haptoglobine (Fauchére et Avril, 2002).

Entérobactine et aérobactine:
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La grande majorité des souches synthétise de I'entérobactine. Son réle dans
la virulence est mal connu. Dans le sérum, ce sidérophore est inactivé par
l'albumine et les IgA. Cependant, I'entérobactine semble étre un facteur de
virulence important dans les infections urinaires (Euzéby, 2004).

L'aérobactine est produite par environ 16% a 50% des souches. Les génes
codant pour la synthése de I'aérobactine sont présents sur un plasmide de 180kb.
L'introduction de ce plasmide dans une souche qui en est dépourvue permet
d'augmenter la virulence d'un facteur 100.

Parmi les souches produisant de I'aérobactine, certaines d'entre elles
hébergent I'ilot de pathogénécité HPI (High Pathogenecity Island) des yersinia sp
synthétisent de la yersiniobactine (Lai et al., 2000).

6.4/ Les chaines polysaccharidiques terminales (chaines O spécifiques) du
lipopolysaccharide:

Elles protegent les bactéries de |'activation du systéme complémentaire et des
anticorps specifiques et ont un role protecteur. Comme chez de nombreuses
entérobactéries, le lipide A (endotoxine) est doué de propriétés toxiques (Di
Martino et al., 2003; Hansen et &., 2003).

6.5/ Uréase: contrairement a ce qui est observé avec d'autres bactéries uréase

positive, I'uréase des Klebsiella sp n'est pas considérée comme un facteur de

virulence.
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Klebsiella pneumoniae et antibiotiques

K. pneumoniae est naturellement résigtante aux aminopénicillines
(amoxicilline, ticarcilling) par production d'une B-lactamase de classe A d'espece
(chromosomique) du groupe fonctionnel 2a, inhibée par l'acide clavulanique
(exemple: Klebsidlla pneumoniae 1189). Pour la résistance acquise, K.p peut
présenter une résisance aux inhibiteurs des béta-lactamases: des B-lactamases de
classe A de type mutant TEM résistant aux inhibiteurs (TRI) insensibles & I'acide
clavulanique ont été décrites surtout B-lactamases de classe A & spectre étendu
(BLSE). De nombreuses souches de K. pneumoniae sont productrices de BLSE.
Ains en 2005, au CHU Benbadis de Constantine et parmi 407 souches de K.p
isolées, 222 (54.54%) sont des K.p BLSE+ et d’gprés le réseau national de
surveillance de la résigance aux antibiotiques, en 2007 la fréquence d’isolement a
I’hdpital des souches K.p BLSE+ est de 40.2%. Pour la plupart d'entre elles, la
production de BLSE se traduit par des images de synergie trés caractéristiques entre
les céphalosporines de troisiéme génération et l'acide clavulanique (disque
d'augmentin ou de claventin). La diversité des p-lactamases a spectre étendu décrites
dans Klebsiella pneumoniae est tres grande. Des BLSE telles que TEM-3, TEM-10
(ou MGH-1), TEM-12 (ou YOU-2), TEM-24, TEM-26 (ou YOU-1) ont éé décrites
(Giraud et Fausse, 2003). De nombreux variants de type SHV sont également connus
(SHV-4, SHV-5, SHV-6 ou SHV-8) (Rasheed et al., 2000; Chavez et al., 2001,
Karbenfeld, 2003; Westreenen et al., 2003). La famille des SHV inclue SHV-2 a
SHV-75 qui différent de la SHV-1 par une ou plusieurs positions d'acides aminés
(Haegman et al., 2004).

Plus récemment, la BLSE TEM-52 a éé caractérisée (Winokur et d., 2001) :
elle présente une activité inhabituelle vis-avis du moxalactame, ainsi qu'une synergie

entre cet antibiotique et le clavulanate.

Il existe un autre type de B-lactamase a spectre éendu, il sagit des CTX-M ;
enzymes hydrolysant le cefotaxime, la ceftriaxone plus efficacement que la

ceftazidime (Gniadkowski, 2001; Villegas et al., 2004). Cest une grande famille
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phylogénétiquement différente de TEM et SHV, qui comprend plus de 19 enzymes.
Les isolats CTX-M ont été trouvés chez beaucoup d'especes d'entérobactéries et de
différentes places géographiques, d'abord au Japon a partir d'épidémies nosocomiales
(Yamasaki et al., 2003), ensuite en Europe, en Amérique du sud et plus récemment
en Afrique, en Chine et en Corée (Karivski et a 2001; Navarro et Miro, 2002;
Melano et al., 2003; Kim et al., 2005; Moubarek et a., 2005; Mamalouk et a., 2006;
Touati et a., 2007).

L'enzyme GES ou IBC (Guyana Extended Spectrum) est retrouvée en France la
premiére fois chez une souche de Klebsiella pneumoniae isolée chez un malade
guyanais. Depuis, plusieurs enzymes sont repportées. de GES 1 a GES 9. Elles sont
responsables d'épidémies dans plusieurs pays (Philippon et Arlet, 2005).

B-lactamases plasmidiques de classe C : chez Klebsiella pneumoniae, on connait
un grand nombre de pB-lactamases plasmidiques de classe C qui dérivent des
céphalosporinases chromosomiques. On peut citer FOX-1 et MOX-1 (homologues a
AmpC de P. aeruginosa), et LAT-1 et CMY-2 (homologues & AmpC de Citrobacter
freundii) (Barlow et al., 2003; Hansen, 2003; Richardo et a., 2005). La résistance au
céfépime et au cefpirome a é&é récemment décrite chez K. pneumoniae et semble liée
a la combinaison de deux mécanismes: la production & haut niveau d'une BLSE
SHV-5 et une diminution de la perméabilité de la membrane externe (Tzouvelekis et
Bonomo, 1999; Sturenburg et al., 2004; Haeggman et al., 2004).

La résistance a l'imipéneme enfin est décrite aussi: elle peut é&re due a
I'association d'une imperméabilité de la membrane externe (perte d'une porine de 42
Kda) & une production a haut niveau d'une betalactamase plasmidique de classe C
(ACT- 1, homologue & AmpC de E. cloacae et MIR-1) ( Nordman et Poirel, 2002;
Moland et al., 2003; Jacoby et al., 2004).

On a également décrit au Japon une souche de K. pneumoniae résistante a
I'imipéneme et a la ceftazidime et hébergeant le gene d'une métallo-p-lactamase IMP
sur une structure de type intégron (Menaet a., 2006; Kim et a., 2007; Pasteran et al.,
2008). Des souches codant pour une imipénémase ont été isolées et des cas groupés
dinfections a K.p résistante a toutes les béta-lactamines sont recensées (RAISIN

2001). Des souches portant les génes codant pour la B-lactamase a spectre étendu
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SHV-5 et pour I-imipénémase VIM-1 ont été également décrites (Luzzaro et al.,
2004; Farell et d., 2009)
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HISTORIQUE DES BETALACTAMASES :
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Figure2: Historique des p-L actamases
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Letableau 3: classification structurale et fonctionnelle des B-lactamases d'aprés Ambler et Bush (Bonnet, 2006)

Enzymea sérine

active
A 2a Pénicillinases a +++ ++ - +- - - - . -
spectre restraint
2b Pénicillinasesalarge  +++ ++ + ++ - - - +++ -
spectre
2be b-lactamases a +++ ++ + ++ ++ ++ - +++ -
spectre étendu
2br TEM résdantesaux  +++ ++ + +- - - - - -
inhibiteurs
2c Carbénicillinases ++ +++ + + - - - + R
2e Céfuroximases ++ ++ - ++ + - - +++ -
2f Carbapénemases ++ + ? + + ++ ++ + -
C 1 Céphal ospori nases ++ + - +++ + - - - -
D 2d Oxacillinases++ + +++ v \% - - \% - -
Métallo-enzyme a zinc
B 3 Carbapénémases  ++ ++ ++ ++ )+ - ++ - T+
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L es mar queur s épidémiologiques

La survenue de cas groupés d’infections dues a des bactéries de la méme espéce peut
étre la conséquence de la diffusion épidémique de la méme souche ou peut étre I’addition de
groupes indépendants d’infections dues a des souches différentes.

C’est pour distinguer ces deux situations que I’étude des marqueurs épidémiologiques
est généralement mise en cauvre (Armengaud, 2003).

En pratique usuelle, un laboratoire de bactériologie identifie les souches pathogenes au
niveau de I’espece : K.pneumoniae, Staphylococcus aureus, etc....Au sein de chacune de ces
especes, la diversité génétique des souches permet de reconnditre différents clones. Les
typages par détermination des marqueurs épidémiologiques, en raison de leur colt, ne sont
réalisés que chez les souches de méme espéce suspectées d’avoir une origine commune et

donc une diffusion éidémique (Bourlioux, 1990; Auvril, 1998)

Classification desmarqueurs

Ils sont classés en deux grands groupes :
Les plus classiques sont les marqueurs phénotypiques qui prennent en compte les
caractéres exprimés par les microorganismes et les marqueurs genotypiques qui analysent le

génome, qu’il soit chromosomique ou non chromosomique.

1. Lesmarqueurs phénotypiques

Ils sont faciles a mettre en cauvre, en revanche ils sont trés fortement influencés par les
conditions (facteurs environnementaux) qui exercent sur eux une pression sélective. Exp : les
antigénes influencés par les anticorps produits lors des réponses immunitaires, ou la
résistance aux antibiotiques chez les bacilles a Gram négatif influencée par la présence des
antibiotiques dans le milieu ou vit le germe.

C’est a cause de la pression sélective qu’il est nécessaire de trouver des marqueurs

neutres vis avis de la sélection naturdlle.

1.1. Lebiotype:
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Il est basé essentiellement sur I’é&ude de I’ activité métabolique des souches (utilisation
des sucres, activité enzymatique)

Peu reproductible, il ne doit pas étre utilise seul & moins de digposer de galerie
miniaturisée de 50 tests (Meunier et a., 1997; Monteil, 1999)

1.2. L antibiotype:

L ‘antibiogramme est |a technique réalisée quotidiennement au laboratoire sur toutes les
souches isolées. L’antibiotype est un marqueur trés utile lorsqu’il concerne un profil
particulier et nouveau. L’inconvénient majeur auquel est confronté I”antibiogramme est | e fait
que les souches hospitaliéres épidémiques résistent a la majorité des antibiotiques (Avril et
Donnio, 1998). Cependant I’étude des marqueurs de résistance aux antibiotiques des souches
bactériennes reste une étape incontournable d’abord pour la décision thérapeutique et pour le
suivi des souches agents d’épidémies, car en multipliant les marqueurs on affite le pouvoir
discriminant de la technique. En regle générale, dans un laboratoire de diagnostic
microbiologique, la suspicion d’une épidémie débute aprés I’isolement de 2 a 3 souches de la
méme espéce ayant le méme antibiotype, isolées dans le méme service, dans un laps de temps

court.

1.3. Les&rotype:

Il fait appel aux sérums immuns des antigenes de surface des bactéries, la détermination
des antigénes somatiques O, la déermination des antigenes capsulaires permet une
caractérisation des souches et c'est la méhode la plus largement utilisée pour le typage des
K.pneumoniae (Hansen et al., 1999; Fung et al., 2000). L’inconvénient et que les antisérums
sont colteux. Chez K.p au moins 77 antigénes K et plus de 12 antigénes O ont €&é décrits.
Les souches les plus souvent pathogénes pour I'homme et les animaux appartiennent au type
capsulaire 1 et 2, plus rarement 3 et 4 K (Eyquem et a., 1998% Struve et al., 2003).

1.4. Lelysotype:

Il détermine la résistance ou la sensibilité des souches a une gamme de bactériophages.
La sensibilité est due au fait que la souche posséde des récepteurs spécifiques. Pour laK.p le

lysotype a é&é développé dans les années 1960 (Birge, 1994) mais n'est jamais devenu
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courant. L’inconvénient est la difficulté de maintenir les stocks de phages biologiquement
actifs et les souches de controle tests (Avril et Donnio, 1998).

1.5. Le bactériocinotype:

Tout comme la lysotypie, il sagit la d’une technique lourde rédisée dans les
laboratoires de référence. Beaucoup d'auteurs recommandent le typage de la K.p via
bactériocines. La bactériocynotypie étudie la sensibilité a des bactériocines.

Les bactériocines sont des substances bactéricides communément des proténes
produites par des bactéries pour inhiber la croissance d'autres bactéries, souvent membres des
mémes especes (Grimont et al., 2007). La synthése des bactériocines n'est pas assez fréquente
chez K.p ce qui fait de cette technique la méthode de choix pour le bactériocynotype des
organismes appartenant a ce genre (Birge, 1994; Podschun et Ullmann, 2000)

1.6. L >éléctrophor ése des protéines et immunaoblotting :

Les variations de structure des protéines totales ou des protéines de surface bactériennes
peuvent-étre analysées par I’ééctrophorése en gel de polyacrylamide aprés dénaturation des
condtituants bactériens par le lauryl sulfate de sodium dodecyl sulfate (SDS-Page). Les
protéines sont ensuite détectées dans le gel soit directement par coloration, soit indirectement
par immuno-blot. L’ avantage de cette technique est de pouvoir typer toutes les bactéries, mais
son inconvénient, surtout lorsqu’elle n’est pas suivie d’immunoblotting, est de donner parfois
trop de bandes ce qui a pour conséquence une lecture et une interprétation difficiles (Avril et
Donnio, 1998).

2. Lesmarqueursgénotypiques
C’est I’analyse de I’ADN total, chromosomique ou extra chromosomique.

2.1. Etude du polymorphisme enzymatique par méthode ééctrophoréique ou
Multilocus Enzyme Electrophorésis (MEE) :

Cette méhode consiste & séparer les protéines par migration en gel puis a détecter

chague enzyme par son activité vis a vis de son substrat spécifique. Pour chaque enzyme
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étudiée, les différents variants de mobilité de cette enzyme, appelés alloenzymes, sont mis en
évidence (Robicsek et a., 2006).

Une souche est caractérisée par une combinaison d’alloenzymes appelée type
éléctrophorétique ou zymotype. On distingue jusqu'a plus de 90 types d’estérases chez les
Enterobacteriaceae (Freney et al., 2000).

2.2. Analyse du contenu plasmidique:

Les plasmides sont des ADN circulaires extra chromosomiques situés dans le
cytoplasme bactérien. Ils codent pour des mécanismes de résistances aux antibiotiques, pour
des caractéres métaboliques et des facteurs de virulence (Nicklin et al., 2000; Galani et al.,
2002). Les plasmides dits cryptiques n’ont pas de fonction connue. En revanche toutes les
souches n’hébergent pas de plasmides. L’analyse du contenu plasmidique est la plus simple
des techniques d’épidémiologie moléculaire, cependant le contenu est instable puisqu’une
souche peut acquérir ou perdre des plasmides. De plus des souches différentes peuvent
héberger des plasmides identiques (Rodriguez-Martinez et al., 2003).

L’ADN plasmidique peut-étre séparé de I’ADN chromosomique par ultracentrifugation.
Les plasmides peuvent auss étre séparés entre eux en fonction de leur poids moléculaire par
éléctrophorése en gel d’agarose, aprés dénaturation de I’ADN chromosomique a pH 13.5, ou
par la chaleur, ce qui permet de déterminer leur nombre et leur taille (Nicklin et a., 2000).

Un traitement préalable par une enzyme de restriction, coupant des plasmides différents
en des Stes variés permet de distinguer des plasmides différents mais de mémetaille.

2.4. Techniques d’hybridation

Aprés avoir séparé |le chromosome par électrophorése en gel d’agarose les fragments
produits par les coupures des enzymes de restriction, ceux-ci sont transférés sur une
membrane de cellulose ou de nylon. En utilisant ensuite des sondes ’ADN marque, seules
seront visibles les bandes d’ADN chromosomique s’hybridant avec la sonde. Le nombre de
fragment est donc considérablement réduit. 1l varie avec le nombre de loci qui sont
homologues & la sonde. Leur localisation varie avec celle des sites de coupures des

endonucléases (Barouton et al., 1995; Freney et al 1998)

2.4.1. Sondereconnaissant I’ADN codant pour I’ARN ribosomal. (Ribotypie)
35



La ribotypie est une technique utilisée pour documenter des épidémies dues & de
nombreuses especes de bactéries responsables d’infections nosocomiales

La ribotypie décrite par P.A.D. Grimont, utilise des sondes reconnaissant les loci
d’ADN codant pour I’ARN ribosomal (r RNA) 16 S et 23 S (Mena et al., 2006; Perichon et
al., 2007). Elle a deux avantages : d’une part, les genes codant pour le r RNA sont identiques
dans le monde des eubactéries, ce qui permet I’utilisation d’une sonde universelle, d’autre
part, la majorité des espéces bactériennes possedent plusieurs copies de I’opéron ribosomal

(rrn).

2.4.2. Hybridation avec d’autres sondes

La découverte de séguences d’insertion (i S) ou ééments transposables répétitifs a
permis, laréalisation de sondes spécifiquesde cesi s. La standardisation de cette technique en
utilisant la sequence d’insertion i s 6110 permet la comparaison des résultats obtenus dans
différents laboratoires, et c’est aussi un outil pour éablir le caractére nosocomid de certaines

tuberculoses (Avril et Donnio, 1998).

2.5. Electrophorése en champ pulsé ou Pulsed-Field G Electrophoresis (PFGE)

La PEFG est considérée comme l'éaon-or des méthodes de typage moléculaire,
comparé a d'autres méthodes, elle offre souvent un pouvoir de discrimination supérieur
(Singleton, 2005).

En pratique, I’ADN chromosomique des souches étudiées doit étre préparé sans subir de
coupures. Les bactéries sont incluses dans des blocs d’agarose. Elles y sont traitées par des
enzymes et des détergents de fagon a ce que seul I’ADN intact reste inclus dans les blocs,
I’ADN egt aors soumis a des enzymes de restriction choisies en fonction de I’espece
bactérienne de fagon a obtenir un nombre de fragments d’ADN, inférieur &20. La séparation
des fragments est alors réalisée par migration dans un gel d’agarose soumis au champ pulsé.
L’ensemble des fragments obtenus est caractéristique de chague souche analyseée dont il
condtitue le << pulsotype >> (D'Agata et al., 2001; Pimkin et al., 2002).

Au cours d’une situation épidémique, ou supposée telle, la procédure recommandée est

lasuivante :
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- ldentifier les isolats dont le pulsotype montre clairement qu’ils sont uniques et non
reliés aux autres.

- Classer comme soustypes d’une méme souche les isolats ayant des pulsotypes
voising, mais différents (dont la différence porte sur trois bandes au plus), et
considérer comme distincts les isolats dont les pulsotypes se différencient par plus de

trois bandes.

Lorsque des doutes subsistent concernant le fait que des souches sont relieés ou non, la
prudence consiste a considérer qu’elles sont reliées, de fagon a en tenir compte dans un
plateau visant a contréler la diffusion épidémique de ces souches (Meunier et al., 1997).

L’ électrophorése en champ pulsé est une technique qui a de nombreux avantages :

- Pour une souche donnée le pulsotype est stable et reproductible (Singleton, 2005). Elle
analyse latotalité de |’ADN chromosomique.
- Elle s’est montrée discriminante par le polymorphisme observé chez toutes les espéces

bactériennes étudiées.

Ces avantages font que, malgré son colt, I’électrophorése en champ pulsé est une
technique appelée a se développer d’autant plus facilement que des kits de réactifs appropriés
en fonction de I’espéce bactérienne & examiner sont mis sur le marché (Prévost et al 1993;

Hansen et al., 2002). Nous avons adopté cette technique dans notre éude.
2.6. Typage aprésamplification par PCR
La technique d’amplification génomique par réaction de polymérisation en chaine est
connue pour son efficacité comme méthode diagnostique. Il existe deux modalités
d’application de la PCR au typage bactérien (Eyquem et d., 1998)b.
2.6.1. Amplification a partir de séquences connues:
2.6.1.1. Amplification spécifique a partir de séquences r épétées (REP-PCR) :
Deux séquences conservées et répétées du génome bactérien ont été

décrites chez les entérobactéries et d’autres bacilles & Gram négatif : les

sequences REP (Repetitive Extra Palindromic) et les séquences ERIC
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(Enterobacterial Repetitive intergenic consensus). Ces séquences aux fonctions
inconnues, peuvent étre utilisées comme sites de liaison aux amorces dans la
réaction PCR (REP-PCR ou ERIC-PCR) pour produire des profils différents
(Noah et al., 2001).
2.6.1.2. PCR-ribotypage
Cette technique utilise des amorces codant pour les ARN 16 S et 23 S.
Elle permet de détecter le polymorphisme dans les régions intergéniques 16 S
et 23S
2.6.2. Amplification au hasard ou arbitrarily primed PCR (AP-PCR) ou
Random Amplification of polymorphic DNA (RAPD) :

Elle consiste a amplifier par PCR des fragments du génome en utilisant comme
amorce des séquences choisies au hasard. Les amorces choisies, d’une dizaine de bases et
d’un % G+C > 40, se répartissent sur le génome bactérien. Lorsgue les deux amorces ont
trouvé des homologies le fragment d’ADN qui les sépare est amplifié par PCR. Les
produits d’amplification sont alors directement analyses par éectrophorése (Brise et
Verhoef, 2001; D'Agataet al., 2001) .

Cette technique a de nombreux avantages :

- Elle ne nécessite pas d’informations sur la séquence cible.

- Elle est discriminante et a de nombreuses applications.

- Elle ne nécessite pas d’enzyme de restriction et de ce fait un colt moindre que
beaucoup d’autres techniques.

Le typage des souches renseigne sur I’ampleur de la dissémination d’une souche
clonale, le nombre de souches clonales, |’origine des contaminations et les vecteurs de
transmission, ainsi que les facteurs de risque d’infection et de transmission des souches
nosocomiales.

Concluson :

Au totad, les techniques bactériologiques actuelles permettent avec un grand pouvoir
discriminant de comparer entre elles les souches appartenant & la méme espéce et de
confirmer ou d’écarter I’hypothese de la diffusion épidémique d’une méme souche. Mais ce
n'est gu’une étape descriptive en i, €elle est sans efficacité, si elle n’est pas suivie par
I’établissement et I’observance de mesures préventives de la diffusion des infections

nosocomiales.
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Principalesfamilles desantibiotiques actifs sur lesBGN et leur mode d’action:

Ces informations sont importantes pour comprendre les mécanismes biochimiques et

génétiques de larésistance.

Chaque famille d'antibiotiques posséde son site d'action propre au métabolisme des

bactéries.

1. Antibiotiquesagissant sur la synthése du peptidoglycane ou paroi bactérienne

Lorsque les bactéries sont en phase de croissance, il existe simultanément des
phénomenes de synthése et de destruction du peptidoglycane. L'équilibre entre ces deux
phénomenes est rompu par des antibiotiques inhibant la synthése du peptidoglycane. 1l en
résulte une altération de la paroi ayant un effet |étal pour la bactérie.

B-lactamines

Elles ont en commun un noyau B-lactame présentent une analogie structurae avec la
terminaison D-AlaD-Ala du précurseur du peptidoglycane. Elles se fixent de maniére
covaente sur des protéines membranaires, appel ées protéines de liaison & la pénicilline (PLP).
Ces protéines sont des enzymes impliquées dans la phase finale de la synthése du
peptidoglycane, c.a.d I'éape de polymeérisation a partir de sous unité faites d'un disaccharide-
peptide (Bonet, 2006).

L'activité enzymatique des PLP est inhibée par leur liaison avec les p-lactamines. Une
bactérie contient plusieurs variétés de PLP. L'affinité des B- pour les PLP est variable en
fonction des B-lactamines et en fonction des PLP.

Les B -lactamines ont un effet bactéricide sur les bactéries en voie de croissance. |l
existe de nombreuses variétés de p-lactamines qui se distinguent par leur spectre d'activité et

leurs propriétés pharmacologiques (Jarlier, 1995; Jarlier et Nordman, 2000).

Parmi les 3 —lactamines on distingue:
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Les pénicillines, les céphalosporines, les associations avec les inhibiteurs des f —
lactamases, les carbapénémes, , et les monobactames (Dabernat, 1995).

2. Antibiotiquesinhibant la synthése protéique

2.1. Antibiotiques se fixant sur la sous-unité 30S du ribosome

2.1.1. Aminosides ou aminoglycosides

La streptomycine fut le premier antibiotique de cette famille. Actuellement les plus
utilisés sont la gentamicine, la tobramicine, I'amikacine, et la netilmicine. Les aminosides
ne sont guere utilisés en monothérapie, e plus souvent ils sont associés aux  —lactamines

avec lesquellesiils exercent un effet synergique.
La streptomycine et la kanamicine ne sont plus guére utilisées en clinique.

Les aminosides sont des inhibiteurs de la synthése des protéines qui exercent des
effets pléiotropes sur la bactérie. Ce sont des antibiotiques bactéricides. Ils inhibent la
traduction aux stades d'initiation, d'dongation et de terminaison. Leur cible est 'ARN 16S
du ribosome bactérien. 1l a été établi il y'a de nombreuses années que I'effet inhibiteur des
aminosides était d0 a leur fixation sur la sous unité 30S du ribosome (Lambert et
Courvalin, 2000; Lambert, 2006).

2.1.2. Tétracycilines

Cette famille d'antibiotiques exerce une activité bactériostatique. Ce sont des
antibiotiques a large spectre. De nombreuses souches présentent des résistances du fait de
leur utilisation dans le passé. Actuellement elles sont considérées comme Simple marqueur

phénotypique pour les Enterobactéries (Bergogne-Bérézin et Dellamonica, 1995).

2.2. Antibiotiques sefixant sur la sous—unité50S du ribosome
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- Chloramphénicol :

Simple marqueur phénotypique pour les BGN, sauf les Salmonelles et les Shigelles.
C'est un antibiotique a large spectre, a effet bactériostatique, trés actif pour le traitement
de la fievre thyphoide, actuellement il est peu commercialisé en raison de sa toxicité
(Singleton, 2005).

3. Antibiotiques agissant sur lesacides nucléiques

3.1. Sulfamides et triméthoprime

Les sulfamides sont des analogues de I'acide para-aminobenzoique. Ils inhibent la
synthése des folates en inhibant la dihydroptérate synthétase, d’ou leur action sur la synthese
d'acides nucléiques. lls sont peu utilisés actuellement en raison de leurs nombreux effets
secondaires et la fréquence des souches résistantes, puisqu'ils ont été les premiers agents
antimicrobiens utiliseés.

Le triméthoprime inhibe la synthese des folates en inhibant la dihydrofolate réductase.
C'est un agent a large spectre, utilisé essentiellement en association avec un sulfamide (effet
synergique) (Singleton, 2005).

3.2. Quinolones

Elles inhibent des topoisomérases, enzymes intervenant dans la conformation de I'ADN,

et plus particuliérement la topoisomérase Il (ou ADNgyrase) et la topoisomérase IV.

Elles se fixent sur le complexe formé par la topoisomérase et I'ADN (Jacoby et al.,
2003).

Les quinolones de premiere génération dont le chef de file est I'acide nalidixique,
n'agissent que sur les bacilles & Gram négatif et ne sont utilisées que dans le traitement des

infections urinaires.
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Les quinolones de 2éme génération ou fluorogquinolones comprennent principalement la
pefloxacine, I'ofloxacine et la ciprofloxacine. Elles sont bactéricides et sont 100fois plus
actives que celles de la 1ére génération (Bryskier, 1999).

4. Antibiotiques agissant sur lesmembranes

4.1. Polymyxines

Elles se fixent sur les membranes bactériennes et les désorganisent. Antibiotiques a
effet bactéricide. La colistine est I'antibiotique le plus utilisé. Elle n'agit que sur les
bacilles a Gram négatif (Singleton, 2005).

4.2. Nitrofuranes

Ce sont des produits a large spectre. La nitrofurantoine est utilisée exclusivement

dans lesinfections urinaires (Nauciel, 2000).
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Résistance aux antibiotiques

1. Généralités

Les antibiotiques ont été la révolution du vingtiéme siécle pour le traitement des
maladies infectieuses bactériennes. |ls sont indispensables et personne ne songerait a discuter
leurs indications pour le traitement des infections. Mais il et clair que leur facilité
d’utilisation, I’habitude de traiter des maladies supposées infectieuses a conduit a la
généralisation de I’usage des antibiotiques dans des circonstances cliniques qui ne se justifient
pas (Gastmeier et al.,2000). Les effets indésirables sont nombreux, immédiats, individuels,
secondaires et collectifs, comme il a été rapporté dans I’argumentaire de I’agence francai se de
sécurité sanitaire des produits de santé, paru dans Médecine et Maladies Infectieuses 2002 :
32; 134-58. Des recommandations ont été élaborées concernant la prescription. Prescrire

MOINS, prescrire mieux.

La situation est critique en médecine d'hdpital car les bactéries sont alors soumises a
une pression antibiotique congtante entrainant une évolution vers des résistances de plus en
plus importantes, c'est le cas avec les BGN dont K.pneumoniae qui constitue |'espéce
bactérienne multi résistante la plus fréguemment isolée au CHU de Constantine.Les
mécanismes génétiques et biochimiques, responsables de la résistance des bactéries aux
antibiotiques, permettent de mieux comprendre I’épidémiologie de |a résistance (apparition et
diffusion des genes de résistance et des souches résistantes) et de mieux appréhender les
facteurs responsables de la sélection des souches résistantes. Sur le plan génétique, la
résstance des bactéries aux antibiotiques résulte soit d’une résstance naturelle soit d’une

rés stance acquise.



2/ Les niveaux derésistance

D'un point de vue bactériologique, on dit qu'une souche est résistante lorsgu'elle peut
croitre en présence d'une concentration d'antibiotique plus @evée que la concentration qui

inhibe la majorité des souches de laméme espece.

On parle de bas niveau de résstance s la croissance est stoppée par de faibles
concentrations d'antibiotique et de haut niveau de résistance si de fortes concentrations sont

nécessaires.
2. Lesphénotypesderésistance

Quand on étudie la sensibilité d'une souche a plusieurs antibiotiques, on détermine son
phénotype de résistance aux antibiotiques. Si la souche n'exprime que des résistances
naturelles, on dit qu'elle appartient au phénotype "sauvage" ou sensible. Si des résistances
acquises ont modifié sa sensibilité, elle exprime un phénotype de résistance qu'on peut
identifier et dont on doit tenter de déterminer le mécanisme.

Ces phénotypes sont souvent désigneés par les initiales des antibiotiques devenus inactifs
: ains une souche résistante a la kanamycine, a la tobramycine et a la gentamicine appartient

au phénotype KTG.

3. Résistance naturelle

La résistance naturelle ou intrinséque est un caractére d’espéce qui touche toutes les
cellules de toutes les souches alors que la résistance acquise est un caractére qui ne concerne
que quelques (ou pafois de nombreuses) souches d’une espece donnée.
La résistance naturelle est stable, transmise & la descendance mais pas ou peu transmissible
sur un mode horizontal. Inversement, la résistance acquise et moins stable, mais elle se
propage souvent de fagon importante dans le monde bactérien. La résistance naturelle a pour
support génétique le chromosome bactérien et elle permet de définir le spectre d’activité des
antibiotiques (Fauchere et Avril, 2002). Ses mécanismes biochimiques sont nombreux et
quelques uns d'entre eux sont Cités ci-dessous.

§ Les bacilles & Gram neégatif (et notamment les entérobactéries dont K.p et
Pseudomonas aeruginosa) sont naturellement résistants, le plus souvent a bas niveau,

aux antibiotiques hydrophobes et/ou de masse moléculaire élevée (pénicilline G,
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pénicilline M, macrolides, rifampicine, acide fusidique, novobiocine, vancomycine)
car ces antibiotiques ne peuvent traverser la membrane externe de la paroi. Klebsiella
pneumoniae est naturellement résistante a I'amoxicilline, ampicilline e a la

ticarcilline, gréce a une B-lactamase chromosomique naturelle (Pina et d., 2000).

§ Les bactéries anaérobies sont naturellement résistantes aux aminosides car le passage
des aminosides a travers la membrane cytoplasmique nécessite un systéme de
transport actif absent chez les anaérobies. Pour les mémes raisons, les bactéries aéro-
anaérobies facultatives sont moins sensibles aux aminosides lorsqu’elles sont placées
dans un environnement pauvre en oxygene Euzéby, 2009).

§ Certaines espéces (Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia spp., Citrobacter spp.,
Morganella spp., Providencia spp., Pseudomonas aeruginosa, Bacteroides fragilis,

Bacillus cereus, Nocardia spp., ...) produisent naturellement des -lactamases.

4. Résistanceacquise

Elle existe gréce a I'acquisition d'un ou de plusieurs mécanismes de résistance qui
déterminent un phénotype bien précis de résistance, différent du phénotype sauvage,
caractérisant les souches n‘ayant pas acquis ce mécanisme. Elle ne concerne qu'une population

plus ou moins importante de souches d'une espéce.

La résistance acquise a été observée dés le début de I”antibiothérapie mais sa fréquence
était faible. Ultérieurement, la généralisation de I’ utilisation des antibiotiques a conduit a une
sdlection des souches résigantes et on constate, quotidiennement, que de tres nombreuses
souches ne se comportent pas a I’égard des antibiotiques conformément & ce que les spectres
d’activité permettraient de le supposer. Ce phénomeéne a atteint une telle ampleur que la seule
identification bactérienne ne permet plus de prédire le comportement d’une souche isolée vis-
&vis des antibiotiques (Ros,1999; Meyer et d., 2004).



5. Résistance croisée et Co-résistance

La résistance croisée résulte d'un seul mécanisme biochimique et concerne des
antibiotiques appartenant ala méme famille (Euzéby, 2009)

La Co-résistance est liée a plusieurs mécanismes (pluseurs genes de résistance
impliqués) et concerne des antibiotiques appartenant a différentes familles (Podglajeu 2006).

6. Mécanismes génétiquesdela résistance acquise

Le potentiel génétique d’une bactérie est congtitué d’une part d’un génophore
obligatoire, le chromosome et d’autre part de un ou de plusieurs génophores facultatifs et
extra-chromosomiques, les plasmides. Des genes sont également portés par des éléments
génétiques transposables et par des intégrons. Une bactérie peut ains acquérir une résistance
aux antibiotiqgues par deux grands meécanismes génétiques. L’un a pour support le
chromosome et définit une résistance chromosomique, I'autre a pour support les plasmides ou
les éléments transposables ou les intégrons et ils définissent une résistance extra

chromosomique (Tigaud, 2000).

6.1. Résistance chromosomique

Elle ne concerne que 10% des résistances acquises. La résistance chromosomique résulte

d’une mutation dont elle en présente tous les caractéres.

6.2. Résistance extra-chromosomique
Elle concerne 90% de résistance acquise, la résistance acquise souvent médiée par un
élément génétique transposable (plasmide, transposon) a la faculté de se transmettre

horizontalement parfois entre especes différentes, entrainant par exemple une épidémie de
plasmide. Latransmission verticale existe aussi.

6.2.1. Plasmides
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Les premiers plasmides de résistance aux antibiotiques ont été décrits au Japon a
la fin des années 1950, lors d’une épidémie de dysenterie becillaire & Shigella flexneri.
Depuis cette date, des plasmides de résstance ont été retrouvés chez de tres
nombreuses espéces et on a constaté que la résistance plasmidique concerne de tres
nombreux antibiotiques (Bush, 1994).

§ Larésigance plasmidique est liée a la synthése de protéines additionnelles et
non a une modification des constituants normaux de la bactérie. Les bactéries
porteuses de plasmides sont normales alors que les bactéries résistantes par
mutation sont souvent fragilisées. Aussi, les bactéries porteuses de plasmides
ne sont pas ou peu contre-sélectionnées en I’absence d’antibiotique (Birge,
1994; Nicklin et a., 2000).

§ De nombreux plasmides de résistance sont conjugatifs ou mobilisables ce qui
permet un transfert horizontal par conjugaison ou mobilisation. Les plasmides
conjugatifs ou non conjugatifs peuvent également étre transmis par
transduction (transfert par I’intermédiaire d’un bactériophage) ou par
transformation (pénétration dans une bactérie réceptrice d’ADN libre). Ces
transferts sur un mode horizontal par conjugai son, mobilisation, transduction et
transformation sont aI’origine d’une dissémination trés importante au sein des
populations bactériennes ce qui fait qudifier la résistance plasmidique de
contagieuse ou d’infectieuse. Cette dissémination des génes de résistance est
exacerbée par la présence d’éléments génétiques transposables et d'intégrons
(Le Minor, 1982)

6.2.2. Elémentsgénétiquestransposables et intégrons

L’importance des éléments génétiques transposables et des intégrons inclus dans

les transposons est considérable.

Les plasmides de résistance sont susceptibles d’évoluer par acquisition ou pertes
successives de déterminants de résistance portés par des ééments génétiques
transposables. Les éléments génétiques transposables expliquent que certains
plasmides soient construits de fagon modulaire. Ainsi, le plasmide R1 possede les

génes codant pour la résistance & 5 antibiotiques différents. Ce plasmide résulte de
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I’acquisition par un plasmide apparenté au facteur F, d’un transposon codant pour la
résistance au chloramphénicol, d’un trangposon codant pour la résistance a la
kanamycine et du transposon Tn4 qui code pour la résistance a la sreptomycine et aux
sulfamides et qui héberge lui méme le transposon Tn3 porteur d’un gene de résistance
pour I’ampicilline (Fauchere et Avril, 2002).

Les éléments génétiques transposables permettent la dissémination de genes
entre des bactéries phylogéniquement éloignées en permettant I’implantation d’un

géne la ou cdle d’un plasmide échoue.

§ Les plasmides des entérobactéries peuvent se transmettre a des especes de la
famille des Pasteurellaceae mais les plasmides transférés ne peuvent pas se
répliquer dans les cellules réceptrices. Si le plasmide transféré possede des
éléments transposables, ceux ci peuvent s’intégrer dans une molécule d’ADN
de la bactérie hote, par exemple un plasmide. Ainsi engendré, ce plasmide
modifié pourra se transmettre entre souches de la méme espéce ou entre des
souches d’espéces différentes mais phylogéniquement proches (Birge, 1994,
Nicklin et al., 2000).

Comme pour la résistance chromosomique, les genes de la résistance extra-
chromosomique ne sont pas induits par I’ utilisation des antibiotiques qui se contentent
de sélectionner les bactéries porteuses de tels génes. Il est important de noter que la
résistance extra-chromosomique étant souvent une multi-résistance, I’utilisation d’un
seul antibiotique va sélectionner des bactéries multi-résistantes qui ne sont pas contre-
sélectionnées en I’absence d’antibiotique (Harbarth et Cameli, 2001; Haeggman et al.,
2004).



Tn Thn

Chr Chr
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Figure4: Mobilisation d'un transposon (Tn) d'une bactérie donatrice a gauche a une
réceptrice par conjugaison (http://www.onerba.org/) Claire Poyart....

7. Mécanismes biochimiques de larésistance acquise

Les mécanismes biochimiques de la résistance acquise peuvent étre regroupés en trois
grands types de mécanismes : (i) diminution de la perméabilité et efflux actif, (ii)
modification de la cible des antibiotiques et (iii) production d'enzymes inactivant les

antibiotiques et ce dernier mécanisme est le plus fréquent.

Les principaux mécanismes biochimiques sont résumés dans le tableau 4.
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Tableau 4 : Principaux mécanismes biochimiques de la résistance aux antibiotiques
actifssur lesBGN (Jehl et al., 2003)

Antibiotiques

Aminosides

Béta-lactamines

Phénicolés

Quinolones

Sulfamides

Triméthoprime

Résistance chromosomique
Diminution de la permésabilité
Modification de lacible

(protéine S12 de la sous-unité
30Y9)

Diminution de la permésabilité
Diminution d'affinité des PLP
Augmentation de la synthése
desPLP

Synthése de nouvelles PLP

I nactivation enzymatique par
des céphalosporinases

Diminution de la permésabilité

Diminution de la permésabilité
Modification de la cible (géne
gyrA, gyrB ou parC)
Diminution de la permésabilité
Modification par mutation de
la dihydroptéroate synthétase

Diminution de la perméabilité-
Modification par mutation de
la dihydrofolate réductase
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Résistance extra-chromosomique

I nactivation enzymatique par des
acetyltransférases, des
nucléotidyltransférases et des
phosphotransférases

I nactivation enzymatique par
diverses béta-lactamases

Efflux actif spécifique

I nactivation enzymatique par des
chloramphénicol acétyltransférases

Dihydroptéroate synthétase
additionnelle et sans affinité pour les
sulfamides

Dihydrofolate réductase
additionnelle et insensible au
triméthoprime



7.1. Diminution dela perméabilité et efflux actif

7.1.1. Diminution dela perméabilité

Une diminution de la permésabilité résulte souvent d’une mutation affectant la
structure des porines ou diminuant la synthése des porines c'est pourquoi elle concerne
les BGN. C’est chez Escherichia coli, les Enterobacter spp, les Serratia spp, les
Klebsiella spp et Pseudomonas aeruginosa que ce mécanisme a le plus d’importance :
une ou plusieurs modifications des porines sont & I’ origine d’une résistance acquise aux
béta-lactamines, aux quinolones, au chloramphénicol, aux sulfamides, au triméthoprime
et aux tétracyclines (Pleisiat et Zhha-Zarifi, 1996; Fauchére et Avril, 2002).

Dans le cas des aminosides, I’imperméabilité résulte d’un mécanisme différent.
Elle est due & des mutations modifiant le systéme de transport actif de ces molécules et
provoquant une diminution d’activité de tous les aminosides. Cest aors une

modification de la membrane cytoplasmique.

7.1.2. Efflux actif

Les systemes d'efflux sont constitués de protéines particulieres, jouant le réle de
pompes utilisant une force protons motrice pour expulser I'antibiotique dés qu'il apparait
dans la bactérie.

Des mutations dans les régions régulatrices des opérons des systémes d'efflux
multi-drogues peuvent conduire & une surexpression des systemes d'efflux constitutifs,
associée ou non a une perte des porines, et conférer une multirésistance aux
antibiotiques. Ainsi, la mutation des génes marRAB d'Escherichia coli entraine une

résistance aux quinolones, au chloramphénicol et aux tétracyclines.
Une acquisition de genes peut ére a l'origine de systemes d'efflux spécifiques.
Contrairement aux systemes d'efflux multi-drogues, les systémes d'efflux spécifiques ne

permettent que I'exportation de molécules apparentées (Poole, 2004).

§ Le premier exemple connu de résistance acquise par efflux transmembranaire
spécifique est celui des tétracyclines. Des transposons (Tn 10 et Tn 1721)

codent pour des protéines (protéines Tet) qui exportent les té&racyclines a
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travers la membrane cytoplasmique. Selon les protéines Tet synthétisées, la
résistance concerne toutes les tétracyclines sauf la minocycline ou toutes les

tétracyclines y compris la minocycline.

§ Le géne cassette cmlA, initialement décrit chez Pseudomonas aeruginosa et
inclus dans le transposon Tn 1696, code également pour un systeme d'efflux
spécifique concernant le chloramphénicol et le florfénicol.

Par la suite, de nombreux autres génes homologues de cmlA, portés par des
transposons ou des plasmides, ont é&é identifiés chez diverses bactéries
(entérobactéries, Pseudomonas aeruginosa, Photobacterium damselae subsp.
piscicida, Staphyl ococcus lentus).

Le meilleur exemple de résistance par efflux pour les BGN concerne la résistance aux
quinolones due a une surexpression d'une pompe a efflux naturelle médiée par des
protéines membranaires (Quentin et al., 2004). Chez K.pneunoniae c'est le géne acrR”

qui code pour un systéme de pompe a efflux (Poole, 2004).

7.2. Modification de la cible des antibiotiques

7.2.1. Modification desPLP

Les PLP ou protéines liant les pénicillines sont des enzymes qui catalysent
I’étape finale de la biosynthése du peptidoglycane et elles sont la cible des -
lactamines. Une modification des PLP est principalement décrite chez les bactéries a
Gram positif et, beaucoup plus rarement, chez des bactéries a Gram négatif comme
Neisseria gonorrhoeae et Haemophilus influenzae. La modification d’affinité des PLP
résulte de: la Synthése d’une ou de plusieurs nouvelles PLP insensibles aux béta-
lactamines (Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumonia€) et liée a I’acquisition

de nouveaux genes.

Dans le cas des souches de Staphylococcus aureus résistantes a la méticilline,
I’acquisition et I’intégration dans le chromosome d’un géne (mecA), d’origine
mal connue, induit la synthése d’une nouvelle PLP (la PLP 23). LaPLP 2a et
capable d’assurer a elle seule I’assemblage du peptidoglycane et elle confére

une résistance atoutes les béta-lactamines.
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Dans le cas de Streptococcus pneumoniae la résistance est liée a diverses
recombinaisons chromosomiques avec des génes provenant d’autres
streptocoques. Au moins quatre des cing PLP de haut poids moléculaire
peuvent étre modifiées par rapport aux souches sensibles (Fauchére et Auvril,
2002).

7.2.2. Modification dela cible des quinolones

Des mutations dans le géne gyrA peuvent modifier la sous unité A de I’ADN
gyrase (une des cibles des quinolones) et diminuer I’affinité des quinolones pour leur
cible ce qui provoque une résistance croisee, a des degrés divers, pour I’ensemble des
quinolones (Jarlier, 2001). Ces modifications sont situées dans la sous-unité A au
niveau d’un domaine d’environ 40 acides aminés et nommé "région déterminant la
résistance aux quinolones (ou QRDR : Quinolone Resistance-Determining Region).
Ces modifications, étudiées notamment chez Escherichia coli (subgtitution des acides
aminés 83 et 87), conferent une résstance qui atteint de 10 a 100 fois la CMI.
L association de deux mutations aboutit a de hauts niveaux de résistance (plus de 100
foislaCMI) et inclut les fluoroquinolones (Robicsek, 2006).

Des mutations dans le géne gyrB (codant pour la sous-unité B de I’ADN
gyrase) peuvent modifier les acides aminés 426 ou 447 chez Escherichia coli ou les
acides aminés 437 ou 458 chez Staphylococcus aureus (ces acides aminés déterminent
le QRDR de la sous-unité B) (Soussy, 1994; Anderson et Mac-Gouwan, 2003).
L association d’une mutation dans le géne gyrA et dans le géne gyrB a été observée
chez une souche de Staphylococcus aureus.

In vivo, les mutations du géne gyrA sont beaucoup plus fréquentes que celles
du gene gyrB.

Il existe depuis peu de temps des plasmides de résistance aux quinolones qui
codent pour une protéine protégeant la cible de quinolones. La résistance plasmidique
aux quinolones a été découverte lors de I'exploration de la résistance aux B-lactamines
chez une souche de K.pneumoniae dont les transconjuguants exprimaient une
augmentation de la CM1 des fluorogquinolones de 32 fois. Il a éé ensuite démontré que

le plasmide pM G52 hébergeait le géne gnr codant pour une protéine, QNR, de 218
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acides aminés appartenant alafamille des protéines a motifs pentapeptidiques répétés.
QNR entre en compétition avec les quinolones pour la fixation a 'ADN gyrase (Tran
et Jacoby, 2002; Robicsek et a., 2006).

La résistance conférée par gnrA est de bas niveau (CMI de la ciprofloxacine=
0.125-2 pg/mL) difficilement détectable par I'antibiogramme. La détection repose
donc sur des techniques de biologie moléculaire (Nordman et Mammeri, 2007) Ce

mécanisme est asurveiller al'avenir car facilement transmissible.

7.2.3. Modifications des cibles des sulfamides et du triméhoprime

La substitution de cible est un des mécanismes de résistance observés avec les
sulfamides et le triméthoprime. 1l résulte de I’acquisition de plasmides codant pour
une dihydroptéroate synthétase ou une dihydrofolate réductase, ayant un rdle
physiologique identique a celui des enzymes codées par le chromosome mais
insensibles a I’agent antibactérien. Ces bactéries produisent donc des enzymes
chromosomiques sensibles et des enzymes plasmidiques résistantes.

Une modification par mutation de la dihydroptéroate synthétase ou de la
dihydrofolate réductase confére, respectivement, une résistance aux sulfamides ou au
triméthoprime (Brige, 1994; Fauchere et Avril, 2002).

7.3. Synthése d’enzymesinactivant les antibiotiques

Ce mécanisme nous intéresse particuliérement pour notre étude, vu que Klebsiella
pneumoniae est trés concernee par les p-lactamases et sachant auss que la premiére
souche découverte produisant une p-lactamase a spectre étendu (BLSE) appartient a
I'espece Klebsiella pneumoniae. Enfin des mécanismes différents de résistance aux

mémes molécules peuvent coexister entrainant de tres hauts niveaux de résistance.



8.3.1 Lesp-lactamases:

Depuis leur découverte ala fin des années 1940, chez les souches de Staphylococcus
aureus résistantes ala pénicilline G, plusieurs centaines d'enzymes ont suivi chez diverses
especes bactériennes pathogenes ou non. Leur classification est basée soit sur leur spectre
d'activité enzymatique (classification de Richmond-Sykes ou de K. Bush) soit en fonction
de leur séguence en acides aminés (classification d Ambler).

Ces enzymes hydrolysent |e cycle p-lactame, empéchant ainsi les -lactamines de se
fixer de fagon covaente (acylation) sur le site actif des enzymes impliquées dans la
synthése de la paroi, les protéines liant la pénicilline (PLP) (Decré et a., 2000; Phillipon
et Arlet, 2006). Des mutations spontanées peuvent conduire a la surexpression ou a
I'introduction de changements dans la structure primaire des fB-lactamases, ceci peut
accroitre l'activité de cdles-ci visavis de p-lactamines résistantes a I'hydrolyse
enzymatique (Jacoby et Munoz-Price, 2005). Ains dans les années 1990 gpparaissent les
premiéres souches de BLSE (B-lactamases a spectre étendu) capables d'inactiver des
céphalosporines de troisieme génération. Les Premiéres souches productrices de BLSE

appartenaient al'espéce K.pneumoniae .
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Figure5: Détection des BL SE (Bentchouala, 2009)
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En I'absence d'image de synergie, la production de BLSE sera suspectée devant toute
diminution de diamétre autour des céphalosporines de troisieme génération : pour les
Entérobactéries: CTX< 27mm, CAZ< 22mm, CRO< 25, ATM< 27 d'apres (sandardisation
de I'antibiogramme en M édecine humaine a I'échelle nationale, selon les recommandations de
I'OMS, 2004). Cependant d'aprés certains auteurs la synergie entre Cefépime et clavulanate
et proposée comme indicateur général de la production des BLSE (Midolo et a., 2002;
Andrews, 2003; Potz Nicola et a., 2004)

73.11. Lesfacteursderisquepour lacolonisation ou I’infection par les
BLSE

Cesfacteurs sont surtout :

La présence de cathéter intra vasculaire, chirurgie intra abdominale,
instrumentation, gastrotomie, durée du s§our, antibiothérapie et spécialement, assistance
respiratoire et admission dans une unité de soins intensifs.

Le processus de la colonisation ou de I’infection par K.p BLSE +débute souvent a
la suite d’un contact avec les patients colonisés, personnel ou les objets contaminés.
L’intestin des patients hospitalisés est le réservoir essentiel ; la transmission est manu
portée (Tumbarello et al., 2006).

8.3.1.2. Production de p-lactamases codées par des plasmidesou des déments
genétiques transposables

Le nombre des B-lactamases plasmidiques est tres éleve et elles sont classées selon
leurs vitesses d”hydrolyse, leurs constantes d’affinité pour les 3-lactamines, leur faculté a
étre inhibée par les inhibiteurs tel que I’acide clavulanique (Rahal, 2000; Arlet et
Phillipon, 2003). Il existe plusieurs centaines d'enzymes différentes chez les bactéries a
Gram positif et celles a Gram négatif. Chez les bactéries a Gram positif, les -lactamases
sont excrétées alors que, chez les bactéries a Gram négatif, toutes les -lactamases restent
localisées & |'espace périplasmique (Bradford, 2001; Gniadkowski, 2001).

Les pénicillinases se divisent en pénicillinases chromosomiques proprement dites et

pénicillinases plasmidiques.
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Les pénicillinases & large spectre entrainent la résistance a amp-carb-pip et méme
parfois aux C1G. Elles sont fréquentes chez K.pneumoniae (Bonnet, 2006). Les enzymes
TRI entrainent la résistance aux inhibiteurs de béta-lactamases. Elles existent chez

K.pneumoniae.

Enfin les BLSE entrainant la résistance jusqu'au C3G et les souches restent

sensibles & l'imipénéme. K.pneumoniae est particulierement intéressée par les BLSE.

Au laboratoire , cette production d'enzymes peut se traduire sur |'antibiogramme
classique par I'apparition d'une image de synergie entre le disque chargé d'acide
clavulaniqgue (AMC, TCC) et les disques de céphalosporines de troisiéme génération,

image en "bouchon de champagne” .

8.3.1.3. Production de céphalosporinases chromosomiques par desbactériesa

Gram négatif

Elles sont actives sur de nombreuses céphal osporines mais aussi sur les pénicillines

alarge spectre et sur I’aztréonam.

Pour les céphalosporinases €elles sont naturellement chromosomiques chez certaines
especes d'entérobactéries, comme Enterobacter et Serratia, €lles entrainent la résistance a
amp e C1G, quand dles sont déréprimées, la résistance séend aux C3G. On décrit
depuis quelques années un transfert plasmidique de ces céphalosporinases chez
K.pneumoniae la rendant la auss résistante aux p-lactamines y compris aux C3G (Bush,
2001; Hansen, 2003).
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Tableau 5: Phénotypes de résistance aux p-lactamines (Jehl et al., 2003)

Phénotype sauvage

Antibiotique (Pénicillinase Bas Penicillinase BLSE® CHN®
. Haut Niveau
Niveau)

Aminopénicillines R R R R
Aminopénicilline +

IBL S R R R
Carboxypénicillines R R R R
Uréidopeénicillines I R R R
Ceéphalosporines de

1% génération S R R R
Ceéphalosporines de

29° génération S IR R R
Ceéphalosporines de

3% génération S S R R
Ceéphalosporines de

3” génération+1BLY S S S R
Céphamycines S S S R
ICephal ospori pgs a S S R S
arge spectre

Carbapénémes S S S S

(2) B-lactamases a spectre éendu, (2) Céphalosporinase haut niveau plasmidique (trésrare),
(3) IBL: inhibiteur de p-lactamase, (4) Céfépime-Céfpirome

8.3.2. Aminosides

L’inactivation enzymatique des aminosides est le mécanisme de résistance le plus
souvent observé. Il permet d’expliquer la résistance de plus de 95 % des souches
d’entérobactéries résistantes aux aminosides. Le déterminisme génétigue est souvent
plasmidique (Perichon et a., 2007).

Tous les aminosides possedent des groupements aminés et des groupements hydroxyles
nécessaires a leur activité et ces groupements peuvent ére la cible de trois classes d’enzymes
(figure4) :

§ Lesacétyltransférases ou AAC catalysent I”acétylation des groupements aminés.
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Les nucléotidyltransférases ou O-adénylyl (ANT ou AAD) agissent par adénylation des

groupements hydroxyles.

Les phosphotransférases ou APH transféerent un groupement phosphate sur les

groupements hydroxyles (Lambert, 2006).

Il convient de noter les points suivants :

Un seul aminoside peut étre inactive par plusieurs enzymes.
Une seule enzyme peut inactiver plusieurs antibiotiques.

Une seule souche peut produire plusieurs enzymes.

Acétylation
Adénylation

* CH,NH,0 Acétylation

m |
OH — NH
OH 0 2
NH,
OH

Phosphorylation 0 CH,OH

)

Adénylation

— — OH
Phosphorylation O

NH,

Aminosides phosphotransférases APH

Aminosides adénylltransférases ANT
Aminosides acétyltransférases AAC



Tableau 6: Phénotypes de résistance acquise des entérobactéries aux aminosides et
équipement enzymatique correspondant (Jehl et al., 2003)

Phénot Gentami | Tobrami | Netilmic | Amikac | |1sé&pamy .
Enzymes . . . . : Especes
ype cine cine ine ine cine
E-coli
P-
mirabilis
G AAC(3)-1 R S S S S K.pneumo
niae
Enterobact
er-cloacae
A APH(3’)VI S S S R R E-cloacae
eT | AACEY R R s s s E-col
TA ANT(4)-1l S R S R R Toutes
GTN %‘A\Cé(zggj' R R R S S P-stuartii
Y R R R S S E-cali
KTG | ANT(2”)-I R R S S S Toutes
S
marcesens
E-cali
KTANt | AAC(6')-! s R R R s | fopneamo
E.cloacae
E.aerugins
a
KTGNt | AAC(3)-1I R R R S S Toutes
Imperméab
KTGA ilité R R R R R Toutes
Nt Associatio R R R R R Toutes
n enzymes

8.3.3. Quinolones

Pendant

longtemps la résistance aux quinolones é&ait

considérée purement

chromosomique (Hooper,2000; Ho et al., 2001), mais les éudes récentes montrent qu'elle
peut-é&tre auss plasmidique (Hooper,2001; Sirot et al., 2002; Galaniet a., 2002).

La résistance plasmidique est décrite pour la premiére fois en 1998 aux USA chez une

souche de K.pneumoniae hébergeant un plasmide codant pour une protéine Qnr A, protégeant

I'ADN gyrase de la fixation des quinolones (Martinez-Martinez, 1998). Deux autres




mécanismes de résistance plasmidique sont rapportés récemment: inactivation des quinolones
par I'acetyltransférase AAC (6')-1b-cr (Robicsek et a, 2006) et dernierement, excrétion active
des fluoroquinolones via la pompe d'efflux QepA (Périchon et al.,2007)

Il n'existe pas de critéres phénotypiques sur un antibiogramme permettant de distinguer
les mécanismes de résistance chromosomiques et plasmidiques aux quinolones. La détection
de ces mécanismes de résistance repose donc sur des techniques de biologie moléculaire
(Nordman.P, Mammeri.H, 2007).

Tableau 7: Phénotypes derésistance des entér obactéries aux quinolones (Jehl et al.,

2003)
. Acide , . . . , ,
Phénotype o Norfloxacine | Péloxacine | Ofloxacine | Ciprofloxacine
nalidixique
I S S S S S
1 R S S S S
[l R I/R IR S S
v R R R R R
Rare
efflux(E.coli) S R S S S

8.3.4. Phénicolés

L’inactivation enzymatique est également le mécanisme de résistance le plus fréquent
pour le chloramphénicol et le thiamphénicol. Elle consiste en I’acétylation par une
chloramphénicol acétyltransférase du groupement hydroxyle de la molécule (Fauchére et
Avril, 2002).

9. Origine desgenes de résistance aux antibiotiques

Les geénes de résistance aux antibiotiques pourraient avoir deux origines :

Selon une hypothése classique, I’origine semble devoir étre recherchée chez les
microorganismes qui synthétisent naturellement des antibiotiques (de trés nombreux
antibiotiques, utilisés en thérapeutique, dérivent de ces antibiotiques naturels) et qui doivent
se protéeger de I’action de ces substances. La synthése d’antibiotiques par des

microorganismes aurait pour fonction d’éiminer d’autres microorganismes, présents dans la
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méme niche écologique et susceptibles de rivaliser pour I’acquisition de nutriments. Le sol est
certainement 1”écosystéme principal ou se déroule cette lutte pour la vie (Wise, 2003; Wise,
2004) :

La plupart des microorganismes producteurs d’antibiotiques sont telluriques.
Un plasmide de résistance aux antibiotiques contient souvent des génes de résistance aux
métaux lourds (mercure, plomb, cadmium, bismuth, sels d’argent, ...) qui sont largement

présents dans laterre (Brige, 1994).

10. Diffusion dela résistance

La diffusion de la résistance s’effectue soit par la diffusion des genes de résistance

soit par la diffusion des souches bactériennes résistantes.

Les plasmides, les éléments génétiques transposables et les intégrons peuvent
diffuser entre bactéries phylogénétiquement éoignées (Singleton, 2005).

La diffusion des souches résistantes se fait par des mécanismes similaires a celui de
ladiffusion des souches sauvages et elle sera donc fonction de I’ espéce bactérienne et de
la nature des infections communautaires ou nosocomiales et dans ce dernier cas la
transmission se fait par le matériel de soins ou de diagnostic contaminé et essentiellement
par les mains sales du personnel soignant. Chez K.pneumoniae la transmission est
principalement manu portée. |l convient toutefois d’insister sur latransmission al’homme
de bactéries résistantes d’origine animale et réciproquement. Cette transmission conduit,
parfois, certains médecins a préconiser I’interdiction des antibiotiques en médecine
vétérinaire (Karp et Engberg, 2004). Ce sont les transmissions a I’homme de souches de
salmonelles résistantes d’origine animale ou de souches de Campylobacter jejuni
résistantes aux fluoroquinolones (soit par contact direct soit par ingestion d’aliments mal
cuits) qui ont suscité le plus de polémiques (Euzéby, 2009)

http://www.bacteriologie.net/generale/resistance.

11. Prévention dela résisance aux antibiotiques
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Il est important d’intervenir afin de contrer la progression de la résistance des bactéries
pathogenes aux antibiotiques. La recherche incessante de nouveaux antibiotiques n’est pas la
solution. La prévention de la résistance exige des regles plus strictes d’utilisation de certains
antibiotiques (Ros, 1999). En Europe, la France représente avec I'Espagne, 1'un des pays les
plus grands prescripteurs d'antibiotiques a I'hdpita et hors hdpital, on estime actuellement
qu'environ la moitié des prescriptions antibiotiques sont inadaptées (Zahar et al., 2003). La
prévention repose auss sur des gestes simples, comme le lavage des mains, le personnel
médical est un important vecteur de microorganismes pathogenes potentiellement résistants.
La prévention doit auss se faire auprés du public. Toute fievre n'est pas infectieuse, toute
infection n'est pas bactérienne, toute infection bactérienne ne justifie pas obligatoirement un
traitement antibiotique et dans beaucoup de cas, le traitement antibiotique n'est pas une
urgence, les antibiotiques ne sont pas | e traitement symptomatique et systématique de lafievre
(Argumentaire:Agence Francgaise De Sécurité Sanitaire Des Produits De Santé, 2002).

Selon un sondage effectué en 2000 dans plusieurs états américains, 32% des personnes
interrogées croient que les antibiotiques peuvent guérir un rhume. La résistance est tout
particulierement due a I’usage thérapeutique et prophylactique des antibiotiques dans
I’élevage et I’alimentation du bétail puisque les antibiotiques agissent chez I’animal comme
facteurs de croissance (Regnault, 2002). Par ailleurs, il existe aussi d’autres aternatives aux
antibiotiques actuels.

- Certaines applications médicales des nanotechnologies c'est-&-dire des technologies
gréce auxquelles, on peut fabriquer des particules extrémement petites
(nanoparticules), qui pourront déivrer avec précision des médicaments directement
dans les tissus ou les cellules que les médicaments classiques ne peuvent pas
facilement atteindre.

- L’utilisation de composés photodynamiques, des colorants (porphyrines,
phénothiazinium) et des composes fluorescents qui en présence de lumiére, se
comportent comme des agents phototoxiques dont I’action antibactérienne, antivirale

et anticancéreuse a été démontrée récemment.



Methodes




Partie Expérimentale

Matériel et M éthodes

1. Cadredel’étude:

Nous avons choisi de mener ce travail de thése sur Klebsiella pneumoniae, du fait d’une
documentation devenue nécessaire chez nous a cause de sa fréquence dans les services et des
épidémies causées par des souches résistantes a une large variété d’antibiotiques.

Les préévements sont étudiés au laboratoire de microbiologie du CHU Benbadis de

Constantine.
2. Présentation du centredel’étude:

Le CHU de Constantine est un centre hospitaier régional qui date de I’époque
coloniale, avec 1459 lits, une moyenne de 300 000 jours d'hospitalisation par an et d’une
capacité importante comportant plus de 1700 actifs, répartis dans |l es différents services.

3. Matériel
3.1. Souchesbactériennes:

Le recueil des souches est réalisé au laboratoire de microbiologie du CHU de
Constantine, les souches proviennent de patients hospitalisés dans les différents
services, et de patients qui consultent en externe.
3.1.1. Tailledel’échantillon :

Au total 170 souches ont été isolées dont 12 communautaires et 158
hospitalieres. Ces souches ont éé étudiées dans un premier temps au laboratoire de
bactériologie du CHU de Constantine, puis dans un deuxiéme temps, 52 souches ont

fait I’objet d’une étude gpprofondie en biologie moléculaire au laboratoire de
bactériologie al’ingtitut Pasteur de Strasbourg en France (Pr Monteil H), et enfin 15
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souches parmi les 52 ayant servi a la biologie moléculaire, sont caractérisées au

laboratoire de bactériologie et de virologie de I’hopital Bicétre a Paris (Pr Naas Th).

3.1.2. Distribution des souchesayant servi a la biologie moléculaire

Souches hospitaliéres Souches externes
44 8
Total 52

3.1.3. Duréedel’étude:

La collecte des souches s’est étendue sur environ 18 mois (De septembre 2002
ajuin 2004) avec une fréguence d’isolement de 28.23% en 2002, de 24.71% en 2003,

et de47.06% en 2004.

Année Nombre de souches Pourcentage %
2002 48 28.23
2003 42 24.71
2004 80 47.06
Total 170 100

Il N’y apas de différence significative dans I’isolement des souches par année, vu que

I’isolement a éé discontinu.
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Fig 5: Répartition des souches par année d'étude

3.14. Prédéevements:

Tous les prélévements sont réalisés a des fins diagnostiques. Pour chaque site, la
nature de I’examen réalisé et indiquée entre parenthéses. L es sites sont les suivants :
Le sang (hémoculture).

L’urine (examen cytobactériologique des urines).

Le site << pus profond et séreuses >> (examen bactériologique des liquides des
sereuses infectées).

Le site <<cathéter vasculaire>> (analyse bactériologique aprés ablation d’un cathéter).
Le site<<sonde urinaire>> (analyse bactériologique apres ablation de la sonde).

Le site broncho-pulmonaire (examen cytobactériologique des sécrétions broncho-
pulmonaires).

Le site <<drain>> (analyse bactériologique apres ablation du drain).

Le site<<sonde d’intubation>> (anal yse bactériologique aprés ablation de la sonde).
Le site cutané superficiel (écouvillonnage des plais et des pus superficiels).

Autres sites: site ORL (écouvillonnage), Site uro-génital (examen des sécrétions et
exsudats urogénitaLix).



4, Méhodesd’étude:

En pratique, il faut combiner 3 méthodes pour une discrimination optimale des souches
bactériennes entre elles. Pour obtenir une information épidémiologique de qualité,
I’identification bactérienne est systématiquement accompagnée d’un antibiogramme, ces deux
méthodes phénotypiques sont ensuite complétées par une recherche approfondie de biologie

moléculaire des souches isol ées (électrophorése en champ pulsé dans notre étude).

4.1. I dentification bactérienne (étude systématique):

Apres la coloration de Gram et ensemencement sur milieux gélosés (Hektoen) ou
numération sur milieu de gélose nutritive (pour les urines), les souches sont identifiées selon
les méthodes classiques en usage au laboratoire, a savoir, par les galeries biochimiques AP
20E (analytical profile index) (Richard, 1994, Sirot et d., 2002)

Cette technique consiste a réaliser 20 tests avec la galerie, puis interpréter les résultats a
I’aide de la base de données API 20E (Bio-Mérieux)

La galerie se compose de 20 microtubes contenant des substrats déshydratés pour la
mise en évidence d’enzymes ou de fermentation de sucres. Les tests enzymatiques sont
inoculés avec une suspension dense, réaisée a partir d’une culture pure, qui réhydrate les
substrats. Les réactions produites durant la péiode d’incubation se traduisent par un
changement spontané ou révélé par I’addition de réactifs. La fermentation des carbohydrates

entraine une acidification se traduisant par un virage spontané de I’indicateur coloré.

Figure6: galerie API20 E identifiant K.pneumoniae
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4.2. Etude dela sensibilité des souches bactériennes aux antibiotiques.
(Antibiogramme).

L'antibiogramme est |'examen biologique destiné & mesurer I'interaction entre chacune
des molécules antibactériennes utilisables et une souche bactérienne susceptible d'étre
pathogéne, isolée d'un patient. Le résultat contribue a évaluer la sensibilité de la souche
bactérienne examinée ou sa résisance, 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: résistant, sensible, intermédiaire, ou
(indéterminée) (Scavizzi et d., 2000).

Pour chaque souche de Klebsiella pneumoniae isolée un antibiogramme est rédisé par la
méthode de diffusion en milieu gélosé Mueller Hinton contr6lé par le fabriquant pour sa
teneur en Cat+, Mg++ et thymidine (IPA). (Disgues Sanofi-diagnostics.Pasteur), sdon la

technique de I”écouvillonnage, recommandée par le CLSI.

4.2.1. Technique

- Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne (inoculum a 0,5 Mac
Farland de turbidité).

- L'essorer en le pressant fermement sur laparoi interne du tube pour le décharger.

- Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche de haut en bas, en stries
serrées.

- Répéter I'opération deux fois en tournant la boite de 60° a chague fois, sans oublier de
faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme.

- Recharger I'écouvillon pour chaque boite de Pétri.

- Application des disques dantibiotiques. elle sefait a l'aide de distributeurs
automatiques. Certains disques sont déposés manuellement avec une pince sérile,
utiles pour un rapprochement ou éoignement des disques, ou pour un choix
positionnel comme I'emplacement des inhibiteurs.

- Incubation : les boites sont mises al'éuve a 37°c pendant 18 & 24h.

- Dansnotretravail la souche de référence étudiée est:

- E.coli  ATCC 25922 souche sensible (Americain Type Collection Culture), utilisée
pour controler les paramétres de conformité (conformité des résultats).

Au total 25 antibiotiques ont été testés. Parmi les B-lactamines : Amoxicilline (AMX),

I’association Amoxicilline acide clavulanique (AMC), ticarcilline (TI1C), Ticarcilinet+ac-
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clavulanique (TCC), pipé&acilline (PIP), pipéracillinettazobactam (TZP), céfazoline
(CFZz), cefoxitine (FOX), ceftriaxone (CRO), cefotaxime (CTX), ceftazidime (CAZ),
cefépime (CFP), aztreonam (ATM), cefotetan (CTT), imipénéme (IPM) et comme
quinolones : Ac-nalidixique (Nal), Pefloxacine (PEF), et Ciprofloxacine (CIP).

Parmi les aminosides : gentamicine (G), tobramicine (T), amikacine (A) netilmicine
(Nt), kanamicine (K), et isgpamicine (I1S). Et comme sulfamide: le Cotrimoxazole,

I'association triméthoprime sulfaméthaxazole (SXT).
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4.2.2. Lectureet interprétation:

Les résultats sont exprimés en mm apres lecture des diametres des zones d'ihnibition
et sont interprétés en trois catégories. S= sensible, R= résistant, et 1= intermédiaire, en se
reférant aux normes CLSI (Clinical and Laborotory Standards Institute).

4.3. Phénotypes derésistance aux p-lactamines: Les phénotypes courants sont:

4.3.1. Pénicillinasesdebasniveau (PBN) :

Conférant une résistance aux aminopénicillines (I’amoxicilline), aux
ureidopénicillines (la piperacilline) et aux carboxypénicillines (la ticarcilline), ce
phénotype se caractérise par la persistance d'un diamétre d'inhibition autour des
disgues d'aminopénicillines, contrairement au phénotype pénicillinase haut niveau

caractérisé par I'absence de diamétre d'ihnibition autour de ces disques.

4.3.2. Pénicillinasesde haut niveau (PHN):

Touche I'AMC, les céphalosporines de premiere génération (C1G) et peut
sétendre aux C2G (céfamandole).

4.3.3. Phénotype TRI (TEM résistant aux inhibiteurs) :

Il sagit d'une résstance aux aminopénicillines, aux carboxypénicillines et a
moindre niveau aux ureidopénicillines, se distinguant du phénotype PHN par une
résistance aux associations des aminopénicillines et des carboxypénicillines avec les 3-

lactamines inhibitrices, alors que les C1G sont préservées.

4.3.4. B-lactamases a spectre éendu (BLSE) :

Enzymes & médiation plasmidique, conférant une résistance a toutes les -
lactamines et n'épargnent que les C2G de type céphamycine comme la FOX, ainsi que

I'imipéneme.
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434.1. Recherchedela p-lactamasea spectre élargi :

La détection de la résistance aux C3G est une étape essentielle dans la décision
thérapeutique et la surveillance épidémiologique. La BLSE est soupgonnée devant toute
diminution du diamétre de la zone d’inhibition d’une C3G.

434.1.1. Test desynergie

Il consiste a rechercher une image de synergie entre un disque d’antibiotique
contenant un inhibiteur de p-lactamases et un disque C3G (ceftriaxone, ceftazidime, et
cefotaxime) ou un monobactam (aztréonam). L’ image de synergie dite en bouchon de
champagne est caractéristique de la présence de BLSE. (Voir figure).

Selon latechnique du (CLSI) de I’antibiogramme, un inoculum est préparé a partir
d’une culture jeune de 18h. La gélose Muelleur-Hinton est ensemencée selon la méthode
préconisée par (CLSI), puis deux disques, I’un contenant I’association amoxicilline-
acide clavulanique et I’autre une cephalosporine de troisiéme génération, sont placés cote
a cote a 3cm de distance mesurés centre a centre. Les boites de Pétri sont incubées 18h a
37°C.

L’image de synergie peut-étre en bouchon de champagne caractéristique delaBLSE,
ou bien en entonnoir correspondant souvent a une hyperproduction de B-lactamases
naturelles, la production d’une B-lactamase de type penicillinase rend les souches de K.p
résistantes aux penicillines. Si cette B-lactamase est d’une part sensible a I’acide
clavulanique et d’autre part cgpable d’étre hyper-produite, la possibilité d’un <<faux
positif>> est possible, chez le <<faux positif>> la souche étudiée ne possede pas cette
enzyme, cela évoque une production devée de B-lactamase chromosomique intrinségue.
Chez le <<faux négatif>> I’image de synergie est absente, la production de BLSE sera
suspectée devant toute diminution de diametre autour des cephalosporines de troisiéme
génération ou des monobactames :

CTX<=27mm; CAZ<= 22mm; CRO<= 25mm; ATM<=27mm.

<<Le faux négatif>> s’observe chez les souches qui possedent deux mécanismes de
résistance aux B-lactamines, une BLSE et une hyperproduction naturelle, la synergie
recherchée est masquée par le deuxieme mécanisme de résistance. La mauvaise
expression de B-lactamase (synergie faible) peut-étre responsable de <<faux positif>>.
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La lecture du test de synergie Savere souvent délicate pour cela des tests
complémentaires doivent étre pratiqués.

4.34.1.2. Tests complémentaires

- Test du doubledisque (test espagnol)

La détection de la B-lactamase a spectre élargi (étendu) peut étre confirmée par le
test du double disque. Ce test plus sensible consiste a rechercher une augmentation de la
zone d’inhibition d’un disque de C3G.

Latechnique est la suivante :

A partir d’une culture de 18h une suspension est préparée avec une opacité égale a
0.5 Mc Farland, une gélose Mueller-Hinton est ensemencée selon la technique de
I’antibiogramme. Deux disgues sont déposés, un disque AMC et un disque de C3G (CTX
ou CAZ). On laisse diffuser a température ambiante pendant une heure, puis le disque
AMC est 6té et remplacé par un disque de C3G (CTX ou CAZ). Les boites sont incubées
18h a37°C.

Le test est considéré positif, si le diamétre de la zone d’inhibition du disque de C3G
est inférieur de 4 &5 mm, comparé a celui observé autour du disgue de C3G appliqué
apres prédiffusion du disque de I’AMC.

Figure7: Test du double disque (test espagnol) pour la détection des BL SE



- Test du rapprochement desdisques

Lorsgu’un second mécanisme de résistance est susceptible de masquer la présence
de I’image de synergie, il est possible de retrouver cette derniere en rapprochant les
disgues de C3G ou de I’aztreonam (15 a 20) du disque de I’AMC. La préparation de
I’inoculum et I’ensemencement se font de la méme maniere que le test de synergie, le
disque AMC est placé au milieu de la boite de Pétri (Rahal, 2003).

Figure8: Images de synergie entre AMC et g-lactamines (CAZ, CTX, ATM, CRO, CFP,
IPM)



- Test alacloxacilline

Principe:

Le test cloxacilline est effectué pour identifier une BLSE associée a une
céphal osporinase déréprimée.

La cloxacilline ajoutée au milieu pour antibiogramme Mueller-Hinton inhibe trés
fortement toutes les cephal osporinases de la classe A d’Ambler. (Sturenburg et a, 2004;
Farah et al., 2006). Si un te mécanisme de résistance est présent on constate en
comparant les boites de Pétri contenant le milieu Muéler-Hinton a la cloxacilline une
restauration de I’activité des B-lactamases et apparition de I’image de synergie en
bouchon de champagne recherchée.

Méthode:
La concentration de cloxecilline est de 0,25 mg/ml, il faut dissoudre 25 mg de
cloxacilline dans 10ml d'eau distillée. Mettre 2 ml de cette concentration avec 18 ml du
milieu Mueller-Hinton.

Figure9:Test ala cloxacilline



4.3.5. Détermination du phénotype derésistance des BL SE

La détermination des phénotypes de la BLSE se fait par la détection des
aubstrats préférentiels de cette enzyme, elle se réalise en recherchant les
éventuelles images de synergie en bouchon de champagne qui peut apparaitre,
ur géose, entre les disques de béta-lactamines utilisés.

La préparation de la sugpension bactérienne ainsi que I’ensemencement d’une
gélose Mudler-Hinton sont réalisés selon la technique de I’antibiogramme. Les
disques d’antibiotiques suivants: AMC, CAZ, CTX, CRO e ATM sont
placés sur la gélose M ueller-Hinton selon le schéma ci-dessous. La distance entre
deux disques est de 3 cm. L’incubation des boites se fait 18 424h &437°C.

Ceftazidime (CAZ)

Cefotaxime (CTX) Amoxicilline-acid Ceftriaxone (CRO)
Clavulinique (AMC)

Aztréonam (ATM)

Figure10 : Schéma explicatif dela détermination des phénotypes derésistance de
BLSE

4.3.6. Lesphénotypesrares:

Sont la céphalosporinase plasmidique (aminopénicillines, AMC, et C1G
résistants), céphalosporinase de haut niveau (AMC, cefoxitine et C3G résistants)

voire phénotype résistant al'imipénéme.
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4.3.7. Phénotypesderésistance aux aminosides:

Ils sont étudiés par (G), (T), (Nt), (K), et (A) par différence dans les zones
d'inhibition impliquant des enzymes modificatrices, et c'est le cas de la plupart
des résistances observées. En absence de coexistence de plusieurs mécanismes de
résistance, on peut  soupconner une diminution de perméabilité par une
diminution du diametre pour tous les aminosides, ou une résistance de haut
niveau avec zones fantomes due au géne arm A souvent lié aux BLSE et due &
une méhylation de I'ARN 16S (résistance de trés haut niveau aux 5

antibiotiques).

4.3.8. Phénotypesde résistance aux quinolones :

lls sont déterminés par l'ac-nalidixique (NAL), l'ofloxacine (OFX), la
norfloxacine (NOR), et la ciprofloxacine (CIP). Dans notre étude nous avons
testé I'acide nalidixique, quinolone de premiére génération comme marqueur de
résistance. Nous avons testé les fluoroguinolones suivantes: la pefloxacine et la
ciprofloxacine. Nous décrivons le phénotype sauvage et les phénotypes de
résistance a l'ac-nalidixique soit isolée par mutation sur gyr A soit associée a une
résistance a la pefloxacine ou a la ciprofloxacine par addition de mutation avec

plus ou moins de problémes d'imperméabilité.
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4.4. Techniques de la biologie moléculaire :
4.4.1. Electrophorése en champ pulsé:

En plus des deux techniques phénotypiques précédemment décrites, nous avons
utilis® une méthode de biologie moléculaire qui s’avére beaucoup plus discriminante,
en |”occurrence |’ éléctrophorése en champ pulsé.

L’éléctrophoréese en champ pulsé est réalisée en utilisant le Kit Gene Path Group
5 Reagent Kit (Biorad Diagnostic, Ivry-sur-Seine, France).

Immobilisation des bactéries

La suspension bactérienne est centrifugée a 11000g pendant 2 minutes, afin
d’obtenir un culot de talle bien définie. Celui-ci est remis en suspension dans la
solution tampon fournie par le Kit puis mélangé a 100 pul d’agarose en surfusion
(50°C). Ce mélange est immédiatement inséré dans un moule a <<plugs>> et la
procédure est résumée dans la figure 11. Cette éape permet d’immobiliser les
bactéries dans un bloc d’agarose qui constituera une protection mécanique pour la
suite de la procédure.

Lyse desenveloppes cellulaires

Les plugs sont immergés dans un tampon de lyse contenant du lysozyme
pendant une heure & 37°C sous agitation douce. Dans le bloc, la paroi bactérienne est
dirigée par le lysozyme. L’ADN bactérien est ensuite libéré par la protéinase K apres
incubation & 37°C pendant 18 heures. Aprés 3 rincages d’environ 45 minutes qui
visent a éliminer la protéinase K et a adapter les conditions physico-chimiques du
milieu al’é&ape de digestion enzymatique suivante.

Insertion des plugs
L’ADN bactérien est coupé en des stes de restriction spécifiques avec I’enzyme Spil
fournie par le Kit. Les plugs sont incubés a 50°C avec cette enzyme, pendant 48
heures. Apres digestion, les plugs sont insérés dans les puits d’un gel d’agarose de

migration.

Séparation desfragmentsd'ADN par ECP
La migration électrophorétique en champ pulse réalisée en utilisant le programme

<<Eco2>> préenregistré dans le module de commande de I’appareillage Biorad, dure
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16 heures avec une température maintenue a 14°C. La révélation des profils d’ADN
(pulsotypes) se fait aprés coloration par le bromure d’éthidium (5 gouttes de BET
additionné & 200 ml d’eau : recommandation du Kit). Le gel est rincé deux fois 20
minutes a I’eau ditillée. Les bandes d’ADN sont visualisées sur un transilluminateur
UV et une photographie de chaque gel est finalement réalisée (Prevost et al., 1993;
Barouton et al., 1995; Stewart et Lessing, 1999 D'Agata et al., 2001)
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44.2. TypagedesBLSE:

Les CMI ont éé réalistes sur un automate VITECK 2, utilisant les cartes
antibiogramme & bacilles & Gram négatif AST N°17 (bioM érieux nancy I’Etoile, France)
a partir d’'une suspension a 0.5 Mac Farland. Cette technique a concerné 15 souches K.p
BLSE+ parmi les 52 souches qui ont servi a la biologie moléculaire, dans le but de faire
le typage de ces BLSE.

Les antibiotiques utilisés sont: Amoxicilline, amoxicilline-ac.clavulanique,
ticarcilline, ticarcilline-ac.clavulanique, tazopipéracilline, cefazoline, cefoxitine,
cefotaxime, ceftazidime et imipénéme. La caractérisation génétique a été ensuite réalisée
par PCR en collaboration avec le laboratoire de bactériologie et de virologie a I'hdpita
Bicétre a Paris (Professeur Th.Naas).

4.5. Exploitation desdonnées:

Dans un premier temps, une analyse factorielle discriminante (AFD) a été
utilisée pour les 52 souches ayant servi a la biologie moléculaire. Cette analyse a
concerné I'éude des variables (les antibiotiques testés) et I'étude des individus (les
52 souches) ceci en calculant I'indice de corrélation et la distance de Mahalanobis
afin de savoir s les groupes sont rapprochés ou éloigneés.

En plus de I'AFD un test du y 2 a éé utilis¢ pour la recherche du degré
d’association entre la présence ou non des souches bactériennes et les variables: Le
sexe, le site de I’infection et le service d’hospitalisation. Le seuil de significativité
est fixé & P< 0,005.
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Résultats

1. Souchesbactéiennesisolées:

De novembre 2002 a juin 2004, 170 souches de Klebsiella pneumoniae ont été

recuelllies.

158 hospitaliéres et 12 externes.

1.1. Répartition des souches 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'éspece K.p est plus fréquemment isolée a I'hdpital qu'en communauté, 85% contre 15%

(decréet d., 2000).

Tableau 8 : Répartition des souches sdon I’origine du préévement

Origine Effectif Pourcentage
Souches hospitalieres 158 92.94
Souches communautaires 12 7.05
Tota 170 100
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Figure 12 : Répartition des souches selon I'origine du prélevement
1.2. Distribution des souches parmi les prélévementscliniques :

Sur les 170 souches isolées, 46.47% proviennent de la bactériologie générde (qui
regroupe les prélevements de pus et sérosités purulentes, prélévements respiratoires, cathéters,
drains, sondes urinaires et trachéal), 30% d'hémocultures et 23.53% d'urines. Dans notre étude
le nombre de prélévements urinaires est le plus faible. Contrairement aux rapports de la
littérature, ou les prélévements urinaires sont toujours dominants.

Tableau 9: Répartition des souches de Klebsiella pneumoniae parmi les préévements
cliniquesn= 170

Pr éléevement N. deK.p isolée Pour centage (%)
Pus et sérosité 79 46.47
Hémoculture 51 30

Urines 40 23.53

Totd 170 100
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Figure 13 : Répartition de Klebsiella pneumoniae par mi les prélévements cliniques

1.3. Fréquence d’isolement de Klebsiella pneumoniae au CHU de Congantine par mi
les prélévements effectués en 2004

Parmi tous les prél évements effectués en 2004, K.p enregistre une fréquence de 2.08%

Tableau 10 : Fréguence d’isolement de Klebsiella pneumoniae au CHU de
Congantine parmi les pr élévements effectués en 2004.

Années Nombre de pré évements Effectif
N %

2004 21600 450 2.08

1.4. Répartition des souches de K.p en fonction des préevements positifs

La distribution des résultats positifs pour I'année 2004, toutes les souches confondues,
révéle une

Digribution de 12.74% pour K.p.




Tableau 11 : Répartition des souches de K.p en fonction des prélévements positifs

Années Nombre de préévements Effectif
positifs
N %
2004 3531 450 12.74

1.5. Répartition des souches selon I’origine et le service d'hospitalisation

La répartition des souches selon leur provenance montre que 92.94% des souches

sont isolées des différents services de I’hopital, (souches hospitaliéres), contre 7.05%

isolées de I’extérieur (souches communautaires). Le service de réanimation enregistre le

taux le plusimportant de souches de K.p avec une fréquence de 40,58%, suivi des services

médecine avec une fréguence de 21,76%, en revanche la plus basse distribution est

enregistrée au service de néonatologie (12.35%).

Tableau 12 : Répartition des souches par service d’hospitalisation

Service Effectif Pour centage %
Réanimation 69 40,58
Chirurgie 31 18,23
Néonatal 21 12,35
M édecine 37 21,76
Externes 12 7.05
Total 170 100
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Figure 14 : Répartition des souches par service d’hospitalisation.

1.6. Distribution globale selon le sexe

Parmi les 170 souches isolées, 78 (45,88%) proviennent de femmes et 92(54,11%)
d’hommes. Le sexe ratio est de 1,17. On peut remarquer que les souches de K.p se
répartissent presqu'a part égale pour les deux sexes. Ce critere physiologique ne semble
pas influencer les infections nosocomiales. Selon le sexe la fréguence d’isolement est
statistiguement non significative. Par contre celui de I’&ge et qui est en rapport avec le
statut immunitaire des patients, aurait son influence, c’est en effet un des facteurs de
risgue pour I’infection par K.p ; puisque les plus touchés sont les personnes agées et les

immunodéprimeées, ainsi que les nourrissons, conformément & de nombreux rapports.

Sexe Effectif Pour centage %
Homme 92 54,11%
Femme 78 45,88%

Total 170 100%




Femmes
45,88%

Hommes
54,11%

Figure 15 : Distribution globale selon le sexe

1.6.1. Sexeratio par service

Par service, la réanimation est la plus représentée avec 69 patients dont 38
hommes et 31 femmes. Le service de médecine avec 37 patients, répartis en 20
femmes et 17 hommes. Pour la chirurgie qui compte 31 cas, on note 17 femmes et 14
hommes. La néonatologie compte 12 filles et 9 garcons. Les traitements ambulatoires,

au nombre de 12, comptabilisent 7hommes et 5 femmes.

Tableau 13: Sexeratio par service

Service Homme Femme
Reanimation 38 31
Chirurgie 14 17
M édecine 17 20
Néonatologie 9 12




Fig 16: Sexeratio par service

2. Etudeanalytique en APl 20F:

2.1. Fréguence des profils numériques en API 20F (par ordre numérique)

Sur les 170 souches de K.p isolées des différents services et traitements ambulatoires,
5 profils numériques différents sont enregistrés parmi lesquels, le profil 52 15 773 est le
prédominant, on le retrouve dans 133cas, sa fréquence est de 78.23%, suivi du profil
numeérique

52 05 773 pour (uréase-) dans 13 cas, avec une fréguence de 7.64%, et du profil 52
14 773 pour (VP-) qu’on retrouve dans 10 cas avec une fréquence de 5.88%. Le profil 52
15 573 pour (inositol-) retrouvé dans 9 cas et enfin le profil 5205573 pour (urée-, inositol-
) avec une fréguence de 2.94%, retrouvé dans 5cas.

Tableau 14: Fréquence des profils en APl 205 des 170 souches de K.p par ordre
numérique

API 20 Profile Nombre (%) des souches
5215773 133 78.23
5205773 13 7.64
5214773 10 5.88
52 15573 9 5.29
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Figure 17 : Fréquence des profils en APl 205 des 170 souches de K.p par ordre
numérique



Tableau 15: Le52 15773

ONPG | ADH | LDC | ODC | CIT | H2S | UREE | TDA | IND | VP | GEL | GLU | MAN | INO | SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA
+ - + - + - + - - + |- + + + + + + + + +

5 2 1 5 7 7 3

Tableau 16 : Le52 05 773

ONPG | ADH | LDC | ODC | CIT | H2S | UREE | TDA | IND | VP | GEL | GLU | MAN | INO | SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA
+ - + - + - - - - + |- + + + + + + + + +

5 2 0 5 7 7 3

Tableau 17 : Le52 05573

ONPG | ADH | LDC | ODC | CIT | H2S | UREE | TDA | IND | VP | GEL | GLU | MAN | INO | SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA
+ - + - + - - - - + |- + + - + + + + + +

5 2 0 5 5 7 3

Tableau 18 : Le52 14 773

ONPG | ADH | LDC | ODC | CIT | H2S | UREE | TDA | IND | VP | GEL | GLU | MAN | INO | SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA
+ - + - + - + - - - - + + + + + + + + +

5 2 1 4 7 7 3

Tableau 19 : Le52 15573

ONPG | ADH | LDC | ODC | CIT | H2S | UREE | TDA | IND | VP | GEL | GLU | MAN | INO | SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA
+ - + - + - + - - + |- + + - + + + + + +

5 2 1 5 5 7 3
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2.2. Traduction des profils numériques de Klebsiella pneumoniae, en Caractéres

biochimiques

Tableau 20: Traduction des profils numériques de Klebsiella pneumoniae, en
Caracteéres biochimiques
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2.3. Relation profilsnumériques en APl 20F et site d’infection

Le profil numérique 52 15 773 de Klebsiella pneumoniae est le plus fréquent dans la
majorité des prélevements, il varie de 0% a 75% pour les autres prélévements. Il est
prédominant dans les prélévements de pus (75%), ensuite dans les prélévements des urines et

d’hémoculture. Ce profil est suivi du profil 52 05 773 avec 40% de souches isolées des urines.

Tableau 21 : Relation site d’infection et profilsen API 20°

Type de préevement Profil le plusfréquent Autresprofils
5215773

Pus et sérosité = 79 59 (75%) 20

Hémoculture = 51 29 (54%) 22

Urines = 40 26 (60%) 14

Total =170 114 56

= Profil le plus fréquent 52 15 773

= Autres profils

Figure 18: Relation site d’infection et profils en AP| 20°



2.4. Répartition des profilsnumériques par service d’hospitalisation

Larelation profil numérique et origine de la souche, nous informe encore une fois, que
le phénotype 52 15 773 est prédominant dans tous les services et que sa fréguence varie entre
75% et 83,78%. Ains les services de médecine enregistrent le taux le plus élevé, 83,78%,
suivis du service de néonatologie avec 80,95% et de la chirurgie avec 80,64%.

Tableau 22 : Externes

Effectifs Fréquence %
Profil API 20°
5215773 9 75%
5214773 3 25%
Tota 12 100%

5214773
25%

m 5215773

5215773 5214773
75%

Figure 19 : Répartition des profils numériques chez |les externes




Tableau 23: Réanimation

Profil APl 20° Effectifs Fréquence %
5215 773 51 73,91

5205 773 8 11,59
5205573 2 2,89
5215573 4 5,79

5214 773 4 5,79

Total 69 100

5.79%

2.89%  5.79%

11.59%
9% %5215 773

m 5205773
m 5205573
m 5215573
m 5214773

73.91%

Figure 20 : Répartition des profilsnumériques dans le service de réanimation.



Tableau 24 : Chirurgie

Profil AP 20% Effectifs Fréquence %
5215 773 25 80,64

5205 773 2 6,45
5215573 1 322

5205 573 1 322

5214 773 2 6,45

Total 31 100

80.64%

m 5215773
® 5205773
m 52 15 573
m 52 05 573
m 5214 773

Figure 21: Répartition des profilsnumériques dansle service de chirurgie




Tableau 25 : M édecine

Profil APl 20° Effectifs Fréquence %
52 15 773 31 83,78

5205 773 3 8,10

52 05573 1 2,70

52 15 573 2 5,40

Total 37 100

5.40%

8.10% \

83.78%

= 5215773
m 5205773
m 52 05573
= 5215773

Figure 22: Répartition des profils numériques dans le service de médecine




Tableau 26: Néonatologie

Profil Effectif Fréguence %
5215773 17 80,95
5215573 2 9,52

52 05573 1 476
5214773 1 476

Tota 21 100

4.76% 4.76%

9.52% ‘

80.95%

= 5215773
= 5215573
m 52 05573
= 5214773

Figure 23 : répartition des profils numériques en pédiatrie-néonatologie




3. Etudedela sensibilité aux antibiotiques de Klebsiella pneumoniae
3.1. Profil de sensibilité globale de Klebsiella pneumoniae aux antibiotiques.

K.pneunoniae présente une résistance naturelle (chromosomique) a I’ampicilline et
aux carbénicillines, et peut acquérir des résistances multiples. 43,35% des souches
résistent a l'association amoxicilline-acide clavulanique (AMC), 59,61% a I'association
ticarcilline-acide clavulanique (TCC), 81% a la pipéracilline, mais I’addition du
tazobactam diminue ce taux a 9,61%. Le taux de résistance acquise a la céfazoline
séléve a73,07% et il est de 61,76% pour le céfotaxime. En revanche les souches restent a
100% sensibles aux cefamycines (FOX et CTT) e a l'imipéneme. Concernant les
aminosides, on assiste a une résistance assez marquée pour la gentamicine et la
tobramicine 69.23% et 65.38% respectivement. Cette importante résistance concerne
auss la netilmicine et la kanamicine avec 60.75%, et 65.82%. L’is&pamycine et
I’amikacine manifestent le méme taux de résistance ,48.07%. Une excellente activité est
enregistrée pour les fluoroguinolones qui marquent 0% de souches résistantes aussi bien
pour I’ofloxacine que pour la ciprofloxacine avec des diamétres d’inhibition trés
importants. Cependant un taux de résistance important est noté pour I’acide nalidixique
qui passe a 28.84%, ce qui pourrait refléter I’usage commun de cet antibiotique et ce fait
signale I'existence d'un bas niveau de résistance aux fluoroguinolones.Pour les sulfamides
et trimé&hoprime 65.38% de souches résigent a I’association triméthoprime +

sulfamethaxazole.
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Tableau 27: Profil de sensibilité globale de K.pneumoniae aux antibiotiques n= 170

Antibiotiques Breack-points | %R %l %S
Amx/Amp 15-18 100 0 0
Amx+ac.clav 15-20 43.35 37,6 19.05
Ticarcilline 19-21 96.35 3,64 0
Tictac-clav 19-21 59.61 9.61 30,76
Pipéracilline 13-19 81 6 13
Pip/tazobactam 15-20 9.61 23 67,38
Imipénéme 18-21 0 2,94 97,06
Céfazoline 13-17 73.07 3.84 23.07
Céfoxitine 16-21 0 0 100
Céfotaxime 16-20 61.76 7.69 30.55
Ceftazidime 16-20 41.15 12,35 46,5
Céfotétan 16-24 0 0 100
Aztréonam 18-22 62 00 38
Cefépime 14-18 A 33 33
Tobramycine 15 65.38 1.92 32.69
Amikacine 16 48.07 3.86 48.07
Gentamicine 15 69.23 0 30.76
Netilmicine 14-18 60.75 5.06 34.17
Kanamicine 14-18 65.82 3.79 30.37
|sépamycine 15-17 48.07 0 51.92
Triméthoprime- 11-15 65.38 0 34.61
Sulfaméthaxazole

Ac-nalidixique 16-19 28.84 5.78 65.38
Pefloxacine 17-21 0 0 100
Ciprofloxacine 20-21 0 0 100

100.00%

90.00%
80.00% -
70.00% . :
60.00% - ' ' ' '
50.00% ;
40.00% ' '
30.00% ' :
20.00%
10.00% I - |

0.00%
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Aztréonam
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Tobramycine
Netilmicine
Kanamicine
Isépamycine
Ac-nalidixique
Pefloxacine
Ciprofloxacine

Amikacine
Triméthoprime-...

Tic+ac-clav
Pipéracilline
Céfazolone
Céfoxitine
Céfataxime
Ceftazidime
Gentamicine

Ticarcilline
Pip/tazobactam

Amx+ac.clav

Figure 24- Profil de sensibilité globale de K.pneumoniae aux antibiotiques.




3.2. Variations chez les malades externes

Les souches de K.p isolées de maades consultant en externe, résistent dans 25% des cas
a I’association amoxicilline-ac .clavulanique et ala pipéracilline. Les Klebsiella résistent
dans 0,69% des cas a I’association pipérecilline-tazobactam. La résistance a la
ticarcilline est de 92.35%, I’acide clavulanique rétablit la sensibilité a 75% avec
I'association ticarcillinetacide clavulanique. Concernant les aminosides, I’amikacine
reste la molécule la plus active avec 0% de résistance, la tobramicine et |la gentamicine
enregistrent le méme pourcentage de résistance et de sensibilité a savoir 25% de souches
résistantes et 75% de souches sensibles. Pour les quinolones 12.5% des souches sont
résistantes a I'ac-nalidixique. En revanche les fluoroguinolones conservent leur excellente
activité vis-avis des souches externes avec le taux de 0% de résistance pour les trois

mol écul es testées.

Tableau 28: Fréquence du profil de sensibilité aux antibiotiques chez les malades
externes. n=12

Antibiotique Break-Point %R %l %S
Amx-ac.clav 15-20 25 0.69 62.5
Ticarcilline 19-21 95 0 5
Tictac clav 19-21 25 0 75
Pipéracilline 13-19 25 0.69 62.5
Pip+tazobactam 15-20 0.69 375 50
Imipénéme 18-21 0 0 100
Cefotaxime 16-20 0 0 100
Cefépime 14-18 12.5 0 87.5
Amikacine 16 0 125 875
Gentamicine 15 25 0 75
Is&pamycine 15-17 25 0 75
Ac-nalidixique 16-19 125 0 875
Ofloxacine 17-21 0 0 100
Ciprofloxacine 20-21 0 0 100
Triméthoprime- 11-15 25 0 75
Sufaméthaxazole
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Figure 25: Fréquence du profil de sensibilité aux antibiotiques chez les malades externes.

3.3. Profil derésistance dessouchesdeK.p chez les malades hospitalisés

Pour les B-lactamines, le taux de résistance est tres élevé, en moyenne 80%, en
dehors des antibiotiques associés aux inhibiteurs, et la cefoxitine et I'imipéneme qui
restent trés actifs.

Pour les aminosides, la résitance a la gentamicine monte & 77% et celle de
['amikacine a plus de 56%. Nous relevons 32% pour I'acide nalidixique. Par contre, les
fluoroquinolones conservent une excellente activit, avec 0% de résistance a la

ciprofoxacine et al'ofloxacine.



Tableau 29: Fréquence du prdfil de sensibilité aux antibiatiques chez les malades hospitalisés. n=
158

Antibiotiques Breack-points | %R %I %S
Amx/Amp 15-18 100 0 0
Amx+ac.clav 15-20 43,18 45,45 11,36
Ticarcilline 10-21 95,45 4.45 0
Tict+ac-clav 19-21 65,90 11,36 22,72
Pipéracilline 13-19 84,09 4,54 11,36
Pip/tazobactam 15-20 9,09 22,72 63,63
Imipénéme 18-21 0 3,16 96,34
Céfazoline 13-17 81,81 4,54 13,63
Céfoxitine 16-21 0 0 100
Céfotaxime 16-20 68,18 6,81 25
Ceftazidime 16-20 22,72 47,72 29,54
Céfotétan 16-24 0 0 100
Aztréonam 18-22 40,90 34,09 27,27
Cefépime 14-18 38,63 34,09 27,27
Tobramycine 15 72,72 2,27 25
Amikacine 16 56,81 2,27 40,90
Gentamicine 15 77,27 0 22,72
Netilmicine 14-18 68,18 18,18 13,63
Kanamicine 14-18 72,27 3 24,72
|sépamycine 15-17 54,45 0 45,45
Triméthoprime- 11-15 72,72 0 27,27
Sulfaméthaxazole

Ac-nalidixique 16-19 31,81 2,27 61,36
Pefloxacine 17-21 0 0 100
Ciprofloxacine 20-21 0 0 100
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Figure 26: Fréquence du profil de sensibilité aux antibiotiques chez les malades
hospitalisés




3.4. Variations inter services du profil de sensbilité de K. pneumoniae aux

antibiotiques
3.4.1. Variationsdansles services de soinsintensifs

Les soins intensifs regroupent le service de réanimation, de médecine interne et
de neurochirurgie. Le profil de sensibilité varie d’un service & un autre. Les services
de réanimation sont les plus grands pourvoyeurs de bactéries multi résistantes. Une
forte diminution de sensibilité des Klebsiella pneumoniae vis-a-vis des C3G est notée
avec 59.72% au céfotaxime. Idem pour les aminosides ou 75% de souches résistent a
la gentamicine, et 69.44% de souches résistent a I’amikacine, un antibiotique présumeé
trés actif. L’isépamycine malgré sa nouveauté enregistre 69.72% de souches
résistantes.

Les souches résistent dans 50% des cas aux quinolones de premiére génération,

contre 0% aux fluoroquinolones.

Tableau 30: Profil de sensibilité de K.pneumoniae aux antibiotiques dans le service de
réanimation. N=72

Antibiotique Break points %R %I %S
Amoxicilline+ 15-20 40.27 50 9.72
Ac-clav

Ticarcilline 19-21 90.27 9.72 0
Tict+ac .clav 19-21 59.72 9.72 30.55
Pipéracilline 13-19 80.55 9.72 9.72
Pip-tazobacam 15-20 0 59.72 40.27
Imipénéme 18-21 0 4,16 95,83
Céfotaxime 16-20 60.72 0 40.27
Céfépime 14-18 40 30 30
Céfotétan 16-24 0 0 100
Amikacine 15-17 69.44 0 30.55
Gentamicine 14-16 75 0 25

| sépamycine 15-17 69.72 0 30,28
Ac- nalidixique 17-20 50 0 50
Pefloxacine 16-22 0 0 100
Ciprofloxacine 20-21 0 0 100
Triméthoprime | 11-15 69.44 0 30.55
sulfaméthaxazole
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Figure 27 : Profil de sensibilité de K.pneumoniae aux antibiotiques dans le service de
réanimation.

3.4.2. Variation dansles servicesde chirurgie

Les souches isolées des services de chirurgie montrent plus de résistance vis-a-
vis des C3G, que les souches isolées de la réanimation. 66.66% (I+R) contre 59.72%
de (I+R). Lesaminosides ne sont pas épargnés, la résistance séléve 4 66.66% (I+R) a
I’amikacine et 77,76% ala gentamicine. En revanche, 0% de résistance est notée aussi
bien pour le céfotétan que pour I’imipénéme. Larésistance al'acide nalidixique sééve
a 34,44%.



Tableau 31 : Fréguence du profil de sensibilité de K.pneumoniae aux antibiotiques dans
les services de chirurgie n=31

Antibiotique Break-point %R %l %S
Amoxicilline- 15-20 66.66 22,58 10,76
clav

Ticarcilline 10-21 98 2 0
Tic-ac.clav 10-21 67.76 0 32.24
Pipéracilline 13-19 86.66 0,2 10,14
Pip-tazobactam | 15-20 11 44 45
Imipénéme 18-21 0 0 100
Céfotaxime 16-20 66.66 0 33,34
Céfotétan 16-24 0 0 100
Céfépime 14-18 66,38 16,12 175
Amikacine 16 55.55 11.11 33.33
Gentamicine 15 77.76 0 224
Isépamycine 15-17 56,38 0 43,62
Ac-nalidixique 16-19 34.44 0 65,56
Pefloxacine 17-21 0 0 100
Ciprofloxacine 20-21 0 0 100
Triméthoprime- | 11-15 54.44 0 45,56
sulfaméthaxazole
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Figure 28 : Fréquence du profil de sensibilité de K.pneumoniae aux antibiotiques dans les
services de chirurgie.




3.4.3. Variationsdansles services de médecine.

En ce qui concerne la résistance dans les services fonctionnels de médecine
interne, elle est de 72,21% (R+1) pour I’amoxicillne-ac.clavuanique (I’AMC), la
combinaison ticarcilline-acide clavulanique (TCC), rétablit la sensibilité dans 38.88%
contre 0% pour la ticarcilline. Pour les C3G, 60% des souches sont résistantes au
céfotaxime. 53.33% de résistance est enregistrée a la fois pour I’amikacine et
I’isépamycine. La résistance a la gentamicine séléve a 66.66%. et les souches

résistent dans 40% des cas a I'acide nalidixique.

Tableau 32: Fréquence du profil de sensbilité de K.pneumoniae aux antibiotiques dans
le service de médecine. n= 37

Antibiotique Break-point %R %l %S
Amox-clav 15-20 27.77 44.44 27.77
Ticarcilline 19-21 100 0 0
Tic+clav 19-21 38.88 22.27 38.85
Pipéraciline 13-19 73.33 6.66 20
Pip+tazobactam 15-20 13.33 26.66 60
Imipénéme 18-21 0 5,40 94,59
Céfotaxime 16-20 60 13.33 26.67
Céfépime 14-18 26.66 46.66 26.66
Céfotétan 16-24 0 0 100
Amikacine 16 53.33 0 46.66
Gentamicine 15 66.66 0 33.33
Isépamycine 15-17 53.33 0 46.66
Ac-nalidixique 16-19 40 13.33 46.66
Pefloxacine 17-21 0 0 100
Ciprofloxacine 20-21 0 0 100
Triméthoprime- 11-15 53.33 0 46.66
sulfaméthaxazole
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Figure 29: Fréequence du profil de sensibilité de K.pneumoniae aux antibiotiques dans le
service médecine

3.4.4. Variation dansle service de néonatologie.

Le nombre de souches colligées dans le service de néonatologie est de 21. Ces
souches montrent une résistance de 100% pour la ticarcilline et 83.32% (R+l) pour la
pipéracilline. Ces importantes résistances sont partiellement levées gréce a I’effet des
inhibiteurs, I’acide clavulanique et le tazobactam, respectivement pour laticarcilline et
la pipéracilline. Pour les C3G et I’amikacine la résistance est respectivement de |’ordre
de 50% et 41.66%. Ces pourcentages sont manifestement plus faibles que ceux
enregistrés dans les services précédemment cités. De méme Pour I'acide naidixique
qui n’enregistre que 16.66% de résistance contre 40% en médecine et 50% en
réanimation.

Les fluoroquinolones sont trés peu utilisés en pédiatrie car elles sont toxiques
pour |'enfant.



Tableau 33 : Fréguence du profil de sensibilité de K.pneumoniae aux antibiotiques dans
le service de néonatologie. n=21

Antibiotique Break-point %R %l %S
Amox-ac.clav 15-20 50 50 0
Ticarcilline 19-21 100 0 0
Ticarcillinet+clav 10-21 33.33 8.33 58.33
Pipéracilline 13-19 66.66 16.66 16.66
Pip+Tazobactam 15-20 16.66 0 83.33
Imipénéme 18-21 0 0 100
Céfotaxime 16-20 50 8.33 41.66
Céfotétan 14-18 0 0 100
Céfépime 14-18 33.66 16.66 49.67
Amikacine 16 41.66 8.33 41.66
Gentamicine 15 69.66 0 33.33
Isépamicine 15-17 41.66 0 58.33
Ac-nalidixique 16-19 16.66 0 83.33
Ofloxacine 17-21 0 0 100
Ciprofloxacine 20-21 0 0 100
Triméthoprime- 11-15 58.33 8.33 33.33
sulfaméthaxazole
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Figure 30 : Fréquence du profil de sensibilité de K.pneumoniae aux antibiotiques dans le
service de néonatologie.




3.5. Distribution des résistances par service (Etude compar ative)

La comparaison des taux de résistance au niveau des services, nous permet d’émettre

les remarques suivantes :

Les souches isolées des différents services sont beaucoup plus résistantes que les

souches externes. Le profil de sensibilité aux antibiotiques dans les services montre qu’il

y’a une certaine homogénéité. Et bien que les services de soins intensifs et de chirurgie

restent les pourvoyeurs de souches résistantes, les services de médecine interne et de

néonatologie- pédiatrie hébergent aussi des souches résistantes aux C3G et également

aux aminosides et aux sulfamides. Des souches de résistance intermédiaire & I’imipéneme

sont retrouvées au service de réanimation et de médecine.

Tableau 34 : Répartition des résistances par service. n=170

Antibiotique Externes | Réanimation M édecine Néonatologie Chirurgie
Amx/Amp 100 100 100 100 100
Amx+ac.clav 25 40.27(50) 271.77 (44.44) 50 (50) 66(22,58)
Ticarcilline 95 90.27 (9.72) 100 100 98 (2)
Tictac-clav 25 59.72 (9.72) | 38.88(22.27) 33.33(8.33) 67,76
Pipéracilline 25(0,69) 80.55 (9.72) 73.33 (6.66) 66.66 (16.66) 86.66(0,2)
Pip/tazobactam | 0.69 (37.5) 0 (59.72) 13.33 (26.66) 16.66 11.11 (44.44)
Imipénéme 0 0(4,16) 0 (5,40) 0 0
Céfotaxime 0 60.72 60(13,33) 50 (8.33) 66.66
Céfotétan 0 0 0 0 0
Cefépime 12.5 40 (30) 26.66 (46.66) | 33.66 (16.66) 66.38
Tobramycine 25 75 66.66 (22.22) 66.66 7777
Amikacine 0(12.5) 69.44 53.33 41.66 (8.33) | 55.55(11.11)
Kanamicine 25 74 69.33 67.66 75.66
Gentamicine 25 75 66.66 69.66 7777
Netilmicine 0 65.33 53.33 (8.33) 40.08 (12.5) | 53.66 (13.33)
| sépamycine 125 69,72 53.33 41.66 56,38
Ac-nalidixique 125 50 40 (13.33) 16.66 34.44
Ofloxacine 0 0 0 0 0
Ciprofloxacine 0 0 0 0 0
Triméthoprime- 25 69.44 53.33 58.33 (8.33) 54.44
Sulfaméthaxazole

() Intermédiaire
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Figure 31: Répartition desrésistances par service.

3.6. Taux derésistance de Klebsiella pneumoniae par année

Le profil de sengbilité de K.pneumoniae montre une évolution progressive vers la
résistance pour certains antibiotiques et plus particulierement pour les p-lactamines. Pour
les C3G, le taux de résistance reste élevé avec une moyenne de 62,38 durant les trois
années. 2,94 %de souches de sensibilité intermédiaire pour I’imipénéme sont retrouvees
en 2004, dont trois proviennnent du service de réanimation et deux du service de
médecine interne. Concernant les aminosides, la gentamicine perd de son efficacité
d’année en année, et passe de 68.54% en 2002 & 71.5% en 2004. L’amikacine comptée
parmi les antibiotiques les plus efficaces pour les entérobactéries passe de 42,85% en
2002 & plus de 48% en 2004. Les fluoroquinolones restent les antibiotiques de choix avec
100% de sensibilité. En revanche I’acide nalidixique marque une régression d’efficacité
trés poussée en passant de 5.7% en 2002 a 25.64% en 2004. Cette résistance concerne
surtout la réanimation ot 50% des souches sont résstantes a cet antibiotique. Cette
résistance touche également les souches communautaires avec un taux de 12.5%. La
résistance a l'acide nalidixique est le reflet d'une pression de sélection par cet antibiotique
surtout dans le traitement des infections urinaires.

D’une fagon générale on peut dire qu’il y’a diminution de sensibilité d’année en

année, pour la majorité des antibiotiques bien que la différence dans la résitance entre



2002 et 2004 est statistiguement non significative, avec un p>0,005. Cette situation
inquiétante auss bien pour le clinicien que pour le biologiste, avec toutes ses
conséquences ecologiques, économiques, pourrait étre palliée par une utilisation

rationnelle et justifiée des antibiotiques.

Tableau 35 : Taux derésistance de Klebsiella pneumoniae par année. n=170

Antibiotique Break-point 2002 2003 2004
n=48 n=42 n=80
Amx/Amp 15-18 100 100 100
Amx+ac.clav 15-20 43,59 44.28 48,3
Ticarcilline 19-21 95,59 100 96
Tict+ac-clav 19-21 59,78 63.85 62.76
Pipéracilline 13-19 83 86.28 84.51
Pip/tazobactam 15-20 9,74 8,85 9,0
Imipénéme 18-21 0 0 0
Cé&fazoline 13-17 74,3 74.28 76.69
Céfoxitine 16-21 100 100 100
Céfotaxime 16-20 60,39 65.57 61,2
Ceftazidime 16-20 58,55 62,1 60.46
Céfotétan 16-24 0 0 0
Aztréonam 18-22 62,1 65.57 60.76
Cefépime 14-18 37.42 28.57 34.33
Tobramycine 15 65,68 71,25 67
Amikacine 16 48.12 42.85 48,1
Gentamicine 15 68,54 715 69,24
|sépamycine 15-17 48.12 42.85 48,1
Ac-nalidixique 16-19 57 15,64 25,64
Pefloxacine 17-21 0 0 0
Ciprofloxacine 20-21 0 0 0
Triméthoprime- 11-15 55,38 68,72 66,67
Sulfaméthaxazole
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Figure 32: Taux derésistance deKlebsiella pneumoniae par année.

3.6.1. Répartition desrésistances de K.pneumoniae aux antibiotiques en fonction

du préévement.

Pour cette étude comparative, seuls lestrois principaux prélévements ont é&é pris
en considération. Le tableau ci-dessous indique que les fréguences de résistance les
plus élevées observées dans les hémocultures, spécialement pour les C3G 66.67%
contre 60% (pus) et 52% (urines). La méme prévadence est observée pour les
aminosides, ou la gentamicine atteint les 88.33% dans les hémocultures, contre 55%
pour les prélévements de pus, e 42% dans les prélevements urinaires. Des
raisonnements analogues vont aussi pour I’amikacine, et les sulfamides. Cette
différence marquée concerne auss |’ac-naidixique qui enregistre un taux de résistance

de 33.33% pour les hémocultures, contre 22% pour le pus et 32% pour les urines.



Tableau 36 : Répartition des résistances de K.pneumoniae aux antibiotiques en fonction
du préléevement

Antibiotique Hémoculture Pus Urines
n=51 n=79 n=40
Amx/Amp 100 100 100
Amx+ac.clav 41.67 43,5 36.33
Ticarcilline 100 95 96
Tictac-clav 66.67 55 43,33
Pipéracilline 91.67 87 89.4
Pip/tazobactam 10 9,2 11.94
Imipénéme 0 0 0
Céfazoline 71.67 60 72.22
Céfoxitine 0 0 0
Céfotaxime 66.67 60 52
Ceftazidime 58.33 60 51.1
Céfotétan 0 0 0
Aztréonam 65.33 58 57
Cefépime 41.67 35 32,6
Tobramycine 66.67 50 52.22
Amikacine 46.67 35 324
Gentamicine 88.33 65 53.33
Isépamycine 46.67 35 324
Ac-nalidixique 33.33 22 32.22
Pefloxacine 0 0 0
Ciprofloxacine 0 0 0
Triméthoprime- 68.33 55 51.7
Sulfaméthaxazole

= Hémoculturen=51 = Pusn=79 ®m Urinesn=40

Figure 33: Répartition des résistances de K.pneumoniae aux antibiotiques en fonction
du préléevement



3.7. Digtribution globale des principaux phénotypes de résistance aux antibiotiques

3.7.1. Didgtribution des principaux phénotypes de résistance aux -lactamines

Quatre phénotypes de résstance aux p-lactamines, dont un sauvage sont
représentés dans notre éude. Celui des BL SE domine dans 62% des cas, suivi de celui
du type sauvage dans 27%, du type PHN dans 8% et du type TRI plus rare dans 3%
descas.

Tableau 37: Répartition des principaux phénotypes de résistance aux p-lactamines.
n=170

Phénotype de résistance Fréquence %
BLSE 62

PBN 27

PHN 8

TRI 3

BLSE: p-lactamases & spectre élargi. PBN : Pénicillinase de bas niveau, PHN : Pénicillinase
de haut niveau, TRI : TEM résistant aux inhibiteurs de pB-lactamases.

Figure 34 : Répartition des principaux phénotypes de résistance aux B-lactamines



3.7.1.1. Principaux phénotypes derésistance aux p-lactamines et r ésistances

associ ées.

Les BLSE montrent les plus forts taux de résistance associées, surtout a la

gentamicine qui atteint les 100%. Les taux les plus faibles concernent le phénotype

sensible.
__—Antibiotique GN AM SXT NAL
Phénotype
PBN 125% 0% 25% 125%
PHN 25% 25% 62,5% 37,5%
BLSE 100% 7187% 78,12% 40,62%
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Figure 35: Résistances associées aux phénotypes de résistance aux B-lactamines

3.7.1.2. Répartition des 105 souches de K.p productrices de BLSE en
fonction des services
Les résultats illustrés dans le tableau ci-dessous montrent que la population des
K.p BLSE+ varie en fonction des services. Le service de réanimation reste de loin le
pourvoyeur essentiel de ces souches (45,71%), suivi du service de médecine avec une
féquence de 21,90%. Le service de néonatologie marque le plus bas nombre en K.p
BLSE+ par rgpport au nombre total des K.p BLSE+.




Tableau 38: Répartition des 105 souches de K.p productrices de BLSE en fonction des
services

Service Nombre et fréguence de
K.p BLSE+
Réanimation 48 (45,71%)
M édecine 23 (21,90%)
Chirurgie 20 (19,04%)
Néonatologie 14 (13,33%)
Tota 105 (100%)

13.33%

45.71%
® Réanimation

» Médecine

m Chirurgie

= Néonatologie

21.90%

Figure 36: Répartition des 105 souches de K.p productrices de BLSE en fonction des
services

3.7.1.3. Répartition desK.p BLSE+ selon letype de préévement

Notre éude montre que la distribution des K.p BLSE+ varie selon le type de
prélevement, ainsi le nombre le plus important est noté pour les prélévements de pus
avec une fréguence de 52.38%, suivi des prélévements de sang qui enregistrent une
fréquence de 41.66% de K.p BLSE+. En revanche les urines enregistrent le taux le
plus faible, aprés les sécrétions respiratoires. En plus des résistances importantes
pour les C3G, ces K.p BLSE+ présentent des résistances associées trés marquées, aux

aminosides, al'acide nalidixique et al'association triméthoprime sulfaméthaxazol.



Tableau 39: Répartition desK.p BLSE+ selon letype de préevement. N=105

Prélévement Nombre total de K.p Nombre et fréguence de
K.p BLSE+
Pus et sérosité 79 58 (55.23%)
Sang 51 32 (30,47)
Urines 40 15 (14,28)
Total 170 105 (100%)

‘

55.23% ® Pus et sérosité
30.47%

® Sang

®m Urines

Figure 37 : Répartition des K.p BLSE+ selon le type de prélevement

3.7.2. Antibiotypes deK.pneumoniae productrice de BL SE.

Parmi la population des K.pneumoniae productrices de BLSE, 4 antibiotypes
sont retrouvés (al, a2, a3 et a4).

Le tableau ci-dessous montre que les 4 antibiotypes des K.p BLSE+ présentent
des résistances au cefotaxime (ce qui et norma), mais pour la ceftazidime c’est
variable : al et a3 sont entre sensible et intermédiaire, pour le a2 c'est variable, et le
a4 est intermédiaire. Ce qui nous permet de penser a des p-lactamases de type CTX-
M, enzymes décrites depuis quelques années chez les entérobactéries.

Ces K.p BLSE+ présentent des résistances associées aux aminoglycosides mis a

part les souches du al qui sont sensibles a I’amikacine, ainsi que des résistances



associees aux sulfamides et a l'acide nalidixique. L'imipénéme et les fluoroquinolones

restent trés actifs vis-a-vis de ces BLSE.

Tableau 40: Antibiotypes de K.pneumoniae productrice de BL SE. N= 105

Subgrat Antibiotype B-
lactamases

al a2 a3 ad
Cefotaxime R-1 R-I R R
Ceftazidime S \ S R
Aztréonam I \ I-R R
Gentamicine R R R R
Tobramicine R-S R R R
Amikacine S R R R
Co- S R R S
Trimoxazole
imipénéme S S S S
Ac-nalidixique R S R S

a: antibiotype, R : Résstant, S: Sensible, V : variable

3.7.3. CMI moyennes K. pneumoniae selon le phénotype.

Pour la caractérisation des K.p BLSE+, cing souches de 2002, cinq de 2003 et
cing de 2004 ont é&é choisies parmi le panel des K.p BLSE+. Les CMI des
antibiotiques des 15 BLSE+ ont été mesurés sur Viteck (automate). Pour les trois
phénotypes, les CMI a cefoxitine et a I'imipénéme sont basses et donc actives. Les
BLSE ont des CMI élevées pour la cefazoline et le cefotaxime.

Tableau 41 : CMI moyennes K. pneumoniae selon e phénotype. n= 52

ATB [AMX |AMC |TIC |TCC |TZP |[CF FOX |CTX |CAZ |[IPM
PBN |[>=32| <=2 [>=128| <=8 | <=4 | <=2 | <=4 | 1<= | <=1 | <=1
PHN |>=32| 13 [>=128| 59 <=4 46 5 3 2 <=1
BLSE | >=32| 18 (>=128| 73 12 |>=64| <=4 64 14 <=1

3.7.4. Distribution des principaux phénotypes de résistance aux aminosides.

La répartition des phénotypes de résistance aux aminosides montre une nette
prédominance du phénotype KGTNt caractéristique de la K.p avec une fréquence de
41%, suivi du phénotype sauvage avec une fréguence de 27%. Le phénotype

KTGANTt di & une association d'enzymes ou a une imperméabilité enregistre un taux
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de 10%. En revanche c'est le phénotype G (résistance isolée a la gentamicine) qui

marque la plus faible fréquence de 2.35%.

Tableau 42 : Répartition (%) des principaux phénotypes de résistance aux aminosides
chez K.pneumoniae. n = 170

¥ Sauvage

T e—.35%  0.00%

10.00%

41.00%
® KTANt

m KTGANt

Figure 38 : Répartition (%) des principaux phénotypes de résistance aux aminosides chez
K.pneumoniae.

3.7.5. Distribution des principaux phénotypes de rés stance aux quinolones

Le phénotype sauvage sensible est le plus fréquent, (65.38%), le phénotype, conférant une
résistance a I’ac-nalidixique est retrouvé dans 34.61% des cas. Les phénotypes conférant la
résstance aux fluoroguinolones ne sont pas représentés vu que nos souches sont

complétement sensibles & la ciprofloxacine et al'ofloxacine.



Tableau 43 : Répartition des principaux phénotypes de résstance aux quinolones, chez
K.pneumoniae. n=170

Phénotype | (sauvage) 1 i v

Pourcentage 65.38% 34.61% 0% 0%

0.00%
/_

0.00%

34.61%

65.38%

™ | (sauvage)
=l
=l

= [V

Figure 39 : Répartition des principaux phénotypes de résistance aux quinolones, chez
K.pneumoniae. n=170

Tableau 44 : L égende des phénotypes de résistance aux quinolones Jehl et al (2003)

Nal NOR PEF OFX CIpP
I S S S S S
I R S S S S
11 R I/IR I/R S S
Y R R R R R
Autres S R S S S




4. Résultatsde la biologie moléculaire
4.1. Electrophorése en champ pulsé

Les profils de migration obtenus aprés digestion par I’enzyme de redriction Spil sont

représentés dansla figure 40.
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Figure 40: Les profilsde migration obtenus aprés digestion par I’enzyme deredriction

Spel del'ADN bactérien des52 souches de K.p ayant servi a la biologie moléculaire.

Pour comparer les souches étudiées et évaluer le pourcentage de similitude entre elles, les
pulsotypes ont été analysés par analyst, Biorad (France).
Les étapes suivantes se succedent pour le traitement du gel d’électophorese :

- définition de la zone du gel a analyser

- correction des distorsions des bandes
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- normalisation : toutes les lignes (profils) doivent ére comparables entre eles si la
migration n’a pas éé éguivaente sur I’ensemble du gel, le méme échantillon
positionné dans le premier et le dernier puit du gel peut servir de standard pour cette
normalisation

- définition des standards des profils de références (profil du phage), profil de la souche
deréférence...), localisation des bandes de références

- Séection des bandes : définir les zones actives, c'est-&-dire les <<vraies>> bandes en
éliminant les artefacts s’il yen a.

Apreés cette préparation de I’image, les profils peuvent étre comparés et visualisés sous la

forme d’un dendrogramme avec |les pourcentages de similarité existants entre les souches

analyseés. (Figure 41)

L'interprétation des résultats est basée sur les critéres suivants:

» Minimum de 10bandes requis par profil

» Profil identique : méme souche

« Différence de 1 a 3 bandes : probablement relié

« Différence de 4 46 bandes : possiblement relié

« Plus de 6 bandes différentes : Souches non reliées selon les critéres de Tenover
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Figure4l: Dendrogrammerepreésentatif de I’éléctophor ése en champ pulsé

Parmi les 52 souches souches étudiées, L’ECP a individualisé 32 pulsotypes, dont la
dispersion dans le temps et |’espace semble permettre de formuler en premier lieu les
remarques suivantes :
- Lesservices sont colonisés par des souches aux pulsotypes différents
- 1l y’aco-existence de plusieurs souches dans un méme service
Une méme souche colonise un service sur une longue période de temps (2003-2004),
Cest le cas du service de la médecine interne et de la réanimation, ou |'on assiste a la

présence de souches regroupées dans un méme clone, mais certaines isolées en 2003 et
d'autresen 2004.
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L analyse du dendrogramme (figure 41) a partir des résultats des gels d’éectrophorése a montré
que 24 souches sur les 52 sont classées dans 4 clones différents, tandis que les 28 autres
appartiennent chacune a un clone unique ou isolé.
Sur les 24 souches des 4 clones, nous avons dénombré 17 K.p BLSE +.
Le premier clone contient 4 souches hospitaiéres dont 3 K.p BLSE+. Deux des Kp
BLSE(+) ont été isolées successivement en mars et mai 2004, la premiere isolée d’une
sonde vésicale au niveau du service de réanimation , la seconde d’ urines au niveau du
service de médecine interne, la troisieme Kp BLSE (+) a été isolée en 2003 d’une
hémoculture (service de médecine interne), la 4°™ souche, isolée en Avril 2004 d'un
prélévement de pus dermique, du service de réanimation.
Le deuxieme groupe clonal comprend 10 souches dont 5 Kp BLSE +. Une Kp BLSE +
isolée en 2003 du service de réanimation, a partir d’une aspiration trachéale. Les quatre
autres Kp BLSE (+) ont été isolées en 2004 essentiellement du service de réanimation (3
hémoculture et une aspiration trachéale), Ceci souligne que la Situation en réanimation est
ancienne et qu'elle persste. Les 5 souches restantes sont isolées de prélévements et de
services différents, cependant elles ont toutes été isolées entre avril et juin 2004.
Le troisiéme clone contient 6 souches dont 5 Kp BLSE (+). Ces Kp BLSE (+) ont éé
isolées entre avril et juin 2004, 3 provenant du service de médecine, deux prélevees des
hémocultures et une du pus). La quatriéme prélevée de pus de plaie au niveau du service
de chirurgie, lacinquiéme prélevée également de pus au niveau du service d’orthopédie.
La 6™ souche du clone a été isolée en avril 2003 d’une hémoculture du service de
neurologie. Cette souche présente une rési stance élevée au céfotaxime ; ainsi que pour les
5 aminosides testés.
L e quatriéme clone comprend 4 souches dont 3 K.p BLSE (+) et une souche sauvage. Les
Kp BLSE (+) ont été recueillies entre janvier et avril 2004. Une souche Prélevée des
urines au niveau du service de chirurgie, les deux autres de deux sondes vésicales au
service de réanimation. La souche sauvage a été prélevée en février 2004 du service de
néonatologie (sonde vésicale).
A premiére vue ces résultats nous permette d'emmetre les conclusions suivantes:
D'une part sur la période de janvier ajuin qui enregistre le plus grand nombre de souches, le
méme service peut héberger plusieurs clones regroupant des souches différentes, ce qui exclut

I'hypothése du méme clone et donc de la diffusion épidémique. D'autre part I'analyse du 3°™
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clone nous signale encore une fois que les souches de ce clone sont dispatchées (dispersées)
dans différents services.

4.2. Caractérisation génétique des BL SE:
La caractérisation génétique des 15 K.p BLSE+ gréce a la PCR a révéé la
présence d'une BLSE de type CTX-M-3, quelque soit son clone indiqué par I'ECP.

5. Analyse statistique

L’analyse des variables (les 22antibiotiques testés) a montré que la plus grande
corréation a été notée entre la gentamicine et le triméthoprime-sulfaméthaxazole (SXT) ou
I’indice de corrélation r = 0,943 et entre latobramicine et la gentamicine ou r= 0,905. L’étude
des individus (les 52 souches ayant servi a la biologie moléculaire) a permis de les regrouper
en cing groupes digincts, la distance (D=digance de Mahalanobis) et I’éloignement de ces
groupes ont été calculés.

D’apreés les résultats illustrés dans la figure 42, on remarque que le groupe 5 est trés
éloigné du groupe 4 (D= 6.8965) et le groupe 2et 3 sont les plus rapprochés (D=1.7825). Si
I’on se réfere & la composition du groupe 4 et 5 cela se vérifie, puisque les souches du groupe
4, sont pour la plupart des sauvages, excepté une souche et qui est une PHN (pénicillinase de
haut niveau).Le groupe 5 comprend une seule souche et qui s’avere une BLSE.

Les groupes 2 et 3 sont constitués de souches qui sont pour la plupart des BLSE et qui
avaient pratiquement les mémes antibiotypes. Pour le pourcentage de bien classées, on
remarque gue les cing souches appartenant au groupe 1 sont restées a 100% affectées au
groupe 1. Sur un tota de 24 souches du groupe 2, 22 souches sont restées affectées au groupe
2 et seulement 2 ont éé déplacées au groupe 3. Sur les 13 souches du groupe 3, 8 sont restées
au méme groupe, cependant 3 ont éé affectées au groupe 2, et 2 souches au groupe 1.

Le groupe 4 comporte 9 souches, dont 8 ont conservé leur affectation et seulement une

souche a été déplacée au groupel. L’unique souche du groupe5 est restée au groupe 5.
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Figure42: Résultats del’analyse factorielle discriminante.
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PO NTS CACHES

Poi nts vus Poi nt s cachés ABSCI SSE

ORDONNEE

006 015 -. 3007089
. 5970381

006 020 -. 322489
. 6800554

002 025 .1636179
. 6326579

007 026 . 6004651
1.308702

028 035 . 2208441
. 8992627

006 036 -. 5499436
. 6538999

Q05 037 6. 326998
1.586658

001 039 .1955173
. 8714625

009 042 . 3487322
1.020343

006 044 -.723414
. 594588

029 046 -. 6350032
. 6583866

014 047 . 0822582
1. 903665

010 051 2.510233F
. 8992165

033 052 -.7005212

-.241845
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6. Reésultatsdu génotype, du biotype et de I’antibiotype

Le tableau (45) ci-dessous, et une superposition des résultats de la biotypie, de
I’antibiotypie et de la pul sotypie.

Les 52 souches représentées dans le tableau ci-dessous ont fait I’objet d’une éude
génotypique par ECP.

Le biotype B1, représente le profil numérique 5215573 (inositol-) avec 8 souches (3, 8,
9, 22,24, 25, 37, 41), le B2 est le profil 5215773, qui est le profil dominant et caractéristique
delaK.p, avec 25 souches(4, 5, 7, 10, 11, 12, 15, 16, 17, 18, 19, 21, 23, 26, 29, 31, 32, 34,
35, 38, 40, 43, 45, 51, 52), le B3 et le 5205773 (Urée-) avec 10 souches (14, 27, 28, 30, 39,
42,47, 48, 49, 50), le B4 est le profil 5214773 (VP-), avec 8 souches (1 2 6 13 20 33 44 46) et
enfin le B5 qui est le 5205573 (Urée- et inositol-) c’est le profil rare ne comportant qu’une
seule souche, (la souche n° 37).

L'antibiotype A1 représente le type sauvage avec 7 souches (45, 46, 47, 48, 49, 50, 51)

L'antibiotype A2 comportant 20 souches (5, 6, 8, 11, 12, 13, 15, 16, 18, 19, 20, 22, 24,
32, 33, 35, 36, 39, 41, 44) des BLSE rédstantes a tous les aminosides testés et sulfamides
(Co-Trimoxazole),

L'antibiotype A3 comprend 8 souches toutes des BLSE résistantes a la gentamicine, a
['amikacine et au co-trimoxazole

L'antibiotype A4 comprend 5 souches (52, 43, 34, 31, 28) résistantes ala céfazoline.

Le tableau ci-dessous montre encore une fois que le génotype (ECP) est plus
discriminant que les deux méhodes phénotypiques (antibiotypie, et biotypie), puisque ces
deux derniers classent les 52 souches en 5 groupes distincts, alors que I’ECP aregroupé 24
souches en 4 clones différents, chacun regroupant un certain nombre de souches et sépare
bien les 28 restantes en des clones tous différents les uns des autres, isolés ou uniques, sans
liaison épidémiologique.

Ainsi si I'on prend les 7 souches de I'antibiotype Al La 45, 46, 47 48 49 50 51 et qui
sont toutes des sauvages, |e biotype les regroupe comme suit: la 45 et la 51 dans le B2 (profil
typedelaK.p), la46 au B4 (VP-), tandisqueles4 autres: 47 48 49 50 regroupées dans le B3
souches a Uréase négative. Le pulsotype les sépare encore plus, puisque les souches 45, 48,
49, 50, 51 chacune présente un pulsotype unique ou isolé. La souche 46 est dans le clone G4
qui regroupe d'autres souches, la souche 47 est au G2 comprenant également d'autres souches.

Ainsi pour les 7 souches du méme antibiotype, le biotype les affecte dans trois groupes
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différents, ou le premier comprend 4 souches, et le second deux souches, et le troisieme
une seule souche.

Ces mémes souches sont considérées trés hétérogenes par I’ECP qui affecte chacune
des7 souches dans un pulsotype différent.

Il en va de méme pour I'A2, cet antibiotype qui regroupe le plus grand nombre de
souches (20) par rapport aux autres antibiotypes. Cet antibiotype concerne les BLSE+
rés stantes aux aminoglycosides testés et aux sulfamides. Ces mémes souches sont affectées a
5 biotypes différents, mais I'ECP les affecte dans 12 groupes différents et considérant les
souches: 8, 15, 16, 19, 20, 44, 33, de pulsotypes uniques.

13 des clones unique ou isolé et affecte les souches qui restent dans les clones G1 G2
G3 et G4. Mais ce qui est encore remarquable est que par exemple au sein du biotype B2 qui
regroupe les souches: 5, 11, 12, 15, 16, 18, 19, 32, et 35, le pulsotype les distingue encore
plus et considére les souches: 15, 16, et 19 comme clone unique et isolé.

Pour I'antibiotype A5 qui regroupe une seule souche n°® 37, il sagit dune BLSE+ avec la
particularité d'étre sensible atous les aminosides testés et aux sulfamides, contrairement aux
autres BLSE+ de la série d'étude. Pour le biotype, dle est inositol- (ne fermente pas ce sucre)
et présente un pul sotype unique.

On remarque alors que I’ECP révéle bien le polymorphisme des souches qui n’apparait

pas avec |’antibiotypie et la biotypie.
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Tableau 45 : Réaultats du génotype (G), du biotype (B) et del’antibiotype (A)

Souche n° Prélévement Génotype Biotype Antibiotype
1 Pus Unique B4 A2
2 Liquide pleural Unique B4 A4
3 Sang Unique B1 Al
4 Sang Unique B2 A3
5 Aspiration trachéale G2 B2 A2
6 Sang G2 B4 A2
7 Sonde vésicale Unique B2 A2
8 Sang Unique B1 A2
9 Pus Gl B1 Al
10 Sang Gl B2 A2
11 Aspiration trachéale G2 B2 A2
12 Sang 4 B2 A2
13 Sonde vésicale Unique B4 A2
14 Pus Unique B3 A4
15 Pus Unique B2 A2
16 Sonde vésicale Unique B2 A2
17 Aspiration trachéale G2 B2 A2
18 Sang G2 B2 A2
19 Aspiration trachéale Unique B2 A2
20 Sang Unique B4 A2
21 Pus Unique B2 A4
22 Pus G2 B1 A2
23 Sang Unique B2 A3
24 Pus Gl B1 A2
25 Pus Unique B1 A3
26 Pus Gl B2 A3
27 Pus 4 B3 A2
28 Sang G2 B3 A4
29 Urine G3 B2 A3
30 Pus Unique B3 A2
31 Pus Unique B2 A4
32 Sang G2 B2 A2
33 Sang Unique B4 A4
34 Sonde vésicale 4 B2 A4
35 Sang G2 B2 A2
36 Sang G3 B5 A2
37 Pus Unique B1 A5
38 Sang Unique B2 A3
39 Sonde vésicale G3 B3 A2
40 Sang Gl B2 A3
411 Sang Gl B1 A2
42 sepsi pariétal Unique B3 A3
413 Pus G3 B2 A4
44 Sang Unique B4 A2
45 Pus Unique B2 Al
46 Urine 4 B4 Al
47 Pus G2 B3 Al
48 Urine Unique B3 Al
49 Urine Unique B3 Al
50 Urine Unique B3 Al
51 Urine Unique B2 Al
52 Pus Unique B2 A4
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Discussion



Discusson

Au cours de notre éude, nous avons présenté les principales caractéristiques
épidémiologiques de souches de K.pneunoniae isolées entre 2002 et 2004 au CHU de
Congtantine et évalué I’activité des B-lactamines, des aminosides et des quinolones,
principaux antibiotiques bactéricides, sur des souches présentant différents phénotypes de
rés stance.

Plus de 1/3 des souches afait I’objet  d’une caractérisation génotypique

1. Fréquenced'isolement de Klebsiella pneumoniae

La féquence d'isolement annuelle de K.p au CHU Benbadis de Congtantine est variable
d'une année & l'autre, avec une moyenne de 400 souches par an. Dans notre éude, étalée sur
18 mois, de 2002 a 2004, nous avons colligé 170 souches de K.p de malades hospitalisés et
consultants externes. Le Réseau Algérien de Surveillance de la Résistance aux Antibiotiques
(2008) rapporte que sur 3277 bactéries multirésistantes toutes espéeces confondues, isolées en
milieu hospitalier et sur un effectif global de 13620 isolalts K.p vient en téte avec 31,5% des

cas.

2. Sexe

Notre éude montre que la fréquence de K.pneumoniae est supérieure chez le sexe
masculin (54.11%) par rapport au sexe féminin (45.88%). Mais cette différence reste
statistiquement non significative, avec un %2>0,005. Ce critére physiologique ne semble pas
influencer les infections nosocomiales. Selon le sexe la fréquence d’isolement est
statistiquement non significative comme le rapportent Kariuki et al (2007). Par contre I’age
(que nous n'avons pas considéré) et qui est en rapport avec le statut immunitaire des patients,
aurait son influence, c’est en effet un des facteurs de risque pour I’infection par K.p (Colodner
et al., 2004; White et al., 2004) et d’autres, Saccordent a dire que les plus touchés sont
principalement les personnes &gées, les immunodéprimeées, ainsi que les nourrissons et
prématurés afaible poids (Van der Zwit et al., 1999; Ayan et al., 2003)
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3. Distribution desprofilsen API 20°

Le profil numérique 5215773 de K.pneumoniae est retrouvé 133 foig/170, soit une
fréquence de 78.23%, c’est le profil par excellence de K.pneumoniae.

Le profil le moins fréquent est le 5205573 (uréase-, inositol-) pour 2.94% de cas, pour
cedernier les données de la litterature parlent de 7% (Decré et d., 2000).

Le profil 5205773, profil inhabituel chez K.p et qui concerne les souches dépourvues
d’uréase et retrouvé avec une fréquence de 7.64%, contrairement aux résultats de Decré et a
(2000) qui rgpportent une fréquence plus élevée de 61,5%.

Les deux autres profils 5214773, 5215573 se succedent avec 5.88% et 5.29%,
respectivement.

Dans notre étude, les scores obtenus en identification biochimique par galeries API20E
montrent une excellente identification, ce qui correspond & une probabilité d'identification
comprise entre 99% et 98.78% et qui est retrouvée dans 17.77% des cas.

Une trés bonne identification, ce qui correspond a une probabilité d'identification
comprise entre 95% et 93% et retrouveée dans 14%des cas.

Une bonne identification, probabilité d'identification comprise entre 92% et 90% est
retrouvée avec une fréquence de 59.33%.

Une faible discrimination est obtenue dans 8.88% des cas, en plus les souches

concernées sont toutes uréase négative ce qui confirme également le caractére uréase négative

chez Klebsiella pneumoniae.

3.1. APl 20F et sited’infection

Dans notre éude le profil caractéristique de la K.pneumoniae (5215773) est présent 48
foig64 dans les prd évements de pus divers, soit une fréquence de 75%, contre 26fois/48 pour
les hémocultures, soit une fréquence de (54%), 12fois/20, soit 60% pour les urines. |l reste
auss prédominant dans les prélévements de traitements invasifs 9 foig/12 (75%) pour les

sondes vésicales.
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3.2. API 20" et service d’hospitalisation

Le profil 5215773 est prédominant parmi les externes (consultants) avec une
fréquence de 75%. Il reste également prédominant dans les services. Les plus faibles
fréquences concernent les profils 5205773 et 5205573.

4. Résistance et mécanismesderésistance aux antibiotiqguesde K.pneumoniae

4.1. Résistance de K.pneumoniae aux B-lactamines

Il est bien connu que les B-lactamines sont les antibiotiques de premier choix pour le
traitement des infections & K.p aussi bien chez I’adulte que chez I’enfant (Ayan et al., 2003;
Rebuck et a., 2000; Hussein et d., 2007).

Les résultats de notre étude montrent un taux de résistance naturelle a I’ampicilline,
amoxicilline, 100% résistants et aux carboxypénicillines, 96.35% pour la ticarcilline. La
résistance al’association amoxicilline-ac.clavulanique, aux C1G, aux ureidopénicillines va de
43.35% pour I’AMC, résultat éloigné de celui de Farah et d en 2007, qui rgpportent un taux
de résistance de 52,4% pour I'AMC, phénoméne lié & la production de B-lactamase type
(TRI), 73% pour la cefazoline, &4 81% pour la pipéracilline. Les inhibiteurs des -lactamases
associées aux B-lactamines, rétablissent I’action de ces antibiotiques (Li et al., 2004; White
et a., 2004; Lavigne et al., 2004). Ainsi pour I'AMC on passe a 43.35% contre le 100% de la
I'’AMX, du al'effet de I'acide clavulanique sur les B-lactamases chromosomiques (Murbach et
al., 2001). AveclaTZP on passe a9.61% contre 81% pour laPIP, et avec le TCC on passe
& 59.41% contre 96.35% pour la TIC. Ce résultat est conforme a celui de Babingioia et al
(2003) qui rapportent une baisse de résistance ala PIP quand elle est associée au tazobactam
parmi une population de K.p BLSE+.

Des résistances croisees sont observées entre les pénicillines et les céphalosporines a
large spectre ; en effet les isolats résistants a la tazopiperacilline étaient auss résistants a la
ceftazidime et au cefotaxime. Ces résultats concordent avec ceux de Rice et al (2000) et
Friedland et al (2003) dans des études multicentriques aux USA, et ceux de Schumacher et
al (2000) au Danmark qui indiquent des résistances croisées entre pénicillines et
céphalosporines parmi les populations de K.p étudieés. La résstance a ces deux antibiotiques

(ceftazidime et cefotaxime) est un marqueur important pour la détection de production des
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BLSE (Medeiros, 2000; Midolo et al., 2002; Lavigne et al., 2004%). Par ailleurs, Rice et al
(2000) rgpportent qu'une B-lactamase type SHV-1 ains que des protéines de la membrane
externe seraient a l'origine d'un haut niveau de résistance pour la tazopipéracilline et la
ceftazidime a la fois. Bergogne-Bérézin (2002) indique que larésistance a la ceftazidime est
en relation étroite avec son mode d'administration et les doses administrées.

Le tableau ci-dessous nous permet de comparer nos résultats avec des données
mondiales.
Tableau 46: Taux derésistance au céfotaxime et a la ceftazidime dans des pays

européens et africains

France Turquie Gréce Egypt EI- | Tunisie Notre

Sirotetal | Ayanetal | Galani et Kholy et al | Boutibaet | é&ude

2002 2004 al 2002 2002 al 2002
Cefotaxime | 10.1% 49.3% 83% 65% 75% 61,76
Ceftazidime | 10.1 485 85% 60% 45% 41,15

Mise & part La France qui marque la plus basse résistance aux C3G, et la Gréce qui marque la
plus forte résistance, nos résultats concordent avec ceux de nombreux pays de la
Méditerranée.

En France et comme le montre une éude multicentrique sur trois années, une augmentation
de sensibilité de K.p aux céphalosporines a été observée. Cette baisse de résistance est
probablement une conséquence des mesures de contrle épidémique instaurées dans les
hopitaux (Sirot et al., 2002).

Les données de nombreuses études ont montré que I’exposition aux céphalosporines a large
spectre est un facteur de risque pour I’émergence de la résistance a ces produits ( Harbarth et
al., 2001; Arlet et Phillipon, 2003). Ceci est particulierement problématique, puisque le
développement de la résistance aux C3G est associé avec |’augmentation de mortalité, de la
durée d’hospitalisation, et I’augmentation des charges hospitaliéres (Astagenau et Lepoutre,
2002; Eckert et al., 2004; Bonnet, 2004; Bailly et al., 2004; Duck et al., 2004). Par ailleursles
souches résistantes aux C3G sont multirésistantes. Cette multirésistance fait que les cliniciens
sont amenés, notamment dans les infections graves et plus particuliérement en réanimation, a
utiliser des molécules de plus en plus puissantes, en particulier I'imipéneme.

Sur I’ensemble des souches, la production de B-lactamase qui inactive principalement les
aminopénicillines, les carbénicillines et les ureidopénicillines, est le mécanisme de résistance
le plus fréguent. Larésistance au cefotaxime, a la ceftazidime, a I’aztréonam et associée a la
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production de BLSE (Ayan et al., 2003; Farah et al., 2007). Les souches BLSE restent
sensibles aux céphamycines.

L’imépénéme reste la molécule la plus active, surtout vis-&vis des K.p BLSE. Dans notre
étude I’apparition de souches hospitalieres avec des taux de résistance intermédiaire, nous
interpelle aun suivi et un contréle plus étroit de larésistance a cet antibiotique, puisque les
carbapénemes représentent la derniere ligne de défense dans |I’armement antimicrobien contre
les infections sérieuses ou invasives (Friedland et a 2003; Hussein et al., 2007; Dylan et
al.,2009). Aujourd’hui, de nombreuses é&udes montrent une rapide dissémination des K.p
productrices de carbapénémases, spécialement en Israél (Hussein et al., 2007) et au nord des
Etats Unis ( Bratu et al., 2005; Dylan et al., 2009) ou des épidémies & K.pneumoniae
carbapénémes résigtantes (KPCR) sont enregistrées. Les KPCR  sont isolées durant ou apres
['admission dans une unité de soins intensifs dans 66% des cas, longs s&jours avant I'isolement
de la K.p, ventilation mécanique , port de catheter, et surtout traitement avec imipénéme et
vancomycine (Hussein et d., 2007).
L activité des carbapénémes peut-étre compromise avec I’émergence de carbapénémases
(Fernando et al., 2008), la KPC-1 et la KPC-2 carbapénémases qui peuvent ére confondues
avec une BLSE ( Yigit et al., 2001; Moland et al., 2003). L’action de la KPC-1 se fait en
association avec la réduction de I’expression des porines Omp K35 et Omp K37 (Yigit et al.,
2001; Nordman et Poirel, 2002; Pasteran et al., 2008). Les enzymes de type KPC touchent
toutes les carbgpénemes.

Lalittérature nous apprend que les Entérobactéries ne présentent pas de réservoir naturel de
ces enzymes. La déermination des réservoirs, qui peuvent étre environnementaux, pourraient
aider a prévenir la dissémination des génes carbapénémases et a prendre des précautions pour
la pénétration dans un mécanisme moléculaire de la formation d’intégrons et de génes
cassette (Nordman et Poirel 2002).

4.2. M écanismes de résistance aux f-lactamines

Les souches appartenant au phénotype sauvage, donc sensibles a tous les antibiotiques
utilisés a I’exception des résistances naturelles (amoxicilling, ticarcilline) présentent la plus
forte fréguence aprés les K.p BLSE+ qui marque la fréguence la plus éevée (62%
contre27%). Ces résultats sont trés éloignés de ceux de France rapportés dans une étude
multicentrique par Dutour et al (2002) qui rapportent une fréquence de 3% de K.p BLSE+
parmi les isolats de K.p éudiés. Une autre étude multicentrique aussi en France ou sur 1061
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souches de K.p seulement 1.23% étaient K.p BLSE+ (Ducki et Blech 2004). Courvalin et al.,
2006 rapportent qu'a I'hdpital environ 70% des souches de K.p sont de phénotype sauvage ou
sensible et qu'en pratique de ville cette fréquence concerne 76% de K.p.

Le phénotype de résistance pénicillinase haut niveau vient en troisiéme position, avec
une fréguence de 18%, ce qui n’est pas trés commun, parmi les K.p. En France par exemple,
le réseau Aquitaine (2004) parle d'un taux de 0,9% seulement. Notre fréquence élevée est
probablement due soit al'acquidition d'une pénicillinase plasmidique de haut niveau, soit a
une hyperproduction de la SHV-1 chromosomique, suite & une mutation du promoteur d'ou
une augmentation de |'expression du géne.

Lafréquence de 3% est la prévalence du phénotype rare de résistance aux inhibiteurs
des B-lactamases, ce qui refléte une évolution des B-lactamases de ces K.pneumoniae. Les
enzymes en cause sont le plus souvent (90% des cas) des TRl (TEM résistants aux
inhibiteurs) (Courvain, 2006).

Notre éude indique cinq cas de résistance intermédiaire a I'imipénéme. La résistance a
I'imipéneme est probablement liée soit & un phénoméne dimperméabilité associé a une
modification des porines membranaires, soit a une production de carbapénémases (Nordman
et Poirel, 2002; Urban et al., 2004)

4.2.1. K.pneumoniae BL SE+ prévalence et répartition

Des bactéries productrices de BLSE ont été décrites pour la premiére fois dans les
années 80 en Allemagne, en France c'est en 1985 que les premieres BL SE ont été décrites. Le
Maghreb est atteint vers 1989 (Benhassen et al., 1990). Dans les années qui ont suivi, la
prévaence des BLSE n’a cessé de croitre et méme sur d’autres continents, de plus en plus de
souches BLSE ont été isolées (Coudron et a., 1997; Winokur et al., 2001).

Les BLSE hydrolysent les C1G et les C2G sauf les céphamycines, ces derniéres sont de
bons marqueurs de la résistance, mais ne sont pas préscrites car elles sont inductrices et
entrainent une résistance par imperméabilité.

Les BLSE peuvent atteindre les C3G et dés leur utilisation, les bactéries ont trouvé la
parade.

Les infections causées par les K.p BLSE présentent un risque accru d'échec
thérapeutique et sont associées a des hospitalisations prolongées et des surcolts liés aux soins
(Taon, 1999; Stone-Patricia et al., 2003; Rodriguez et Struelens, 2006). Les bactériémies

causées par les souches K.p BLSE+ sont retrouvées associées a une mortalité plus élevée que
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celle causées par des souches K.p non productrices de BLSE. Cette mortalité devée et en
partie due d'une part ala non détection de la production de la BLSE (Navon-VeneziaSet al.;
2004; Bailly et al., 2004) et d'autre part, la présence de plasmides conjugatifs qui peuvent
porter plus d'un géne codant pour ces BLSE , comme c'est le cas de I'épidémie a K.p BLSE+
au Brésil ou des genes codant pour les enzymes CTX-M et TEM ont été identifiés sur le
méme plasmide (De Rafales et al., 2003). Ces données entrainent des mesures de
surveillance, de contréle et de détection rapide des BLSE (Navon-Vanezia et al., 2004) pour
empécher la propagation de ce type de mécanisme de résistance.

La répartition géographique des K.p BLSE+ n’est pas homogéne et |a prévalence varie
considérablement d’une région & une autre. Sahly et al (2004) rapportent que I'incidence des
souches de K.p BLSE+ varie de 8% en Amérique du nord a45% en Ameérique Latine et 23%
en Europe, avec une prévalence dominante aux USI, avec des taux allant de 9% au sud de
I'Allemagne & 40% en France, 49% au Portugal et 59% en Turquie.

Dans les hopitaux du sud de I’Europe, la prévalence au niveau des Klebsiella BLSE+
atteint les 25%, tandis que parmi les consultants externes elle est etimée a 4% (Zingg 2008).
Aux USA une fréguence de 6% est enregistrée parmi les externes (Hesltine, 2000).

En Corée laprévalence de K.p BLSE est de 30% et les -lactamases SHV-12 et CTX-
M sont trés communes (Kim et al., 2007). Dans certains pays, la prévalence approche 50%,
avec des taux particulierement élevés en Europe de I’Est et en Amérique latine (De Rafales et
al., 2003; Paterson et a., 2004). En Afrique, dans une étude multicentrique tunisienne
regroupant 3 CHU, ou 1110 souches pathogenes de K.pneumoniae ont été collectées, 75%
présentaient une BLSE (Boutiba-Ben.Boubaker et a., 2002). De méme dans une étude
multicentique au Caire (Egypte) regroupant Shopitaux, sur 149 isolats de K.pneumoniae 65%
étaient résistants au cefotaxime et 60% a la ceftazidime (El Kholy et a., 2002), ces deux
antibiotiques sont les marqueurs principaux pour la production de BLSE (Villegas et al.,
2004; De Silva et al., 2006; Vdvedre et al., 2008). Au Nigeria la situation est plus dramatique
puisque, 57% des souches K.p communautaires sont des CTX résigantes. (Keyenan et
Rubingtein, 2007).

La situation est similaire en Israél, comme rapporté par Colodner et al dans une éude
menée en 2004 sur 311 patients non hospitalisés (externes) avec infections communautaires
du tractus urinaire: 128 souches BLSE+, et 183 souches BLSE-. En Italie dans une étude
nationale 3,5% d’Entérobactéries communautaires étaient des BLSE+, avec 2,6% de K.p. La
majorité des ces BLSE éait de type TEM, mais une augmentation de CTX a été notée en

I'occurence (Luzzaro et al., 2006).
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Dans une éude prospective de 455 épisodes consécutifs de bactériémies a K.p dans 12
hopitaux de 7 pays, 85 épisodes é&aient dus a un organisme producteur de BLSE (Paterson et
al., 2004). L’échec de I'utilisation d’un antibiotique actif contre K.p BLSE+ était associé
avec une mortalité élevée. C’est le cas des hopitaux en Israél ou pour plus de 600 patients
porteurs de K.p BLSE+ lamorbidité avoisineles 40% et lamortaité et de 25%. Cette sévére
épidémie avec un lourd fardeau économique a suscité une révision épidémiologique des
infrastructures des hoépitaux Isradliens (Paterson et a., 2004). En revanche une étude
multicentrique internationae de bactériémies dues a des K.p BLSE+ montre que la mortalité
était ggnificativement réduite suite a I'utilisation de carbapénemes durant les cing premiers
jours (Rahal, 2000).

Au CHU de Constantine, en 2002, sur 350 K.p hospitdiéres, 67.3% sont des K.p
BLSE, en 2004 lafréquence diminue |égérement pour atteindre 65%. Entre 2005-2006 |e taux
des K.p BLSE +diminue a 56% (Résultats du réseau national de la surveillance de la
résistance aux antibiotiques) ces chiffres restent considérables.

Au niveau national, le Réseau Algérien de Surveillance de la Résistance des bactéries
aux antibiotiques, indique une incidence de 40.2% de K.p BLSE+, ce résultat un peu éloigné
des résultats de notre étude (62%°) et nous informe néanmoins sur la situation nationale
globale en matiere de résistance dans nos hdpitaux, qui est trés préoccupante. La situation
dans les hdpitaux nationaux ciblés ne semble pas maitrisée.

Notre étude montre que le sexe est un facteur de risque pour I’infection par K.p BLSE+,
en effet sur les 105 isolats K.p BLSE+, 42 proviennent de patients de sexe féminin et 63de
patients de sexe masculin, 40% contre 60%. Ces résultats concordent avec ceux de Colodner
et a 2004 qui rapportent qu’il y’a augmentation significative chez le sexe masculin: 13.7%
dans le groupe K.p BLSE négative & 35.9% dans le groupe K.p BLSE+, ce méme auteur
ajoute ausd, étre &gé de plus de 60 ans, étre diabétique, et avoir pris des antibiotiques a large
spectre congtituent d’autres facteurs de risgque pour I’infection par des K.p BLSE+. Ces
facteurs de risque sont également rapportés par Lautenbach et al., 2001; Tumbarello et a.,
2006).

Notre étude de larépartition des K.p BLSE+ en fonction des services nous indique que
le service de réanimation constitue le carrefour idéal pour ces K.p BLSE+ avec une fréquence
de (70%), suivi de la chirurgie avec 65% et de la médecine interne avec une fréquence de
(62%). Ces résultats sont éloignés de ceux de France (40%) et du Portugal (49%) et de
Turquie (59%) et encore plus de ceux d’Allemagne (9%) au niveau des services de
réanimation, selon Lavigne et a (2004).
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Ladistribution des K.p BLSE+ en fonction des prélévements montre une augmentation
significative dans les prélevements de pus divers (55.23%), et les hémocultures (30,5%) parmi
les 105 K.p BLSE+. Ces résultats concordent avec ceux de (Friedland, 2003 ; Paterson, 2004;
Tambarello, 2006) qui rapportent que les K.p BLSE+ sont majoritaires dans les pus et les
hémocultures.

Enfin n'oublions pas que la production des K.p BLSE+ est souvent associée a la
rés stance a d’autres antibiotiques, essentiellement aux aminosides, al’acide nalidixique et au
co-trimoxazole, antibiotiques bactéricides trés utilisés. Nos résultats sont en partie en accord
avec ceux de (Resetarova et al., 2007) qui rapportent que 87.2% des isolats K.p BLSE+ sont
résgtants a plus de 20 antibiotiques parmi 37 testés, et 93.6% sont simultanément résistants
aux aminoglycosides et fluoroguinolones, selon une étude menée dans un hdpita
universitaire en République Slovaque. Par ailleurs, beaucoup d'auteurs saccordent a dire que
I’amikacine et I’imipénéme sont |es seuls antibiotiques actifs sur les K.p BLSE+.

Parmi les nouvelles B-lactamases a spectre élargi (BLSE) médiatrices de la résistance
visavis des céphadosporines de troisiéme génération C3G, il convient de citer en premier
lieu, le groupe CTX-M, puis les 3-lactamases de type BES, GES, PLA, PER, VEB.

Les CTX-M constituent une nouvelle famille d'enzymes de la classe A dAmbler
(groupe 2be de Bush) qui sest vite élargie, et propagée a travers le monde (Lartigue et al.,
2003; Gangoue-Pieboji et d., 2005; Moubarek et al., 2005; Livermore et a., 2007; Vaverde
et a., 2008) a cause d'un manque de détection dans beaucoup de laboratoires (Navon-
Veneziaet a., 2004; Villegas et a., 2004).

Le groupe CTX-M (pour céfotaximase) conférait & I’origine, chez les Entérobactéries,
un plus grand niveau de résistance au céfotaxime (ou ceftriaxone) céfépime et aztréonam qu’a
la ceftazidime (Brenwald, 2004; Hernandez et a., 2005; Phillipon et Arlet, 2006), Certaines
d’entre elles ont évolué récemment par mutation ponctuelle ou non, générant un haut niveau
de résistance a la ceftazidime telles les enzymesCTX-M-15, CTX-M-16, CTX-M-19 ou
encore CTX-M-32 dérivant par simple mutation (Asp240Gly) de CTX-M-1 ( Bush,
2001;Navarro et Miro, 2002; Cartelle et a 2004).

Les K.p BLSE+ du CHU de Constantine présentent des CMI élevées pour le
cefotaxime.

Dans notre étude les résultats des CM 1 ainsi que |e stquencage par PCR (Effectué pour
nous par le laboratoire de bactériologie et de virologie du Pr Thierry Naas a Paris) nous
indique une dissémination de BLSE type CTX-M-3. Ce résultat concorde avec celui de
Baraniak et al (2002) qui rapporte une dissémination prédominante de BLSE CT X-M-3 parmi
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les Entérobactéries en Pologne. Par contre Chanawong et al en 2002 également, parlent d'une
dissémination de CTX-M-9, 13 et 14 parmi les Entérobactéries en Chine.

La gravité de ces Klebsiella résistantes aux C3G est dautant plus aarmante
qu'actuellement elles ne sont plus cantonnées a I'hdpital, mais sont auss responsables
d'infections communautaires. En 2007, plus de 30% des souches isolées en ambulatoire
étaient résistantes aux C3G dans une étude multicentrique en Tunisie (Boutiba et a., 2007).

Les transferts horizontaux et verticaux sont responsables de la large diffusion de ces
CTX-M-3 parmi les K.p BLSE. En revanche pour |’ensemble des souches testées, et d’apreés,
les résultats de I'ECP, la diffusion n'est pas clonde. Ces résultats concordent avec ceux de
Pimkin et a (2002) sur des souches de K.p BLSE+ type CTX-M-3 en Russie, dont
I'émergence n'est pas clonale également. Aux Etats-Unis, Lewis et a (2007) rapportent une
émergence prédominante de BLSE type CTX-M.

Une étude faite sur des souches de Salmonelles isolées au CHU Benbadis durant |'année
2004, montre la présence de BLSE type CTX-M-3 (Naaset al., 2008); il sSagit donc dansle

cas de K.p d'une épidémie de plasmide.

4.3. Résistance de K. pneumoniae aux aminosides

Dans notre étude K.p a une sensibilité diminuée vis-a-vis des aminosides, 69.23%
d’isolats résistants a la gentamicine, 48.07% a |’amikacine. Ce taux de résistance est d’autant
plus inquiétant, puisque I’amikacine et considérée comme un aminoside de premier choix
dans le traitement des infections nosocomiales a K.p et surtout a K.p BLSE+ (Schelenz et al.,
2007). Nosrésultats montrent des résistances croisées entre la gentamicine et I’amikacine et
entre gentamicine et tobramicine. La résistance aux aminosides est associée a la résistance
acquise aux B-lactamines et au co-trimaxozole. 81% des souches résistantes a la gentamicine
et a I’amikacine é&aient aussi résistantes I’amoxicillinetac.Clav et aux C3G. Ces résultats
sont similaires a ceux rapportés par de nombreux auteurs qui indiquent que la résistance aux
aminosides est souvent associée & la résistance aux B-lactamines, résistances médiées par le
méme plasmide (Winokur et a 2000 ; Bergogne-Berézin 2000 ; Quentin et a., 2004). En
Europe la surveillance de la résistance aux aminosides indique des chiffres plus faibles que les
nbtres, 23.5% a la gentamicine en Angleterre, (Shannon et French, 2004), 30% en Grece
(Gadani et a, 2002); les données Egyptiennes se rapprochent des nétres avec 42% de
rési stance ala gentamicine et 47% pour I’amikacine (El-Khory et d., 2002).
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Il existe une corrdation significative entre I’apparition de mutants résistants et surtout
des résistances plasmidiques et I’usage des aminosides (Harbarth et a., 1998; Zwet et al .,
1999; Lambert et Courvalin, 2000; Quentin et al., 2004).

4.4. Mécanisme de résistance aux aminosides

Dans notre travail, les phénotypes sont définis a I’aide de six aminosides : Kanamycine,
tobramycine, netilmycine, gentamicine, amikacine et isépamycine. Cela nous a permis de
distinguer un phénotype sauvage (sensible & tous les aminosides) ainsi que les phénotypes de
résistance. Les mécanismes de résistance les plus incriminés sont probablement

- La modification enzymatique : la résistance aux aminosides est due principalement a
des enzymes modificateurs plasmidiques ou a des transposons codant pour des
enzymes modificateurs qui conférent les phénotypes : G, GT, GTNt, TNtA, et GTNtA.
Trois classes d'enzymes sont synthétistes de maniére constitutive et affectent la
fixation de I'antibiotique sur 'ARN 16S (Lambert, 2007).

Dans notre étude, le mécanisme de résistance impliquant I'enzyme AAC (3)-11 (KT GNt)
et le plus fréquent, il représente 41% des mécanismes de résistance. Ce résultat est en accord
avec les rapports de la littérature (Schannon et French, 2004; Keynan et Rubinstein 2007)
indiquant une prédominance de ce phénotype de résistance chez K.p et principalement chez
K.p BLSE+. Le phénotype par inactivation de I'enzyme ANT (2")-1 (KTG) a une fréquence
de 13.22%, le phénotype association d'enzymes ou imperméabilité le KTGANt avec une
fréquence de 10%. Le KTANt impliquant I'enzyme AAC (6')-1 a une fréquence de 6.43%.

Le phénotype G retrouve dans 2.35% des souches, implique I'enzyme AAC (3)-1.

La combinaison AAC (6')-1 + AAC (3)-I induisant une résistance a tous les aminosides
et établie pour K.pneumoniae (Galani et al., 2002).

Les phénotypes relevant d'un mécanisme d'imperméabilité ou d'association de plusieurs

enzymes représentent 0.33% en France (Lavigne et al., 2004).

4.5. Résistance aux quinolones

Dans notre étude les quinolones et les fluoroquinolones conservent une bonne activité,
vis&vis de K.p. L’ac-nalidixique marque une fréquence de 28,84 éloignée de celle de la
Tunisie 419.8% (Boutiba-Benboubaker et al., 2002), mais qui se rapproche de celle de France
a 23.2% (Sirot et al., 2002). En revanche pour les fluoroquinolones (ciprofloxacine et
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ofloxacine), nos isolats restent des plus sensibles avec les taux complets, 100% de sensibilité.
A titre de comparaison le tableau ci-dessous nous indique les fréquences de sensibilité dans

quelques pays.

Tableau 47: Taux de sensibilitéa la Ciprofloxacine et |'Ofloxacine dans des pays

européens et africains.

] o Etats-
France Angleterre Russie Tunisie )
Unis Notre
Sirotetal | Shannonetal | Winokur et Boutiba et
Wang & étude
2002 2003 al 2000 al 2002
al 2004
Ciprofloxacine 88% 83% 97% 88 88.9 100
Ofloxacine 84% 82% 93% 93.6 86.6 100

D’une fagon générale, et malgré une régression de senshilité vis-avis des
fluoroquinolones dans beaucoup de pays, les fluoroguinolones représentent une excellente
aternative pour le traitement des infections a K.p (Hooper et a., 2000). D’un point de vue
moléculaire la résistance aux quinolones est communément acquise & travers des mutations
chromosomiques plutdt que par échanges de plasmides (Winokur et al ., 2000; Wang et al .,
2004). Ces déterminants chromosomiques sont donc stables et non transférables, et ne sont
pas associés physiquement a des génes de résistance a d’autres familles d’antibiotiques
(Nordman, 2006). Danslamajorité des cas, le haut niveau de résistance aux fluoroquinolones
résulte d’une mutation chromosomique dans les génes gyr A et par C ou changement dans la
perméabilité ou efflux, ce qui reflete la pression de sélection dans I’environnement clinique
(Hooper, 2001; Robert et al ., 2001).

Les études récentes indiquent que la résistance aux quinolones peut aussi ére transférée
par des plasmides porteurs de géne responsable gnr (Quinolone Resistance) (Nordman et
Poirel, 2007). Cette résistance plasmidique a été découverte pour la premiére fois en 1998 auix
USA chez une souche de K.pneumoniae hébergeant un plasmide codant pour une protéine
QnrA, protégeant I'ADN gyrase de la fixation des quinolones (Martinez-Martinez et al, 1998).
Cette résistance plasmidique est donc facilement transférable, et est associée a la résistance a
d’autres familles d’antibiotiques

(Martinez-Martinez et al., 1998; Martinez-Rodriguez et al 2003; Mammeri et a .,
2005).
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Notre étude montre une évolution de la résistance entre 2002 et 2004 pour l'acide
nalidixique. Nos résultats indiquent que la résistance a I’acide nalidixique était fréqguemment
associée a la résistance acquise aux B-lactamines, aux aminosides et co-trimoxazole. Ainsi
60% des souches résistantes & I”’ac-nalidixique avaient un modele de résistance acquise aux f-
lactamines en comparaison avec les souches sensibles. Ces résultats sont similaires a ceux de
Wang et al (2004) sur des isolats aux USA ou une haute fréquence de résistance aux
quinolones est notée pour les isolats K.p BLSE+ (18% contre 56%). Tolun et al (2004)
retrouvent également cette association aussi bien chez desisolats de K.p que chez E. coli.

La résistance a I’ac-nalidixique était auss associée avec la résistance a la gentamicine
(30% de souches résistantes a I’ac-nalidixique, comparée a 4% seulement des souches
sensibles a I’ac-nalidixique). Pour le co-trimoxazole une résistance associée dans 81% de
souches résistantes a I’ac-nalidixique, comparée & 30% aux souches sensibles a I’ac-
nalidixique. Nos résultats sont en accord avec ceux de (Robert et al., 2001) qui rapportent
que 8% des souches résistantes a I’ac-nalidixique étaient également résistantes aux f3-
lactamines, 29% étaient résistantes ala gentamicine et 95% au co-trimoxazole.

Cette résistance combinée peut résulter d’une baisse de perméabilité de la paroi
cellulaire, ou d’un mécanisme d’efflux actif,(association de trois protéines membranaires qui
entrainent I'§ection de I'antibiotique), impliquant une résistance non sélective vis-a-vis de
plusieurs antibiotiques (Robert et al., 2001). Par ailleurs un traitement antérieur par
fluoroquinolones est un facteur de risque sgnificatif pour larésistance a ces molécules en cas
d’un second traitement (Tigaud, 2000; Stahl et al ., 2004).

4.6. M écanisme derésistance aux quinolones

Notre é&ude montre que pour les K.p du CHU de Constantine et durant la période
considérée, deux phénotypes de résistance seulement sont enregistrés, le phénotype | ou
sauvage et le phénotype Il (phénotype de résistance aux quinolones de premiere génération, a
savoir I'ac-nalidixique). Le phénotype sauvage est le prédominant avec une fréquence de
65.38%, et le phénotype Il a une fréguence de 34.61%. Les autres phénotypes, ne sont pas
représentés puisque nos souches K.p sont trés sensibles a I'ofloxacine et a la ciprofloxacine.
Ces phénotypes de résistance relévent de mécanismes différents, il sagit en général de
mutations spontanées dans certains génes chromosomiques qui réduisent la sensibilité de la
bactérie (Jacoby et al., 2003). Deux grands mécanismes. diminution d'affinité des cibles

intracellulaires que sont les complexes ADN-ADN gyrase et ADN-ADN topoisomérase |V, et

149



diminution d'accumulation intracellulaire de I'antibiotique, par défaut de pénétration passive
et/ ou excrétion active (Ho et al., 2001; Hooper, 2001; Yamane et al., 2007)..

La résistance aux quinolones peut auss étre transférée par des plasmides porteurs de
géne responsable, gnr (Quinolone Resistance) qui sont recherchés par des techniques de
biologie moléculaire (Wang et al., 2004%; Nasic et al., 2005)

Deux autres mécanismes de résistance plasmidique ont é&é rgpportés récemment:
inactivation des quinolones par l'acetyltransférase AAC(6')-1b-cr (Robicsek et al., 2006) et
dernierement, excrétion active des fluoroguinolones via la pompe d'efflux QepA (Périchon et
al., 2007).

Larés stance plasmidique en milieu hospitdier est redoutable car elle est infectieuse.

Plusieurs études ont démontré la prévalence du gene gnr A et ont montré que ce gene
est présent dans tous les continents chez les entérobactéries multi résistantes aux antibiotiques
et en particulier aux céphalosporines de troisiéme génération par production de BLSE ou de
céphalogporine plasmidique. Cette prévalence varie de 0.5% en France chez les
entérobactéries résistantes & I'acide nalidixique & 48% chez les entérobactéries BLSE en
Thailande (Robicsek et al., 2006).

Le géne gnr a étéretrouvé en Algérie chez des entérobactéries (Labadene et al., 2008).

L'émergence de ces nouveaux mécanismes de résistance plasmidique constitue une
vraie menace concernant |'efficacité des fluorogquinolones et ce a deux niveaux:

D'abord leur présence dans des plasmides conjugatifs favorise leur mobilité et leur
dissémination chez les différents pathogenes. De plus leur association a d'autres déterminants
de résstance essentiellement, B-lactamines et aminosides, concourt a une co-sélection de la
résgance aux fluoroquinolones par ces derniers antibiotiques largement utilisés en
thérapeutiques humaines. Ces trois mécanismes de résistance plasmidique conférent un bas
niveau de résistance aux fluoroguinolones, mais leur présence pourrait potentiellement
favoriser I'évolution vers un plus haut niveau de résistance par la sélection de mutation dans
les cibles, topoisomérases 1.

Par ailleurs, il n'existe pas de criteres phénotypiques sur un antibiogramme permettant
de distinguer les mécanismes de résistances chromosomiques et plasmidiques aux
quinolones. La détection repose donc sur des techniques de biologie moléculaire (Nordman et
Mammeri, 2007).

4.7. Résistance au Sulfaméthaxazole:

150



Pour I'association sulfamides-triméthoprime, les mécanismes de résistance sont
nombreux mais le principal est le support plasmidique.

Pour les sulfamides 3 génes de résistance (Sul |, Sul I, Sul I1l) codent pour I'enzyme
DHPS, la dihydroptéroate-synthétase, conférant une grande résistance (Golstein, 2007).

Prés de 65% de nos souches sont résistantes a cet antibiotique. Au niveau national le
réseau de surveillance de 2009 rapporte un taux de 54,21% (61,3% hospitalieres et 38,52%

externes)

5. Variation interservicesde la résistance

Notre étude montre que dans la plupart des services larésistance (I1+R) dépasse les 50%
pour la majorité des antibiotiques. Mais certains services sont de plus grands pourvoyeurs de
souches multi résigtantes, et c’est en particulier le cas du service de réanimation et de
chirurgie. Ceci est la conséguence d’une utilisation abusive des antibiotiques, et qui incite &
améliorer encore et toujours les mesures d'hygiene.

Pour les C3G le pourcentage de résistance le plus élevé est enregistré en chirurgie
(66,66%), ce résultat ne concorde pas avec celui de Sirot et al (2001) qui enregistre le taux le
plus éevé en médecine 42.1% contre 19.9% en chirurgie. De méme pour les travaux en
Tunisie de Boutiba et a (2002) qui rapportent que la plus forte résistance aux C3G est en
Pediatrie.

Pour les aminosides et les sulfamides et plus particuliérement I’amikacine, la
gentamicine, et le co-trimoxazole, les taux les plus élevés sont notés en réanimation 69.44% et
75%, 69.44% respectivement. Ce résultat est similaire a celui de Quentin et al (2004) et
Gdani et a (2002) en Gréce qui indiquent que le service de réanimation marque la plus forte
résstance aux aminosides. Les fluoroquinolones restent trés actifs au niveau du CHU de
Constantine, contrairement aux résultats, d’une éude a Ain M’lila sur les infections urinaires,
ou I’on assiste a une régression de sensibilité vis a vis des fluoroquinoloes (15.8% de
résstance vis-&vis de I’ofloxacine) (Bouzenoune et d., 2009).

D’une facon générale la résistance de la K.p aux antibiotiques rgoint celle des bacilles
a Gram- (BGN) dans les services de réanimation ou la résistance aux antibiotiques est la
résultante de deux phénomeénes complémentaires :

« La fréquence des egpéces en général des BGN dont le support de base ou résistance
naturelle est trés différente selon I’ espéce.
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« Lafréguence de la résistance acquise au sein de chacune des espéces due ala pression
de sélection par les antibiotiques a large spectre (C3G) (Friedland et al., 2003).

Le retour & une situation plus normale serait en particulier, le respect des consignes de
lavage des mains, la désinfection des locaux, une politique de I’antibioprophylaxie et de
I’antibiothérapie ains que la détection rapide des porteurs des bactéries multi résistantes
(BMR) (Bergogne-Bérézin, 2000; Bucholz et a., 2001; Stewart et al., 2001).

6. Variation delarésistance en fonction du préévement

Notre é&ude montre que les plus hautes fréguences de résistance sont notées dans
hémocultures, plutét que dansles urines, comme pour la majorité des données de lalittérature

(Winokur et a., 2000 ; Robert et d., 2001 ; Riegel, 2002 ; Lavigne et al ., 2004). En
revanche nos résultats concordent avec les résultats nationaux de Bouzenoune et al (2009)
qui rapportent que les fréquencesles élevées sont aussi observées dans les hémocultures. Les
prélévements de pus divers viennent en deuxieme position, avec des taux qui se rapprochent
de ceux enregistrés dans les urines, avec quelques disparités.

Le CHU ou se déroule notre étude n'a pas de service d'urologie ce qui peut expliquer la

fréquence plus importante de bactériémie a K.p multi résistante que d'urines.
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7. Electrophoreése en champ pulsé

Les infections nosocomiales sont responsables d’une importante morbidité, de plus les
facteurs favorisants ces infections sont multiples. La connaissance précise des souches
bactériennes isolées lors d’une recrudescence d’infections dans une unité hospitaiere, au-dela
de I’identification de I’espéce et de I’antibiogramme de routine, est devenue une nécessité
pour repérer le mode de transmission de la bactérie a I’hdte. Les caractéres phénotypiques
usuels ont leurs limites. Si un certain nombre de caractéres phénotypiques permettent de
définir une espece bactérienne, I’expression des caractéres phénotypiques peut varier selon les
conditions de vie de la bactérie.

La bactérie qui semble constamment ressentir son environnement, active ou inhibe
certains de ses génes de maniére a étre en harmonie avec celui-ci. 1l se pose donc un probléme
de la reproductibilité des résultats, pouvant étre génant pour les comparaisons d’une série de
souches, si I’on se base sur des caractéres phénotypiques.

L’intégrité de ’ADN n’é&ant pas atteinte lors des modifications de vie, I’ECP ne
rencontre pas ces problemes de reproductibilité des résultats. De plus, une variabilité
génétique est pratiquement toujours constatée au sein d’une méme espéce et I’ECP permet
de différencier ces souches.

Les pulsotypes, profils générés par I’ECP, présentent un nombre relativement restreint
de bandes du fait de I’utilisation d’enzymes coupant en des sites plus rares que les enzymes
courants. Le choix de I’enzyme dépend du contenu G+C de I”’ADN bactérien et de la séquence
de reconnaissance de I’enzyme. Pour Klebsiela, I’enzyme de restriction utilisée est soit Spel,
soit Xbal qui permet d’obtenir les profils les plus discriminants. Pour notre étude c'est la Spel
qui a été utilisée.

La reproductibilité de I’ECP est contrdlée par I’introduction de souches de pulsotypes
connus a chaque manipulation.

Les méthodes de typage moléculaires, en particuliers I’ECP, qui est considérée comme
I'&alon-or des méhodes de typage moléculaire (Singleton, 2005), ont amené un nouveau
pouvoir discriminant des souches bactériennes entre eles, souches pouvant étre
indifférentiables par des méthodes phénotypiques ou sé&rologiques classiques (Foissaud et al.,
1998).

Cest ains que pour laK.p du CHU de Congantine, et durant la période d’éude étalée
de 2002 42004, concernant 170 souches, labiotypie ne nous adifférencié que 5 biotypes, et
I’antibiotypie seulement 5 antibiotypes aussi. L'ECP quant a elle, permet une plus grande
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discrimination de ces souches, ains on retrouve 4 clones distincts regroupant 24 souches,
chague clone comprend des souches qui sont liées épidémiologiqguement. Les 28 souches
restantes, ont chacune un pulsotype différent et sont donc sans liaison épidémiologique.

Ces résultats révélent bien le polymorphisme des souches, qui n'est pas aussi apparent
avec les deux méthodes phénotypiques.

L'existence de souches de génotypes différents exclut la dissémination d'une seule
souche épidémique dans I'hdpital.

Par ailleurs le fait de retrouver dans le méme clone des souches de 2003 et de 2004 nous
indique que la situation est ancienne et qu'elle persiste, principalement en réanimation et en
médecine.

Beaucoup d'enquétes menées en milieux hospitaliers ont montré que le geénie
épidémique de K.p est limité. 1l est habituel que dans un méme service plusieurs variétés de
K.p coexistent. L'existence de flambée épidémique a K.p est exclue, celle de petits foyers est
possible.
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Conclusion



Conclusion
Les résultats de cette étude permettent de fournir des données épidémiologiques sur K.p au

niveau de I'hdpital Benbadis ains qu’une évaluation de la sensibilité a plusieurs antibiotiques
des 3 principales familles. Ce type d'étude dincidence représente un des ééments
épidémiologiques qui peut ére intégré dans un programme plus globa de lutte contre les
infections nosocomiales.

Klebsiella pneumoniae est un pathogéne opportuniste découvert depuis plus d’une centaine
d’années. Aujourd’hui  elle est le chef de file des germes responsable d’infections
nosocomiales séveres et difficiles a traiter, des épidémies sont causées par des souches
résgtantes a une large variété d’antibiotiques. Les premiéres souches productrices de BLSE
appartenaient a I’espece K.p. Leur fréquence a augmenté chez cette espece de 1% al0%-25%
entre 1985 et 1991, pour diminuer ensuite et se situer autour de 5 a 10% en France.REF Nos
chiffres sont beaucoup plus éevés quant a la fréquence des K.p BLSE+ et les taux de
résstance aux p-lactamines et aux aminosides. Au CHU de Constantine, en 2002, sur 350
K.p hospitdiéres, 67.3% sont des K.p BLSE, en 2004 la fréguence diminue |égérement pour
atteindre 65%. Entre 2005-2006 le taux des K.p BLSE +diminue & 56% (Résultats du réseau
national de la surveillance de la résistance aux antibiotiques) ces chiffres restent
considérables.

La population des souches K.p BLSE+ est prédominante dans les prélévements de pus divers
et les hémocultures. En revanche la population de ces K.p BLSE +varie d’un service a
’autre. Le service de réanimation congtitue le carrefour idéal pour la persistance et
I’amplification des nouvelles bactéries multi-résistantes, dont lalutte doit devenir une priorité.
L'analyse des résultats de I'épidémiologie moléculaire montre une diversité clonae trés
importante parmi les souches cliniques de K.pneumoniae. La dissémination de la résistance
aux antibiotiques n'est pas due a la transmission clonale de souches résigantes, en revanche,
la pression de sdlection exercée par les antibiotiques (B-lactamines et aminosides, et
quinolones) favorise cette évolution. La promotion d'aternatives thérapeutiques et un usage
raisonné des antibiotiques sont probablement indispensables pour contréler la diffusion de la
résistance chez les souches de K.pneumoniae.

La résistance change d’un pays a I’autre, bien que I’émergence se développe rapidement
localement puisgue les bactéries sont exposées aux mémes antibiotiques et soumis aux mémes
conditions. Le renforcement des mesures d’hygiéne, I’isolement des patients porteurs des
BLSE,
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le dépistage des porteurs a l'admission, et les rapports de laboratoire des patients doivent
indiquer que I'on soupgonne ou qu'on a éabli la présence d'un isolat producteur de BLSE. Le
signalement de souches BLSE sur les résultats de laboratoire est importante sachant qu'un

échec thérapeutique et possible chez les patients recevant des pénicillines, la
ceftazidime, le cefotaxime, le ceftriaxone et I'aztréonam, ces informations permettent
d’éviter I’extenson des épidémies (Patersson DL 2000)

U Sur le plan thérapeutique, la monothérapie est suffisante en I'absence de signe de
gravité clinique et dés lors que la responsabilité de tel ou tel pathogéne peut-étre
raisonnablement suspectée.

Les associations d'antibiotiques sont réservées aux patients graves. (Dawis et d., 2003)

U En pratique, il faut combiner 3 méthodes pour une discrimination optimale des
souches bactériennes entre elles. Afin d’obtenir une information épidémiologique de
qualité, I’identification est systématiquement accompagnée d’un antibiogramme, ces
deux méthodes phénotypiques sont complétées par une éude de biologie moléculaire
en occurrence une ECP. Cette méhode est la plus discriminante et elle est excellente
pour le typage d’épidémie avec un petit nombre d’isolats, car en cas d’un nombre
élevé d’isolats la stratégie la plus convenable serait de faire en premier lieu le
serotypage K ou O suivi de I’ECP pour les isolats probablement identiques. (Hansen
et al 2002).

U En ce qui concerne les K.pneumoniae du CHU de Constantine, elles sont multi
résstantes et hyperproductrices de BLSE. L e caractére communautaire ou nosocomial
de la souche influence énormément le niveau de résistance et la résistance aux f-
lactamines et est associée de fagon significative & celle des aminosides et a cdlle de
I'ac-nalidixique. Bien que durant la période d'étude toutes les souches recueillies sont a
100% sensibles aux fluoroguinolones testés, des études récentes dans le méme centre
d'éude, montrent une évolution vers la résistance pour les fluorogquinolones, ce qui
congtitue une vraie menace concernant I'efficacité des fluoroquinolones et ce a deux
niveaux. D'abord la présence des mécanismes de résistance sur des plasmides
conjugatifs favorise leur mobilité et leur dissémination. De plus leur association a
d'autres déterminants de résistance essentiellement B-lactamines et aminosides
concourt a une co-séection de la résisgtance aux fluoroquinolones par ces derniers
antibiotiques largement utilisés en thérapeutique humaine. D’autre part et bien que la
prévalence de la résstance aux carbapénémes est encore tres faible il convient de

rechercher lafaible résistance par des CMI et par larecherche de carbapénémases.
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L'ECP regte de loin le marqueur épidémiologique le plus discriminant et nous permet de
conclure que durant la période considérée, les K.pneumoniae recueillies, ne proviennent pas
du méme clone puisgu'elles présentent des pulsotypes différents, ce qui exclut la
dissémination clonale d'une seule souche épidémique au niveau de I'hdpital. La sSituation
reléve plutdt d'une implantation de petits foyers épidémiques dans nos services a haut risque
infectieux.

U L'analyse des résultats des quatre méthodes (biotypie, antibiotypie, pulsotypie et
AFD), nous révélent bien que nos résultats ne sont pas superposables, ce qui est
probablement du au fait, que les génes de résstance sont portés essentiellement par
des plasmides, ce qui leur confére un potentiel de propagation rapide entre les
différentes souches.

La résistance bactérienne est générée par I'nomme, par un mauvais usage des antibiotiques
prescrits soit inutilement, soit incorrectement. Les bactéries multi résstantes se transmettent
ensuite en faveur d'un manque d'hygiéne. Nous rappelons les objectifs prioritaires pour la
structure de soins que sont des mesures d'hygiene strictes, une politique de l'usage
antibiotique et I'apport d'information réguliére sur I'épidémiologie des souches et des

résistances dans les services.
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PERSPECTIVES



Per spectives

Cette étude nous a permis d'étre initiés a I'éude des antibiotiques in vitro, ce qui
conditue une base scientifique nous permettant dinitier des travaux sur l'activité
antibactérienne des plantes par exemple. De plus notre expérience en épidémiologie
moléculaire permettra & notre équipe d'ére présente au sein de groupes de travail
pluridisciplinaires Biologie- Clinique- Epidémiologie.

Différents mécanismes de résistance ont été décrits dont le plus fréguent est celui de la
production de B-lactamases et comme indiqué dans la littérature, ce phénomene échappe
souvent a la détection dans les laboratoires de routine, ou les techniques conventionnelles
"manuelles’ sont souvent sources derreurs, il est temps peut-&re dautomatiser nos
l[aboratoires, et I'idéal serait d'aller puiser directement dans le génome gréce aux nouvelles
techniques de biologie moléculaire, qui devraient ére introduites dans nos laboratoires: c'est
le mellleur garant d'un diagnostic fiable, rapide, pour des mesures préventives comme

I'isolement du malade et le renforcement des mesures d'hygiéne.
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Abstract

Klebsiella pneumoniae is an opportunistic pathogen found in more than a hundred
years. Today she is the leader of the germs responsible for severe nosocomia infections and
difficult to treat, epidemics are caused by strains resistant to a wide variety of antibiotics. The
first ESBL-producing strains belonged to the species Kp Their frequency has increased in this
species of 1% to 10% -25% between 1985 and 1991 and then decline to be around 5 to 10% in
France. Our numbers are much higher in the frequency of ESBL + Kp and resistance rates for
B-lactams and aminoglycosides, both at regional and national levels.

The following objectives of our study are:

e Measure the frequency of Klebsiella pneumoniae in the study centers at the

University Hospita of Benbadis based services and pathological samples.

e Check the clonality of strains.

e To study the clonal dissemination in the hospital by making the antibiotype the

biotype and pulsotypes.

To obtain a more accurate epidemiological information, a factor analysis (CVA) was
conducted, based on the results of the antibiotype and the 2 test for the comparison of
incidence rates from one year to another.

One hundred and seventy strains were collected between 2002 and 2004 at the
University Hospital of Constantine. In our study among the 170 strains 93% and 7% hospital
are external. Three epidemiological markers are used: biotype, antibiotype and pulsotypes.
The most pronounced resistance to blood cultures is recorded. The distribution of réssitance
service level indicates that the ICU is by far the provider of multi-resistant strains. Comparing
the results of the three markers indicates indisputably that pulsotypes is by far the most
discriminating marker.

Keywords: Klebsella pneumoniae, epidemiological marker, antibiotic resistance,
ESBL,
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Résumé

Klebsiella pneumoniae est un pathogéne opportuniste découvert depuis plus d’une
centaine d’années. Aujourd’hui  €elle est le chef de file des germes responsables d’infections
nosocomiales sévéres et difficiles a traiter, des épidémies sont causées par des souches
résstantes a une large variété d’antibiotiques. Les premiéres souches productrices de BLSE
appartenaient a I’espece K.p. Leur fréquence a augmenté chez cette espéce de 1% a10%-25%
entre 1985 et 1991, pour diminuer ensuite et se situer autour de 5 a 10% en France. Nos
chiffres sont beaucoup plus élevés quant a la fréquence des K.p BLSE+ et les taux de
rési stance pour les B-lactamines et les aminosides, aussi bien au niveau régional que nationd.

La mise en évidence du caractére éidémique de I’infection est importante pour la mise
en cauvre rapide des mesures préventives. Dans ce but, nous nous sommes fixés les objectifs
suivants :

Mesurer d’abord la fréquence de Klebsiella pneumoniae dans les centres d'étude
au CHU de Benbadis en fonction des services et des prélévements pathologiques.
Vérifier laclonalité des souches.

Etudier la dissémination clonale a I’hdpital en réalisant I’antibiotypie, la biotypie
et la pulsotypie.

Afin d’obtenir une information épidémiologique plus précise, une analyse factorielle
discriminante (AFD), a été réalisée, se basant sur les résultats de I’antibiotypie, ainsi que le
test du 2 pour la comparaison des taux d’incidence d’une année a |’ autre.

Cent soixante dix souches sont collectées entre 2002 et 2004 au niveau du CHU de
Congtantine. La fréguence d'isolement de la K.p est de 2,08% parmi 21600 préévements
effectués en 2004. Dans notre étude parmi les 170 souches 93% sont hospitalieres et 7% sont
externes. Trois marqueurs éidémiologiques sont utilisés: biotypie, antibiotypie, et pulsotypie.
La comparaison des résultats des trois marqueurs indique indiscutablement que la pulsotypie
est deloin le marqueur le plus discriminant.

Mots clés Klebsiella pneumoniae, Marqueur épidémiologique, Résistance aux
antibiotiques, BLSE,
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Corrections

Break-points desantibiotiques selon le CL SI:

Antibiotiques Breack-points
Amx/Amp 14-16
Amx+ac.clav 15-20
Ticarcilline 15-19
Tict+ac-clav 15-19
Pipéracilline 18-20
Pip/tazobactam 18-20
Imi pénéme 14-15
Céfazoline 15-17
Céfoxitine 15-17
Céfotaxime 15-22
Ceftazidime 15-17
Céfotétan 15-17
Aztréonam 16-21
Cefépime 15-17
Tobramycine 13-14
Amikacine 15-17
Gentamicine 13-14
Kanamicyne 14-17
Isépamycine 15-17
Tri méthoprime- 11-15

Sulfaméthaxazole

Ac-nalidixique 14-18
Pefloxacine 13-15
Ciprofloxacine 16-20
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