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L'augmentation de la résistance aux antibiotiques chez les bactéries responsables de maladies
infectieuses, telles que Klebsiella pneumoniae, est une menace croissante pour la santé publique
dans le monde. Il augmente non seulement les taux de morbidité et de mortalité chez les

patients, mais prolonge également les séjours a I'hdpital et augmente les codts de traitement (1).

K. pneumoniae a été isolé pour la premiére fois a la fin du 19e siéecle et était initialement connu
sous le nom de bactérie de Friedlander (2). Il s'agit d'une bactérie Gram-négative, encapsulée
et non mobile qui réside dans I'environnement, y compris dans le sol et les eaux de surface et
sur les dispositifs médicaux (2). Les infections a Klebsiella sont généralement des infections

nosocomiales qui surviennent surtout chez les débilités (3)(4).

Parmi Les Bactéries Multi Résistantes (BMR), Klebsiella pneumoniae représente I'un des
pathogenes les plus préoccupants impliqués dans la resistance aux antibiotiques (5) ,et elle a
appartient au groupe ESKAPEE. Elle a la particularité d'acquérir des marqueurs de résistance,
elle se trouve souvent la premiére entérobactérie engagée dans un mécanisme de résistance a

une nouvelle molécule (6).

Deux principaux mécanismes de résistance aux antibiotiques ont été couramment observeés
chez K. pneumoniae. Un mécanisme implique l'expression de B-lactamases a spectre étendu
(BLSE), qui rendent les bactéries résistantes aux céphalosporines et aux monobactames. L'autre
mécanisme de résistance, encore plus troublant, est lI'expression des carbapénémases (1). Les
données extraites du Réseau européen de surveillance de la résistance aux antimicrobiens pour
les années 2005 a 2015, montrent que cette bactérie est également résistante aux aminosides et

aux les fluoroquinolones (5).

Les difficultés posées par I'émergence de souches de Klebsiella produisant des bétalactamases
a spectre étendu (BLSE) dans les services hospitaliers résident bien entendu dans l'activité
hydrolytique des BLSE a I'égard des pénicillines et des céphalosporines, y compris celles de
3eme génération rendant inefficaces les traitements entrepris avec ces molécules (7).
Lorsqu’une infection ne peut plus étre traitée par un antibiotique de premiére intention, on doit
recourir a des médicaments plus colteux. De plus la prolongation de la maladie et du traitement,

accroit les dépenses de santé, ainsi que la charge financiere pesant sur les familles et la société

(8).




INTRODUCTION

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

a pour objectifs :

4+ Déterminer la fréquence d’isolement et 1’identification des souches de Klebsiella
pneumoniae issus des différents services au niveau du CHU Tizi-Ouzou (unité Nedir
Mohamed) ;

4+ L’étude du profil de résistance des souches de Klebsiella pneumoniae aux différents
antibiotiques ;

+ Suivi de I’évolution de la résistance de Klebsiella pneumoniae aux antibiotiques ;

<+ Détermination des phénotypes de résistance aux antibiotiques par I’étude des

mécanismes de résistance.
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1 Position taxonomique
1.1 Dénomination
Le genre Klebsiella a été nommé par Trevisan en 1887 pour honorer Klebs Edwin, un

microbiologiste Allemand du 19éme siécle.

En 1882, le microbiologiste et pathologiste Allemand Carl Friedlander décrit pour la premiére
fois Klebsiella pneumoniae. Il I'a décrit comme un bacille encapsulé apres avoir isolé la bactérie
des poumons de ceux qui étaient morts d'une pneumonie. Initialement nomme bacille de

Friedlander, ce n'est qu'en 1886 que la bactérie a recu le nom de Klebsiella(9)(10).

1.2 Classification
e Regne : Bacteria
e Embranchement : Proteobacteria.
e Classe : Gamma proteobacteria.
e Ordre : Enterobacterales.
e Famille : Enterobacteriaceae.
e Genre : Klebsiella.

e Espeéce : Klebsiella pneumoniae.
Le genre Klebsiella (Klebsielles) comporte cing espéces dont ’espéce type est K. pneumoniae.

L’espéce K. pneumoniae est subdivisée en 3 sous especes : K. pneumoniae subsp pneumoniae,

K. pneumoniae subsp ozaenae et K. pneumoniae subsp rhinoscleromatis.

2 Caracteres bactériologiques

2.1 Caractéres morphologiques

Les especes du genre Klebsiella sont des bacilles a Gram négatif (11), immobiles et non
flagellés (11).Généralement encapsulées (4), leur taille varie de 0,3 a 1,0 um de largeur et de
0,6 a 6,0 um de longueur (12).
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2.2 Caracteres culturaux

Les Klebsiella sont des aéro-anaérobies facultatives (12), qui poussent sur les milieux
classiques d’isolement pour entérobactéries (Drigalski, EMB, DCL, Hektoen, MacConkey), K.
pneumoniae et K. oxytoca présentent des colonies lactose positives bombées, mugqueuses,

parfois filantes a I’anse de platine, elles sont rondes, d’un diamétre de 3 a 4 mm en 18-24 h a
37°C (13).

En milieux liquides (bouillons nutritifs, eaux peptonées), la culture est rapide (quelques heures)
avec parfois dépdt muqueux et collerette visqueuse en surface (13).

Figure 2 : Aspect macroscopique des colonies type Klebsiella sur le milieu colorimétrique
Uriselect (15).
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2.3 Caractéres biochimiques
Klebsiella pneumoniae présente les caractéristiques suivantes :

o VP (+)

e RM(")

e Uréase (+) lentement

e ONPG (+)

e B-xylosidase (+)

e H2S (")

e Indole (-)

e Désaminase oxydative (-)
e LDC(+)

e ODC(-)

e Lipase, DNase et gélatinase (-)
e KCN (+)

e Fermentant de nombreux substrats glucidiques avec production de gaz,
utilisant le citrate de Simmons et le malonate (12).

2.4 Caracteres antigéniques

Il existe chez les Klebsiella des antigenes O (somatiques) dont on trouve 13 antigenes différents,
des antigénes K (capsulaires) thermostables dont il existe 77 types, soit de K1 a K72, K74, K79,
a 82 et les antigénes M (muqueux).Certaines souches de Klebsiella hébergent un plasmide (nif)

qui leur permet de fixer ’azote atmosphérique (12).

3 Epidémiologie

3.1 Habitat et réservoir

Les especes du genre Klebsiella sont présentes dans le monde entier, en particulier dans les
régions tropicales et subtropicales. Elles sont ubiquistes, c'est-a-dire qu'on les rencontre partout,

notamment dans les milieux forestiers, la végétation, le sol, et I'eau (16).

Klebsiella pneumoniae est un agent pathogene opportuniste capable de coloniser I'épithélium
muqueux de l'intestin et du nasopharynx et de se disséminer dans les tissus profonds et la
circulation sanguine des patients sensibles, provoquant des infections graves (17).

5




K. pneumoniae est I'espece du genre Klebsiella la plus pathogene pour I'humain. Les humains
infectés (avec ou sans symptémes de la maladie) sont le principal réservoir des bactéries du
genre Klebsiella (16)(4)(12). [exemple : Les autres sources sont notamment les nourrissons
infectés (en général asymptomatiques) colonisés par des souches envahissantes de Klebsiella

(16), les patients hospitalisés (a cause d'infections nosocomiales) et certaines plantes (18) ].

3.2 Transmission

La transmission des souches de Klebsiella pneumoniae se fait par voie manuportée(9) ,ce qui
signifie que cette bactérie peut étre transmise par contact cutané par des objets ou des surfaces
contaminées, comme les éponges en luffa (16) , le matériel médical (4),les produits sanguins.
A I’hopital, la bactérie est transmise d’un patient a I’autre par 1’intermédiaire des mains des
soignants qui peuvent véhiculer la bactérie (16) ; toutefois, on ignore qu’elle est la période de

transmissibilité.

La possibilité d'une transmission fécale a également été avancée pour certains cas de

bactériémie causes par Klebsiella (16).

3.3 Facteurs de risques

Les patients agés et les hommes étaient les plus exposés a la bactériémie a K. pneumoniae
(19).Les affections sous-jacentes sont souvent l'alcoolisme, le diabéte sucré, l'atteinte chronique
du foie (cirrhose), l'insuffisance rénale chronique, le cancer, les greffes, les brllures et

I'utilisation de cathéters (16).

Ce sont également des pathogénes opportunistes importants, en particulier chez les personnes

immunodéprimées (16).

4 Pouvoir pathogene

4.1 Facteurs de pathogénicité

4.1.1 Capsule

Les Klebsiella développent généralement des capsules proéminentes composées de
polysaccharides acides complexes qui sont essentielles a sa virulence protégeant ainsi la

bactérie de la phagocytose par les granulocytes polymorphonucléaires (4).




Les sérotypes capsulaires (dont 77 sont répertories) K1, K2, K21, et K55 sont associés aux
souches les plus virulentes. Le lipo-polysaccharide protege la bactérie du pouvoir bactéricide
du sérum (20).

Outre leur fonction anti phagocytaire, il a été rapporté que les polysaccharides de la capsule
de Klebsiella inhibent la différenciation et la capacité fonctionnelle des macrophages in vitro

(4).

4.1.2 Pili (fimbriare)

Comme premiere étape critique du processus infectieux, les micro-organismes doivent se
rapprocher le plus possible des surfaces muqueuses hotes et maintenir cette proximité en se
fixant a la cellule hote (ce qu’on appelle adhérence). Les propriétés adhesives
des Enterobacteriaceae sont généralement médiées par différents types de pili. Les pili
(autrement connus sous le nom de fimbriae) sont des projections filamenteuses non flagellaires

sur la surface bactérienne (4).

Ils sont produits par la majorité des souches dont 2 types ont été mis en évidence chez des
souches pathogenes pour ’homme. Les pili de type 1 et de type 3 qui permettent ’adhérence
de la bactérie a la face baso-latérale des cellules trachéales et bronchiques. Une adhésine non
filamenteuse (adhésine CF 29 K) qui permet I’adhérence de la bactérie aux cellules intestinales

et uro-épithéliales (20).

4.1.3 Sidérophores

Le fer est un facteur essentiel de la croissance bactérienne, fonctionnant principalement comme
un catalyseur redox dans les protéines participant aux processus de transport de l'oxygene et
des électrons. L'apport de fer libre disponible pour les bactéries dans le milieu hote est
extrémement faible, car cet élément est lié de maniére intracellulaire a des protéines telles que

I'hnémoglobine et la ferritine.

Les sidérophores sont des chélateurs de fer de haute affinité et de faible poids moléculaire,

capable d’absorber d’une maniére compétitive le fer li¢ aux protéines de I’hote.
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Les entérobactéries synthétisent une variéeté de sidérophores, qui appartiennent a deux groupes
chimiques différents :

e Sidérophores de type phénolate dont le principal est I’entérobactine (également appelée

entérochéline).

e Sidérophores de type hydroxamate : lI'aérobactine (4).

Serum resistance Adhesins
Type 1 pili (MSHA)

oA Type 3 pili (MR/K-HA)
o ® KPF-28 fimbriae
*s CF29K (nonfimbrial)
® ® A i i
! Ae ggregative adhesin
LPS

Enterochelin
Aerobactin

=]

Capsule .
(77 serotypes) Siderophores

Figure 3 : Représentation schématique des facteurs de pathogénicité de Klebsiella (21).

4.2 Les infections causées par Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae est une bactérie pathogene opportuniste, en particulier chez une
personne immunodéprimée qui est souvent traité par les antibiotiques, chez lequel elle est

parfois inoculée lors de manceuvres dans un but diagnostique ou thérapeutique (6).

Klebsiella pneumoniae est responsable d’infections communautaires dans 25% des cas (6).
Elle a été initialement décrite dans des pneumonies nécrosantes telles que les abceés

pulmonaires, les pleurésies purulentes et les pneumonies lobaires nécrosantes (20).

Elle est aujourd’hui surtout reconnue comme responsable d’infections nosocomiales severes et
difficiles a traiter telles que les infections respiratoires, urinaires sur sonde, intra-abdominales,
biliaires, de site opératoire, suppuratives, septicémies, infections méningées post-traumatiques

ou post-chirurgicale et mal perforant plantaire. Elle occupe une place importante dans la




pathologie infectieuse de nouveau-née. En effet, les infections nosocomiales a Klebsiella
pneumoniae dans les services de néonatologie sont fréquentes, notamment dans les unités de

soins intensifs et chez les prématurés (22).

La pneumonie a Klebsiella appelée également pneumonie de Friedlander a une prédilection
pour les lobes supérieurs, Les principaux symptdmes sont la fiévre, les frissons, la leucocytose
et les crachats de type « gelée de groseille ». Les complications rares sont notamment l'infection

pulmonaire évoluant en nécrose et en désagrégation touchant I'ensemble du lobe (16).

L'arthrite a Klebsiella pneumoniae est rare mais elle peut détruire l'articulation provoquant un
handicap définitif (6). Depuis les années 80,elle a émergé comme agent d’abces hépatique
primitifs survenant chez des patients sans antécédents de pathologies hépatobiliaires, associé a
une bactériemie et éventuellement des complications metastasiques dont les souches
responsables appartiennent aux sérotypes capsulaires K1 et plus rarement K2, K54, K57
(22). Elle a eté isolée dans un grand nombre d'infections inhabituelles, notamment des cas
d'endocardite, d'abces médiastinal primaire gazeux, de péritonite, de cholécystite aigué, de
myonécrose crépitante, de pyomyosite, de fasciite nécrosante, d'abces du psoas et d'infection

de l'espace facial au niveau de la téte et du cou (16).

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 est capable de produire une exotoxine de type thermolabile

(LT) a été isolee de la viande et des selles des malades(6).

5 Diagnostique d’une infection a Klebsiella pneumoniae

Le diagnostique de certitude d’une infection a Klebsiella pneumoniae est basé sur 1’isolement
et I’identification de la bactérie grace a de prélevements de sang, d’urines, d’expectorations, de
sécretions bronchiques ou de tissus infecté, qui sont guidés par la présentation clinique du
patient. Apparaissent sous forme de bacilles gram-négatif a ’examen direct aprés coloration
Gram. L’isolement est réalis¢é apres 24 heures d’incubation sur milieux non sélectifs.
L’identification phénotypique repose sur les caractéres morphologiques et biochimiques
spécifiques de I’espece Klebsiella pneumoniae : indole (-) ; ODC (-) ; LDC (+); VP (+);
croissance et fermentation du glucose a 41°C; assimilation a 30°C de I’éthanolamine.

L’identification doit étre nécessairement accompagnée de la réalisation de 1’antibiogramme.




Diagnostique différentiel :
K. oxytopca se diférencie de K. pneumoniae par la production constante d’indole

K.pzaenae et rhinoscleromatis sont VP(-) (23).

6 Génétique
K. pneumoniae se compose de sept réplicons circulaires, y compris un chromosome (ADN

bicaténaire) et six plasmides.

Le chromosomiques (5332752 pb, 57,5% teneur en G + C) codes pour 5316 protéines
putatives et réalise 87 ARNt, 1 ARNm, et 8 copies de 16S-23S-5S ARNr (24).

Six plasmides se produisent naturellement dans la souche K.P: pKPHS1 (122 799 pb, 49,5%
teneur en G + C), pKPHS2 (111 195 pb, 53,3% teneur en G + C), pKPHS3 (105 974 pb,
52,5% teneur en G + C), pKPHS4 (3751 pb, 52,2% G + C contenu), pKPHS5 (3353 pb,
42,8% G + C contenu), et pKPHS6 (1308 pb, 47,9% teneur en G + C). Codes pKPHS1 pour
un spectre étendu de béta-lactamase CTX-M-14. Pkphs2 porte le bla TEM-1 et le bla du géne
carbapénéme KPC-2 et a une épine dorsale similaire avec le récemment rapporté K.
pneumoniae plasmide pKP048 (25). PKPHS3 possede 13 déterminants de resistance
importants, tels que tetG, chat, sull, dfral2, aac (3) -la et aph, et est le plus semblable a un
plasmide Yersinia pestis, pIP1202 (26). Remarquablement, les genes de transfert de
conjugaison tels que tra dans pKPHS2 et pKPHS3 peuvent conduire a la propagation de la
multirésistance entre les différents genres. Les trois petits plasmides codent pKPHS4,
pKPHS5 et pKPHS6 pour les protéines inconnues. A notre connaissance, la 1-kb pKPHS6 est

la plus petite K. pneumoniae plasmide jamais identifie.

Certaines souches de Klebsiella pneumoniae et Klebsiella oxytoca hébergent des plasmides
qui possédent des genes (nif) qui leur permettent de fixer ’azote atmosphérique. Ces

plasmides peuvent étre transférés a Escherichia coli K12 (27).

10
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Figure 4 : (A) Pneumonie lobaire hémorragique due a une pneumonie a Klebsiella.
L'organisme a une prédilection pour les lobes pulmonaires supérieurs ; (B) Klebsiella est une
petite tige Gram-négative non mobile qui se colore également avec GMS ; (C) pneumonie

nécrotique (28).
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1  Généralités sur les antibiotiques

1.1 Définition

Un antibiotique est une substance antibactérienne d'origine biologique, c'est a dire produite par
des micro-organismes (champignons microscopiques et bactéries)(29), ou obtenus par synthése

et hémi synthése (30).

Selon leurs origines, leurs formules et leur mode d’action au niveau moléculaire, les

antibiotiques sont groupés en différentes familles (13).

1.2 Critéres de classification
La classification des antibiotiques peut se faire selon :

e Origine : naturel, synthétique ou semi-synthétique

e Structure chimique : trés variable, elle est basée souvent sur une structure ou noyau de
base (ex : cycle B lactame) sur laquelle il y a hémi synthése.

e Spectre d’activité : Selon leur structure, leur cible d'action et leurs propriétés
pharmacocinétiques, les antibiotiques sont actifs sur les bactéries a Gram positif ou a

Gram négatif (spectre étroit) ou sur les deux a la fois (spectre large).

e Mode d’action : La plus courante (31).

Tableau I :Classification des antibiotiques (31)(32).

Familles DCI

BETA-LACTAMINES

G : benzyl-pénicilline (et forme retard)

V : phénoxyméthylpénicilline

M : méthiciline, cloxacilline, oxacilline

A : amoxicilline, ampicilline

Pénicillines Carboxypénicillines : Carbénicilline, ticarcilline
Uréidopénicillines : azlocilline, Mezlocilline, pipéracilline
Apparenté : pivmecillinam

Témocilline

12
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Acide clavulanique, tazobactam

- amoxicilline + acide clavulanique
Inhibiteurs de

o - ticarcilline + acide clavulanique
bétalactamases

- pipéracilline + tazobactam

- ceftoloeane + tazobactam

1°" génération : céfaclor, céfadroxil, céfatrizine, céfalexine,
céfazoline

2¢Me génération : céfamandole, céfuroxime
3°Me génération (injectable) : céfotaxime, ceftazidime, ceftriaxone

Céphalosporines 3°me génération (orale) : céfixime, cefpodoxime, céfotiam,
ceftazidime-avibactam

4°me génération : céfépime

Autres céphalosporines :ceftobiprole, ceftaroline, ceftolozane
+ tazobactam

Céphamycines Céfoxitine

Carbapénéemes Imipénéme, ertapénéme, méropéneme, faropenem

Monobactames Aztréonam

GLYCOPEPTIDES

Vancomycine, teicoplanine, télavancine (AMM européenne)

POLYPEPTIDES

Polymyxines Polymyxine B, colistine (polymyxine E)
Lipopeptides Daptomycine
QUINOLONES
Quinolones Acide nalidixique, Acide pipémidique, Acide oxolinique,
86 Akt Fluméquine
1*"® géneration :
Fluoroquinolones Norfloxacine, ofloxacine, péfloxacine, ciprofloxacine,
levofloxacine, moxifloxacine, lomefloxacine

RIFAMYCINES

Rifampicine, rifabutine

SULFAMIDES

Sulfaméthoxazole — triméthoprime

13
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NITRO- IMIDAZOLES

Meétronidazole, ornidazole

AMINOSIDES

Tobramycine, gentamicine, amikacine

TETRACYCLINES

Cyclines Minocycline, doxycycline

Glycylcyclines Tigécycline

MLSK : MACROLIDES, LINCOSAMIDES, SYNERGISTINES, KETOLIDES

Macrolides Erythromycine, azithromycine, clarithromycine, josamycine,
roxithromycine, spiramycine

Lincosamides Clindamycine, lincomycine

Synergistines — Pristinamycine

Streptogramines

Kétolides Télithromycine

OXAZOLIDINONES

Linézolide, tédizolide

PHENICOLE

Chloramphénicol, Thiamphénicol

DIVERS

Acide fusidique, fosfomycine, nitrofurantoine

1.3 Mode d’action des antibiotiques
Les antibiotiques agissent a 1’échelon moléculaire au niveau d’une ou de plusieurs étapes

métaboliques indispensables a la vie de la bactérie (Figure 5).

e Action sur la paroi bactérienne (peptidoglycane)

e Action sur la synthése protéique bactérienne

e Action sur la structure de la membrane cytoplasmique bactérienne
e Action sur la synthése de I’ADN de la bactérie

e Action sur la synthése des folates (29).

14



1.3.1 Action sur la paroi bactérienne (peptidoglycane)

La paroi recouvre la membrane cytoplasmique, elle confére sa forme a la bactérie et lui
permet de résister aux pressions osmotiques, son composant majeur est le peptidoglycane
représente une cible pour certains antibiotiques qui bloquent sa voie de biosynthése et donc la

formation de la paroi bactérienne

Exemples : Les betalactamines Glycopeptide, fosfomycine (33).

1.3.2 Action sur la synthése protéique bactérienne

La synthése protéique décomposée en trois phase : initialisation, élongation et terminaison, qui
s’effectue au niveau du ribosome bactérien qui est lui-méme composé de deux sous-unités : la
petite appelée 30S (ARNTr 16S + 21 protéines) et la grosse sous-unité 50S (ARNr 23S et 5S +

34 protéines) ; le ribosome représente la cible de certains antibiotiques.

Exemples : les aminosides, macrolides, et les cyclines (33).

1.3.3 Action sur la structure de la membrane cytoplasmique bactérienne

Ces molécules ne présentent plus aujourd’hui un grand intérét sur le plan clinique (34).
e Polymyxines

I1 s’agit des polymyxines ou polypeptides (polymyxine B ou polymyxine E (colistine)). Ces
antibiotiques de structure polypeptidique ne sont actifs que sur les bactéries Gram-négatives
(33).Leurs cibles sont les membranes lipidiques. La fixation des polymyxines va désorganiser

la structure de ces membranes et les rendre perméables (33).

1.3.4 Action sur la synthése de PADN de la bactérie

La transmission de ’information génétique comporte 3 étapes successives : la réplication de
I’ADN, la transcription et la traduction. La réplication de I’ADN est sous 1’action de nombreux
enzymes, les plus importants : ADN gyrase et ADN polymérase. Certains antibiotiques inhibent
la réplication de 1I’ADN bactérien par une action directe (sur les chaines d’ADN) ou indirect

(sur les enzymes)

Exemples : les quinolones, rifamycine (33)(35).
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1.3.5 Action sur la synthése des folates
Les folates et en particulier I’acide tétrahydrofolique sont utilisés dans de nombreuses réactions

Ils sont indispensables a la synthése des acides nucléiques (33).

1.3.6 Sulfamides et associations
Les sulfamides, analogues structuraux de I’acide para-amino-benzoique (PABA), perturbant la
croissance bactérienne par inhibition de la synthése d’acide folique. L’action des sulfamides est

réversible (13).

Le Trimethoprime agit dans le blocage enzymatique de la synthése des folates, juste apreés les
sulfamides (29).

L'association "sulfamide trimethoprime" la plus utilisée est le cotrimozaxol Bactrim ®. Ces
antibiotiques sont bactériostatiques (34) , l'intérét de cette association est que les mutants
résistants aux deux composants apparaissent moins rapidement et l'association a un effet
bactéricide (29).

MEMBRANE INHIBITION BIOSYNTHESE.
CYTOPLASMIQUE —
Polymyxine B - Colistine '/ flactamines
Daplormycine Glycopeptidas
Fesfomycine - Bacitracine
INHIBITION SYNTHESE
ACIDES NUCLEIQUES
INHIBITION SYNTHESE m GRAM + Topoisomérases : fluoroquinalones
PROTEINES ABN polymérase : dfamycines
SU 308 : aminosides, tatracyclinas Synthése acide folique : sulfamides - TMP
SU 508 : MLSK, oxazolidinones, phénicolés

Facteur d'élongation EF-G : acide fusidique

Figure 5 :Mécanismes d’action des antibiotiques (31).
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1 Résistance aux antibiotiques

1.1 Définition de la résistance

Une bactérie est dite résistante lorsqu’elle supporte une concentration plus élevée
d’antibiotiques que celle qui inhibe le développement de la majorité des autres souches de la

méme espece (36).

1.2 Types de résistances
La résistance bactérienne a un antibiotique est d’origine génétique. Elle peut étre soit naturelle,

soit acquise (36).

1.2.1 Résistance naturelle (ou intrinséque)

La résistance naturelle est un caractére présent chez toutes les souches appartenant a la méme
espéce, et fait partie de son patrimoine génétique. Elle est permanente et d’origine
chromosomique, stable, transmise a la descendance (transmission verticale) lors de la division
cellulaire, mais elle n’est généralement pas transférable d’une bactérie a ’autre (transmission

horizontale) (36).

1.2.2 Résistance acquise (ou extrinséque)

Les bactéries peuvent développer de la résistance a un antibiotique préalablement sensible, ce
qui implique des changements génétiques. Cette résistance est souvent instable. Ces
changements peuvent étre de deux types : soit une mutation spontanée, soit I’acquisition de

genes par un autre microorganisme (36).

Bactérie sensible

Bactérie résistante

Mutations

Transfert d’'un géne de résistanc L.
Nouvelle bactérie résistante

Figure 6 : Emergence d’une résistance acquise aux antimicrobiens (36).
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1.3 Résistance croisé et Co-résistance
La résistance croisée résulte d'un seul mécanisme biochimique et concerne des antibiotiques

appartenant a la méme famille.

La Co-résistance est liée a plusieurs mécanismes (plusieurs genes de résistance impliqués) et

concerne des antibiotiques appartenant a différentes familles (6).

1.4  Origine génétique de la résistance :
> Mutation sur des génes chromosomiques :
o Genes codants des cibles des antibiotiques

o Genes régulateurs

» Acquisition de géne de résistance en provenance d’autres especes :

. Genes portés par des plasmides, des transposons, intégrants (conjugaison)
o Genes véhicules par des phages (transduction)
. Génes présents sur des fragments d’ADN libre (transformation)

» (Genes préexistants dans la nature

. Organismes producteurs d’antibiotiques
. Organismes de I’environnement en lutte contre les producteurs d’antibiotiques
(37).

1.5 Meécanismes de résistances aux antibiotiques :
Les modes de résistance connus actuellement qui résultent de la pression de sélection exercee

par les ATB sont au nombre de trois :

» L’inactivation enzymatique par la sécrétion d’une enzyme
> La modification de la cible
» Diminution de la quantité de I’antibiotique par :

e DL’efflux actif

e La diminution de la perméabilité (porines) a I’antibiotique
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Une méme bactérie peut présenter plusieurs de ces mécanismes de résistance (38).

1.5.1 Inactivation enzymatique de ’antibiotique :

C’est un des mécanismes les plus répandus et les plus efficaces pour les bactéries qui consiste
a sécréter une enzyme capable d’inactiver I’antibiotique avant méme qu’il ait pénétré dans la
bactérie. Les antibiotiques concernés sont les B-lactamines, les MLSK, les aminosides et les
phénicolés (30). La production enzymatique peut étre induite par un facteur externe (un autre

antibiotique) ou constante (non affectée par stimuli externes) (36).
Exemples :

> Les B-lactamases hydrolysant l'anneau B-lactame des pénicillines et des
céphalosporines, mécanisme le plus répandu de resistance a la pénicilline (39).

» Dautres enzymes inactivent des molécules d'antibiotiques en y ajoutant des
groupements chimiques tels que: les aminosides qui peuvent étre inactivés par

phosphorylation, adénylylation ou acétylation (39).

1.5.2 Modification de la cible :

1.5.2.1 Modification qualitatif :
Des bactéries peuvent produire des protéines structurales ou des enzymes se substituant aux

proteines qui sont les cibles normales des antibiotiques (39), qui peut se faire par :

» Mutation de la cible de I'antibiotique ou par des protéines empéchant I’accés au
site de fixation suffit souvent a empécher la liaison. C'est l'un des mécanismes
de résistance a la streptomycine (40).

» Sécrétion d’enzyme specifique qui effectue une modification chimique
covalente de la cible, par exemple par une méthylation qui inhibera la fixation

de l'antibiotique chez les macrolides (40).

1.5.2.2 Modification quantitatif :
Cette modification se traduit par la surexpression de la cible de I'antibiotique. En produisant

d’avantage de la macromolécule ciblée, la bactérie arrive a maintenir suffisamment d'activité
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biologique pour se développer, malgré la présence de l'antibiotique qui est alors dépassé et

I’augmentation des concentrations ne peut contrer ce phénomene (40).

1.5.3 Diminution de la quantité de ’antibiotique
Dans ce cas I’antibiotique n’est pas modifié¢ mais il ne peut plus atteindre sa cible en quantité
suffisante soit par I’efflux des antibiotiques ou bien par la réduction de la perméabilité

membranaire (40).

1.5.3.1 L’efflux des antibiotiques :

Les bactéries produisent souvent des protéines membranaires agissant comme pompes
moléculaires permettant d'expulser un antibiotique a l'extérieur de la cellule(39).Ce qui
contribue pour une large part a la résistance intrinseque des bactéries a de nombreux agents

antibactériens (36).

1.5.3.2 La réduction de la permeéabilité membranaire :

La « porte d’entrée »des antibiotiques est représentée par des pores sont normalement constitues
de protéines qui forment des canaux et que I'on appelle des porines (40). Ce mécanisme est
provoquée par une modification de la perméabilité de la membrane interne ou externe de la
bactérie (36), ainsi les bacteries résistantes diminuent leur nombre de porines et déstabilisent

ainsi les canaux (40).

Cependant, ce mécanisme n’est pas trés performant, car il suffit d’augmenter les doses

d’antibiotiques pour faire face a cette baisse de la permeéabilité membranaire (38).

1.6 Résistance de K. pneumoniae aux antibiotiques
1.6.1 Resistance naturelle
Klebsiella pneumoniae appartient au groupe 02 de la classification des entérobactéries en

fonction de sa résistance naturelle aux béta-lactamines (41).

Cette espece possede naturellement un géne codant pour une pénicillinase chromosomique de
classe A (22) : SHV-1 (groupe fonctionnel 2b) ou LEN-1 (groupe 2a) (41). Qui lui confere une

20



CHAPITRE Il

résistance patente aux aminopénicillines et aux carboxypénicillines et souvent inapparente aux
uréidopénicillines (41). Ce phénotype de résistance est appelé « pénicillinase de bas niveau »
(41).

Cette pénicillinase est sensible a I’action des inhibiteurs (acide clavulanique, tazobactam). Et
aux associations amoxicilline (ou ticacilline) + acide clavulanique et pipéracilline + tazobactam
ainsi qu’a l’ensemble des céphalosporines (22). Elles sont également sensibles aux

céphamycines, a I’aztréonam et aux carbapénemes (22).

Concernant les autres antibiotiques, Klebsiella pneumoniae est sensible aux aminosides, aux

fluoroquinolones, a la fosfomycine et au cotrimoxazole (22).

1.6.2 Reésistance acquise

K. pneumoniae joue un rdle majeur dans I’apparition et/ou la dissémination des mécanismes de
résistance vis-a-vis des bétalactamines en particulier mais aussi aux autres antibiotiques (22).
Ainsi, dans les années 1970, ces bactéries ont été I’acteur principal dans la résistance des

aminosides (22).

K. pneumoniae a aussi contribué a la dissémination hospitaliere des béta-lactamases a spectre
étendu (BLSE) ce qui lui confére une résistance aux céphalosporines de 3°™ génération et ce

depuis les années 80 (22).

1.6.2.1 K. pneumoniae et Beta lactamines

La résistance acquise aux béta-lactamines est due le plus souvent a la sécrétion de béta-
lactamases (mécanisme enzymatique) dont la présence s’ajoute aux béta-lactamases naturelles,
plus rarement a une imperméabilité ou a des modifications des PLP (mécanisme non

enzymatique) (23).

Mécanisme de résistance enzymatique

> Pénicillinase

e Phénotype « pénicillinase de haut niveau »
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Environ 10% des souches de K. pneumoniae présentent un phénotype de résistance de type
pénicillinase de haut niveau. 11 s’agit de pénicillinases plasmidiques de classe A a large spectre
(groupe fonctionnel 2b) : TEM-1 en premier lieu et plus rarement TEM-2, SHV-1 (41).

Ce type de résistance évolue entre deux extrémes :

- Une activité pénicillinase faible responsable d’une résistance limitée aux amino-,
carboxy-pénicillines. La sensibilité aux uréidopenicillines et céphalosporines de 1°®
génération apparait peu ou pas affectée (41).

- Une activité pénicillinase forte responsable d’une résistance aux aminopénicillines, a
leur association aux inhibiteurs, aux carboxy-uréido-pénicillines et aux C1G et peut
s’é¢tendre aux C2G avec une sensibilit¢ diminué pour les associations ticarcilline-

clavulanate et pipéracilline-tazobactam (41).

e Phénotype « pénicillinase resistante aux inhibiteurs »

Le phénotype « pénicillinase résistante aux inhibiteurs » est observé chez 1,5% des
entérobacteéries (41). Il comporte une résistance aux aminopénicillines, aux carboxypénicillines
et a moindre niveau aux ureidopenicillines (41). Les enzymes en cause sont le plus souvent des
TRI (TEM résistantes aux inhibiteurs ou IRT Inhibitors Resistant TEM groupe fonctionnel 2br).

Ces enzymes sont codées par des plasmides non conjugatifs (41).

> Ceéphalosporinase de haut niveau

Ce sont des B-lactamases plasmidique de classe C d’Ambler (22). Ce n’est que vers 1988 que
sont apparues aux €tats unis et en Europe les premiéres souches cliniques de Klebsiella
pneumoniae présentant un phénotype de résistance de type céphalosporinase alors qu’elles n’en
produisent pas naturellement (22). Ce phénotype correspond a une résistance plus ou moins
marquée aux pénicillines, aux CIG, aux C2G a I’aztréonam et a au moins une C3G et une
résistance aux céphamycines (41). Résultant de I’acquisition d’un géne Amp C plasmidique
(42).

> Carbapénémase
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Les carbapénémases ont émergé dans 3 des 4 classes moléculaires d’Ambler :

-la classe A comprend notamment les enzymes de type KPC

-la classe B, les metallo-bétalactamases(MBL) comme : VIM ou plus récemment NDM-1
-la classe D comprend des enzymes comme OXA-48 (22).

e Classe A

I1 s’agit des enzymes de type KPC et GES (groupe fonctionnel 2f) qui on était diffusés chez
Klebsiella pneumoniae par des plasmides (41). Ce phénotype confere une résistance a
I’ensemble des béta-lactamines, y compris les céphamycines, les C3G, les C4G et les

carbapenemes et une sensibilité réduite vis-a-vis des inhibiteurs de bétalactamases (41).
o Classe B

Les métallo-B-lactamases (MBL) sont essentiellement les enzymes de type IMP
(IMiPémeénase) ou VIM (VeronalMipémenase) (22). Ces MBL possedent des ions Zinc dans
leurs sites actifs et hydrolysent fortement toutes les bétalactamines a I’exception de ’aztréonam
(22). Leur activité est inhibée par TEDTA (22).

En 2008 une nouvelle zinc-metallo-B-lactamase a été identifié dans une souche de Klebsiella
pneumoniae, il s’agit de la NDM-1(New Delhi Metallo-b-lactamase 1) (22).

e Classe D

L’enzyme OXA-48 hydrolyse faiblement les pénicillines et les carbapénemes mais pas les C3G.
Cette particularité la rend difficile a détecter en absence d’un autre mécanisme de résistance
aux bétalactamines associé (22). Elle peut étre associée a une BLSE, en particulier CTX-M-15

et SHV-1, rendant les souches résistantes a toutes les bétalactamines (22).

> Bétalactamase a spectre étendue

Les béta-lactamases a spectre étendu BLSE sont apparues chez les entérobactéries en 1983
essenticllement parmi 1’espéce Klebsiella pneumoniae. Depuis, elles sont synthétisées par

I’ensemble des bacilles a Gram négatif (42).

Il existe trois grandes classes de BLSE chez les entérobactéries :
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Les SHV (Sulfhydryl variable) dérivent par mutations ponctuelles de I’enzyme originale
SHV-1 qui correspond & un géne blaSHV de pénicillinase chromosomique de
K. pneumoniae (43).

Les TEM (Temoneira) dont la majorité dérivent par quatre a sept mutations ponctuelles
de I’enzyme originale (TEM-1 ou TEM-2) (43). Ces mutations rendent 1’enzyme
capable d’hydrolyser les C3G mais les rend plus vulnérable a 1’action des inhibiteurs
comme I’acide clavulanique. Cependant, d’autres mutations peuvent conférer la
résistance aux inhibiteurs. Ces variantes sont appelées TRl (TEM Résistantes aux
Inhibiteurs). Les enzymes dérivées par mutations permettant d’hydrolyser a la fois les
C3G et les inhibiteurs sont de plus en plus fréquentes (43).

Les CTX-M représentent a I’heure actuelle les BLSE les plus fréquentes, qui ont évolué
par mutation ponctuelle générant un haut niveau de résistance a la ceftazidime (43).
Conférait a ’origine, chez les entérobactéries, un plus haut niveau de résistance a la

cefotaxime, au ceftriaxone, au céfépime et a ’aztréonam (43).

Elles sont dites majeures et appartiennent aux sérines bétalactamases de la classe A d’ Ambler.

I1 existe d’autres BLSE dites mineures car elles sont plus rares (PER, VEB et BEL) (42).

Les BLSE entrainent une diminution de I’activité de céphalosporine de 3™ génération (C3G)

(céfotaxime, céftriaxone, céftazidime) et des monobactames (aztreonam), mais n’ont aucune

activité vis-vis des céphamycines (céfoxitine, moxalactam) et des carbapénemes (42). Cette

résistance est mise en évidence par I’existence d’une synergie entre 1'un des produits

(céfotaxime, ceftazidime ou aztréonam) et I’acide clavulanique, ce dernier inhibant I’enzyme

(44).

Mécanismes de résistance non enzymatique

>

Diminution de la perméabilité

La résistance aux carbapénemes chez Klebsiella pneumoniae peut résulter de la perte ou de la

modification de porines (OmpK35et OmpK36) associées a la production de bétalactamase a

spectre étendu (BLSE) ou céphalosporinases de type AmpC ou a I’acquisition des geénes de

résistances codants pour les carbapénémases (45)(46)(47)(48).
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Une résistance a 1’értapénéme par perte de porine est notée chez des souches de Klebsiella
pneumoniae productrices de CTX-M exposées a des concentrations croissantes d’értapénémes
(49).

> Modification de la cible

Plusieurs facteurs peuvent concourir a la résistance par modification de la cible : perte d’affinité
des PLP pour les B-lactamines par mutation, acquisition de génes ou fragments de génes codant
pour des PLP d'affinité diminuée ou hyperproduction de PLP normales. Ce type de mécanisme

de résistance reste tres rare chez K. pneumoniae (50).

1.6.2.2 Aminosides et K. pneumoniae

Altération de la cible

Le mode d'action des aminosides laisse présager la mutation de 'ARNr 16S comme moyen de
résistance (41). Trois activités de méthylations sur I’ARNr 16S modifient le site d’action (51).
Toutefois ce mécanisme est restreint par 1’existence de plusieurs copies de ’opéron ARN

ribosomal par bactérie (41).

Modification enzymatique de I’antibiotique

De la méme maniere lorsqu’un aminoside est modifié par des enzymes bactériennes sa fixation
sur ’ARNr 16S peut étre affectée et se traduit par la perte de son activité (41). Ces enzymes

inactivatrices sont : phosphorylase, acétylase et adénylase.

L’utilisation réduite d’aminosides a ralenti I’évolution des nouveaux génes résistants jusqu'a
I’apparition de la méthylase 16Sr RNA, qui appartenait a la famille des genes armA, codant
pour une enzyme qui bloque la liaison des antibiotiques aminosides au 16S RNA (52). Ces
genes sont codés par des plasmides et la 16Sr RNA méthylase confére une résistance a presque

tous les aminosides (52).
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Piégeage de I’antibiotique

Une enzyme modificatrice peut parfois neutraliser I'action d'un aminoside par une liaison affine
sans pour autant modifier sa structure. Le piégeage de l'antibiotique a été proposé comme
mécanisme responsable du phénotype de résistance a la kanamycine et a la tobramycine alors

que la gentamicine et la nétilmicine restent actives (41).

Impermeéabilité ou exportation de I’antibiotique

Chez les bactéries a gram négatifs quatre pompes d’efflux de types Résistance Nodulation
Division (RND) ont été identifiées comme capable d’exporter les aminosides (41). Ces pompes
d’efflux sont en général strictement régulées et conférent naturellement un bas niveau de
résistance (41). Des mutations peuvent entrainées leur surexpression et augmenter le niveau de
résistance (41).

Le mécanisme de la tolérance chromosomique de K. pneumoniae aux aminoglycosides
comprend la modification de la perméabilité cellulaire (en raison de changements dans les
systéemes de pompe a efflux KpnEF et AcrAB -TolC, en supposant la perte de porines KpnO)
et les genes des enzymes modificatrices des aminoglycosides (AME). La suppression d’ AcrAB-
TolC a augmenté la sensibilité de la tobramycine et de la gentamicine, alors que le mutant
kpnEF a montré une résistance significative a la tobramycine et a la spectinomycine, mais n'a

que légerement toléré la gentamicine et la streptomycine (52).

1.6.2.3 Quinolones et K. pneumoniae

Résistance par mutation chromosomique

> Modification du gene du site cible
Le mécanisme le plus commun de la résistance de haut niveau est due a des mutations dans les
régions de détermination d la résistance de la quinolone (QRDR) d’au moins un des genes qui
codent les cible de ces médicaments, les topoisomérases de type Il (ADN gyrase) et
topoisomeérases de type IV ( gyr A, par C ), entrainent la substitution d’acides aminés qui

modifient structurellement la cible protéique et par la suite ’affinité de liaison au médicament

de ’enzyme (53)(54).

> Résistance par défaut d’accumulation
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Les mutations entrainent une réduction de la concentration intra cellulaire de médicament, soit
par une absorption réduite soit par une augmentation de 1’efflux ou par une combinaison des

deux, peut conférer une résistance a la quinolone (53)(55).

Résistance par plasmide

Un plasmide d’une souche clinique de K. pneumoniae confere une résistance de bas niveau.
L’acquisition de ce plasmide par des souches présentant une déficience en porines conduit a
une résistance de haut niveau. Le géne gnrAl porté par le plasmide code pour la protéine

QnrAl, elle agirait en protégeant I’ADN gyrase de la fixation des quinolones (41).

Deux autres mécanismes de résistance plasmidique aux quinolones ont été identifiés a ce jour :
I’aminoside acétyltransférase AAC (6”)-Ib-cr et la pompe d’efflux QepA (41).

1.6.2.4 Colistine et K. pneumoniae
Le principal mécanisme de résistance a la colistine de K. pneumoniae est la modification de la

cible par un mécanisme chromosomique, également connu sous le nom de « systéeme de
modification LPS ». Les souches avec ce systéme complexe peuvent modifier la structure du
LPS et provoquer une réduction des ions négatifs en affectant la liaison a la colistine (52).

1.6.2.5 Fosfomycine et K. pneumoniae
Fos A est une glutathion dimérique S-transférase dépendante de Mn2+ et K+, qui catalyse

’addition de glutathion a la fosfomycine, rendant 1’antibiotique inactif (56).

1.6.2.6 Nitrofuranes et K. pneumoniae
Les mécanismes de résistance acquise sont mal connus. Les bactéries a Gram négatif sont

résistantes par diminution de I’accumulation de 1’antibiotique (57).
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MATERIELS ET METHODES

Rappel des objectifs de I’étude :

#+ Objectif principal :

e Déterminer la fréquence d’isolement et 1’identification des souches de Klebsiella
pneumoniae issus des différents services au niveau du CHU Tizi-Ouzou (unité Nedir
Mohamed) ;

e L’étude du profil de résistance des souches de Klebsiella pneumoniae aux différents
antibiotiques ;

e Suivi de I’évolution de la résistance de Klebsiella pneumoniae aux antibiotiques ;

<+ Obijectif spécifique :

Définir grace a des tests complémentaires phénotypiques les mécanismes de résistance de
Klebsiella pneumoniae correspondant aux principaux profils dépister durant I’étude

prospective.

Matériels et méthodes

1 Matériels :
+ Date et lieu d’étude :

Cette étude a éte réalisée au Laboratoire de Microbiologie du Centre Hospitalo-universitaire
Nedir Mohamed de Tizi-Ouzou. Il s’agit d’une étude rétrospective portant sur des résultats
bactériologiques enregistrés sur deux ans du 1 janvier 2020 au 31 décembre 2021 et une étude

prospective longitudinale sur trois mois de la période allant du 1" janvier 2022 au 31 mars 2022.

< Souches étudiées :

> Critéres d’inclusions :

Toutes les souches de Klebsiella pneumoniae isolées a partir des différents prélevements
pathologiques issus des différents services du CHU de Tizi-Ouzou et ceux des externes au

niveau de laboratoire de microbiologie.

> Critéres d’exclusions :
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Les souches dont le réisolement a échou¢ pour cause d’une mauvaise conservation
(contamination) et/ou vieillissement des souches. Les souches répétées (issues du méme

patient). Toute isolats autre que Klebsiella pneumoniae.

+ Matériels utilisé :
-Microscope optique ;
-Bec bunsen ;

-Boite de pétri ;

-Etuve ;

-Pipettes pasteur ;
-Anse de platine ;

-Les pinces ;

-Lames et lamelles ;
-Ecouvillons stériles ;
-Tubes d’eau physiologique 0.9% ;
-disques d’antibiotiques
-VITEK

-réactifs de gram

-la galerie API 20F
-Milieux de culture :

» Milieux de culture solides :
e Gélose nutritive ;
e Milieu Hektoen ;
e Mueller Hinton

» Milieux de culture liquide :
e BGT
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-Souches des références

- ATCC 25922 : Souche témoin négatif Escherichia coli.
-ATCC BAA-1705 : Souche témoin positif Klebsiella pneumoniae

2 Méthodes
2.1 Analyse microbiologique

2.1.1 Isolement et identification

4+ Prélevement

Les prélévements correspondaient aux différents sites (urines, LCR, pus, sang...), isolés

essentiellement dans différents services du CHU

<+ |solement et identification :

L’isolement et I’'identification ont était faits pour tous les type de prélévements appartenant aux

patients hospitalisés et externes au niveau de laboratoire

< Mise en culture.
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=
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Transport rapide «—»
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e
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v
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Identification Antibiogramme ‘ Conservation a la
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Figure 7 : Schéma récapitulatif de la démarche diagnostique bactériologique de Klebsiella
pneumoniae

4 Techniques utilisés pour I’identification de la bactérie

4 Examen macroscopique

L’examen macroscopique des cultures a montré des colonies souvent trés muqueuses parfois
filantes, larges, luisantes, avec une couleur blanchatre (58). Les images ci-dessous montrent

I’aspect des colonies sur deux milieux différents.

e ———
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Figure 9 : Aspect de K. pneumoniae sur gélose nutritive

Sur cette image (Figure 10) on voit clairement I’aspect filant des souches.

Figure 10 : Colonie de K. pneumoniae avec aspect filant
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<+ Examen microscopique
+ Etat frais

Cet examen nous a permis de voir la bactérie vivante et d’apprécier sa morphologie et son mode

de groupement K. pneumoniae est immobile.

Figure 11 : Examen microscopique a 1’état frais de Klebsiella pneumoniae sous microscope
optique au G :10*40

+ Apres coloration (Annexe I)

L’examen microscopique apres coloration des colonies par la coloration de Gram a révélé la

présence de bacilles ou diplobacilles qui sont colorées en rose. Donc ce sont des bacilles a Gram

négatif (14).
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Figure 12 : Examen microscopique de Klebsiella pneumoniae apres coloration de Gram

observé au microscope optique au G/ 10*100
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% Tests d’orientation biochimique :

o Test a oxydase

La technique utilisée était celle sur disque. Klebsiella pneumoniae étant une bactérie oxydase

négative n’a pas viré vers le bleu violacé comme le monte la figure ci-dessous.

Figure 13 : test a I’oxydase négatif.
e Test a la catalase

On remarque formation rapide de bulles juste apres I’ajout du peroxyde d’hydrogene ce qui

signifie de Klebsiella pneumoniae est catalase positive.

Figure 14 : test a la catalase positif.

4 Identification biochimique : Galerie API 20F (voir annexe 1V)

L’identification par galerie API 205 permet de connaitre tous les caractéres biochimiques. Les

résultats obtenus sont illustrés par la figure 15
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Figure 15 : Caractéres biochimiques de Klebsiella pneumoniae sur galerie APl 205

= Tests de sensibilité aux antibiotiques (antibiogramme) (voir annexe V)

L’¢étude de la sensibilité de Klebsiella pneumonie aux différentes familles d’antibiotiques (voir
annexe VI) a été réalisée par la méthode de I’antibiogramme par diffusion des disques
d’antibiotiques sur la gélose Mueller-Hinton. 1l peut étre aussi déterminé a partir du VITEK
(voir annexe VIII) grace a des cartes prétes a I’emploi (AST-N233) qui fournissent des

résultats d’antibiogramme.

2.1.2 Tests complémentaires

2.1.2.1 Recherche de la p-lactamase a spectre étendu (BLSE)
Apres avoir effectué ’antibiogramme. On recherchera une BLSE devant les valeurs les

suivantes de diamétres d’inhibitions et / ou de CMI (42).

Tableau 11 : Les valeurs suivantes de diamétres d’inhibitions et / ou de CMI pour la

recherche d’une BLSE.

Antibiotique Diamétre (mm) | CMI (ug/ml)
Céfotaxime  30ug CTX <27 >1
Céftazidime 30ug CAZ<22 >1
Céfrtiaxone 30ug CRO <25 >1
Aztréonam  30ug ATM <27 >1
Céfpodoxime 10ug CPO <17 >4
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Les BLSE ont été mises en évidence par la recherche d'une synergie entre I'acide-clavulanique

et les céphalosporines de troisieme génération selon les techniques suivantes :
+ Test de synergie

Les BLSE dérivées des enzymes de classe A (Amber) sont inactivées par les inhibiteurs de -
lactamases (acide clavulanique, sulbactam et tazobactam). Ces enzymes peuvent étre mises en
évidence par la méthode des disques, qui consiste a rechercher une image de synergie « bouchon
de champagne » entre un disque d'antibiotique contenant un inhibiteur de B-lactamase et les
disques de céphalosporines de troisieme génération (CTX, CAZ et FEP) et ATM (42).

Technique

La recherche de BLSE se fait dans les conditions standards de I'antibiogramme, en déposant un
disque d’AMC (20/10 pg) a 30 mm centre a centre d’un disque de CTX (30 pg) ou CRO (30
pg) ou CPO (10 pg) ou CAZ (30 pg) ou ATM (30ug).

Incuber 16-18 H a 35°C

Lecture

La production des enzymes BLSE se traduit par l'apparition d'une image de synergie (ou
bouchon de champagne) entre les disques d'AMC et les C3G, AMC et ATM. (42).

Figure 16 : Souche de Klebsiella pneumoniae productrice de BLSE (Test de synergie)
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#+ Test du double disque (test espagnol)

Ce test devra étre fait systématiquement devant I’absence de synergie avec diminution des

diamétres des C3G.

Ce test consiste a rechercher une augmentation de la zone d'inhibition d'un disque de C3G,
précédé par l'application d'un disque contenant I'AMC, comparé a un autre disque portant la

méme céphalosporine et placé cote a cote sur la gélose de Mueller-Hinton (42).

Technique
Ce test se fait dans les conditions standards de I'antibiogramme.

- Déposer un disque d’AMC et un disque de C3G (CTX ou CRO) a une distance de 30 mm

(centre a centre)

- Laisser diffuser les antibiotiques pendant une heure, a la température ambiante (sur la

paillasse), la boite sera déposée couvercle vers le haut.
- Apres 1H d’incubation, on remplace le disque d’AMC par un disque de CTX ou CRO (C3G)

- incuber la boite 16-18 H a 35°C

Lecteur

Le test du double disque est consideré positif quand le diamétre d'inhibition autour du disque
de C3G appliqué apres diffusion du disque de 'AMC est > 5 mm par rapport au diametre
d'inhibition autour du disque de C3G (42).
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Figure 17 : Souche de Klebsiella pneumoniae productrice de BLSE (Test de double disque
positif)

2.1.2.2 Recherche de carbapénémase
La recherche d’enzymes ayant une activité carbapénémase a été systématique chez les souches

résistantes et/ou de sensibilité réduite a I'imipénéme.

+ Test de HODGE modifié (MHT)

La détection de la présence de carbapénémases (classes A, B et D) est basée sur I’inhibition de
Iactivité des carbapémémases vis-a-vis d’une souche indicatrice sensible (E. Coli ATCC

25922) lorsqu’elle est au contact d’une souche productrice de carbapénémase (souche a tester)

(42).
Mode opératoire

- Un inoculum de densité égale a 0.5 Mc Farland dilué au 1/10 de la souche E. Coli ATCC

25922 est ensemencé par écouvillonnage a la surface d’une gélose MH parfaitement séche
- Déposer un disque d’ertapénem au centre de la boite ensemencée,
- Ensemencer les souches en stries radiales a partir de colonies :

v Souche témoin positif Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705
v Souche témoin négatif Escherichia coli ATCC 25922

v" Souche a tester

- Incuber a 35°C pendant 16 a 20 heures
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Lecture et interprétation

Le test est considéré positif lorsqu’on observe une repousse de la souche indicatrice le long de

la strie de la souche a tester (42).

Figure 18 : Test de HODGE modifié positif, Souche 1: Klebsiella pneumoniae productrice de

carbapénéemase.

+ Testa PEDTA

Ce test consiste a rechercher la metallo-carbapémémases, inhibées par ’EDTA. Ces enzymes

conferent la résistance aux pénicillines, aux C3G (ceftazidime) (42).
Mode opératoire

La recherche de la métallo-carbapénémase est faite dans les conditions standards de
I’antibiogramme, puis on place sur la gélose la bandelette E-test (Annexe VII)

imipéneme/imipénéme + EDTA. Incuber pendant 18-24 H
Lecture et interprétation

Une réduction de la CMI de I’'imipénéme en présence d’EDTA d’au moins 3 gradients ou
lorsque le ratio CMI imipénéme seul/ CMI imipéneme + EDTA est supérieur a 8 est observé
(42).
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Figure 19 : Test a ’EDTA positif, technique du disque combiné et du E-test

2.2 Etude statistique :
Le recueil des données a été fait a partir du WHONET 8.6.0 et des registres de laboratoire, et

leurs analyses a été effectuées par '’EXEL 2016.
4+ WHONET :

WHONET est un logiciel gratuit développé par I’OMS pour la surveillance des maladies
infectieuses et de la résistance bactérienne aux antibiotiques au niveau du laboratoire. Pour
chaque résultat enregistré, on mentionne des informations concernant le patient, le service de
provenance, le type de prélevement, le microorganisme en cause ainsi que les valeurs obtenues

dans I’antibiogramme.
+ Registres du laboratoire :
Ils permettent I’enregistrement quotidien des informations suivantes :

- Numéro d’identification ;

- Identité du patient ;

- Type de prélévement ;

- Service ;

- Observation macroscopique et microscopique ;
- Antibiogramme ;

- Résultats.

40



RESULTATS



RESULTATS

1 Etude rétrospective
Dans 1’étude rétrospective d’une période allant du 1* Janvier 2020 au 31 Décembre 2021 ; 412
souches de K.p ont été isolés des différents préléevements au niveau de laboratoire de

microbiologie du CHU de Tizi-Ouzou.

1.1 Fréquence d’isolement des souches de Klebsiella pneumoniae au niveau de

laboratoire de microbiologie du CHU de Tizi-Ouzou :

Tableau 111 : La fréquence d’isolement des souches de Klebsiella pneumoniae par rapport
aux autres bactéries.
Groupes de Especes bactériennes Nombre Pourcentage %
bactéries
Cocci Gram positif Streptococcus sp. 403 10,10%
Staphylococcus aureus 398 9,98%
SS. aureus
Enterococcus sp 284 7,12%
BGNs fermentaires Escherichia coli 1195 29,96%
(entérobactéries) - -
Klebsiella pneumoniae 412 10,33%
Enterobacter sp 150 3,76%
BGNs non Pseudqmonas 406 10.18%
fermentaire aeroginosa
A(t:)metobac_t.er 142 3.56%
aumannii
Autres 599 15,01
Totale 3989 100%

41



RESULTATS

30.00%
25.00%
20.00%
15.00%
10.00%
5.00% ] -3 -
0.00% _ - —
g 4 & | 3 2 2 3 = S
9 8 8 pt S 3 £ 8 5
3 [ Q = = i3] (@) e <
=) —_ Q = I o S
> o [&) > o =
Q 55 o = ) e} @ @
8 n L o [<5) c = [+ o
b= 33 3 5 = 2 2 5
% Q o= — [ © — © i
o (S = ) = | c 3]
= o= [ LU > o I
n 3 ' = 2
- o o —
> [<5) o [<5]
< </ > c
[=1 X ) 'S
8 & b
) [a
Cocci Gram positif BGNs fermentaires BGNSs non Autres
(entérobacteéries) fermentaire

Figure 20 : Répartition des souches de Klebsiella pneumoniae par rapport aux autres
bactéries les plus fréquemment isolées

Interprétation :

On constate que la fréquence d’isolement de Klebsiella pneumoniae est plus au moins
importante dans I’ensemble des bactéries les plus fréquemment isolées avec un taux de 10,33%
qui se rapprochent des taux des autres bactéries tels que : Pseudomonas aeruginosa (10,18%),
Staphylococcus aureus ss (9.98%), de Streptococcus sp (10,10%), venants toutes apres
Escherichia coli qui occupe le haut de classement avec un taux considérablement éleve
(29,96%) (Tableau 111 et figure 20).

1.2 Reépartition des souches de Klebsiella pneumoniae isolées des différents prélevements

au niveau du laboratoire de microbiologie du CHU de Tizi-Ouzou

< Selon le sexe
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Tableau 1V: Répartition globale des souches de Klebsiella pneumoniae isolées au niveau du
laboratoire de microbiologie du CHU de Tizi- Ouzou selon le sexe.

Sexe Effectif Pourcentage (%)
Homme 210 50,97%
Femme 202 49,03%

Total 412 100%

Femme
49%
Homme
51%

Figure 21 : Répartition globale des souches de Klebsiella pneumoniae isolées au niveau du
laboratoire de microbiologie du CHU de Tizi-Ouzou selon le sexe.

Interprétation :

Parmi les 412 souches de Klebsiella pneumoniae isolées, 210 ont été isolées chez le sexe
masculin présentaient un pourcentage de 50,97% et 202 de sexe féminin présentaient un
pourcentage de 49,03%. Le sexe ratio est de 1,4 homme pour chaque femme. On peut remarquer
une légere prédominance des souches isolées chez les hommes par rapport a celle des femmes
(Tableau 1V et figure 21).

% Selon origine de prélévement
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Tableau V : Distribution des souches Klebsiella pneumoniae isolées au niveau du laboratoire

de microbiologie du CHU de Tizi- Ouzou selon I’origine du prélévement

Origine Effectif Pourcentage (%0)
Souches hospitaliéres 291 70,6%
Souches externes 121 29,4%
Total 412 100%

souches
hospitaliéres
76%

Figure 22 : Repartition des souches de Klebsiella pneumoniae isolées au niveau du

laboratoire de microbiologie du CHU de Tizi- Ouzou selon I’origine du prélévement

Interprétation

Les résultats illustrés ci-dessus montrent une prédominance des souches hospitalieres par

rapport aux souches externes avec des taux respectivement de 76% et 24% (Tableau V et figure

22).
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+« Selon les services

Tableau VI : Répartition globale des souches de Klebsiella pneumoniae isolées au niveau du
laboratoire de microbiologie du CHU de Tizi- Ouzou selon les services.

Services Nombre de souches Pourcentage %
Pédiatrie 71 24,40%
Urgences pédiatrie 51 17,53%
Urgences chirurgie 41 14,09%
Urgences médecine 33 11,34%
Infectiologie 20 6,87%
Néphrologie 17 5,84%
Hématologie 16 5,50%
Traumatologie 6 2,06%
Chirurgie infantile 6 2,06%
Neurochirurgie 5 1,72%
Médecine interne 5 1,72%
Cardiologie 5 1,72%
Urologie 4 1,37%
Gastrologie 4 1,37%
Réanimation de médecine 3 1,03%
Chirurgie générale 2 0,69%
Réanimation de chirurgie 1 0,34%
Médecine légale 1 0,34%
TOTAL 291 100%
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Figure 23 : Répartition globale des souches de Klebsiella pneumoniae isolées au niveau du

laboratoire de microbiologie du CHU de Tizi- Ouzou selon les services

Interprétation :

On note que les souches de Klebsiella pneumoniae sont principalement isolées au niveau des
services de pédiatrie, urgences pédiatrie, urgences chirurgie, urgences médecine avec des taux
respectivement de : 24,40% ; 17,53% ; 14,09% ; 11,34% (Tableau VI et figure 23).

<+ Selon les spécialités :

Tableau VII : Répartition des souches de Klebsiella pneumoniae selon les spécialités.

Spécialité Nombre de souches Pourcentage %
Urgences 125 42,96%
Spécialités chirurgicales 17 05,84%
Spécialités médicales 74 25,43%
Pédiatries 71 24,40%
Soins intensifs 04 1,37%
Total 291 100%
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Figure 24 : Répartition des souches de Klebsiella pneumoniae selon les spécialités

Interprétation :

Les services d’urgences constituent la principale source des souches de Klebsiella pneumoniae

avec un taux de 42,96% (Les urgences de pédiatrie dominent cette spécialité avec 17,53%).

Les spécialitées médicales viennent en deuxieme position (25,43%) suivies des services

pédiatriques (24,40%).

Les spécialités chirurgicales et les soins intensifs sont classés en derniere position avec

respectivement des taux de 05,84%% et 1,37% (Tableau VII et figure 24).

+ Selon les types de prélévement
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Tableau V111 : Distribution globale des souches de K. pneumoniae isolées au niveau du
laboratoire de microbiologie du CHU de Tizi- Ouzou selon le type de prélevement.

Types de prélevement | Nombre de souches | Pourcentages %
Urines 211 51.21%
Pus 80 19.42%
Sang 70 16.99%
ORL 8 1.94%
Génital 7 1,70%
Cathéter et plus 6 1,46%
LCR 2 0,48%
Liquide de ponction 2 0,48%
Autres 26 6.31%
Total 412 100%
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Figure 25 : Répartition des souches de K. pneumoniae isolées au niveau du laboratoire de

microbiologie du CHU de Tizi- Ouzou selon les types du prélevement.

Interprétation

Au cours de notre étude, 412 souches de K. pneumoniae ont été isolées a partir d’une grande
variété de prélevements cliniques. Nous avons constaté leur présence dans la majorité des

e ———
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prélévements, principalement urinaires avec un taux de 51,21%, suivi de pus avec un taux de
19,42%, et du sang avec un taux de 16,99%, les prélévements génitaux avec un taux de 1,70%,
cathéter et plus avec un taux de 1,46% puis les prélévements de LCR et liquide de ponction

avec des taux égaux de 0,48% (Tableau V111 et figure 25).

1.3 Profil de résistance des souches de Klebsiella pneumoniae isolés des différents
services au niveau du CHU de Tizi-Ouzou durant la période allant du 1°" Janvier
2020 au 31 Décembre 2021

Tableau IX : Profil de résistance des souches de Klebsiella pneumoniae aux antibiotiques
durant la période allant du ler Janvier 2020 au 31 Décembre 2021.

o Nombre de | Nombres de Nombre
Code Antibiotiques souches :squches (R+1)%
testées résistantes
AMP Ampicilline 152 152 100%
AMC | Amoxicilline/Acide clavulanique 217 59 27,6%
ATM Aztréonam 123 61 49,9%
Cz0 Céfazoline 291 220 75,9%
FOX Céfoxitine 306 82 26,8%
CTX Céfotaxime 236 130 55,5%
IPM Imipeneme 238 9 3,8%
ETP Ertapeneme 41 2 7,3%
AMK Amikacine 319 14 4,7%
GEN Gentamicine 358 78 22%
NAL Acide nalidixique 195 35 22,6%
CIP Ciprofloxacine 331 51 15,7%
CHL Chloramphénicol 155 19 12,9%
CcoL Colistine 282 0 0%
NIT Nitrofurantoine 213 101 47,8%
FOS Fosfomycine 150 25 16,7%
SXT | Trimethoprime/Sulfamethoxazole 315 144 46%

e ———
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Figure 26 : Profil de résistance des souches Klebsiella pneumoniae aux antibiotiques durant
la période allant du ler Janvier 2020 au 31 Décembre 2021.

Interprétation :

Les taux de résistances les plus €leves ont étaient observés a ’ampicilline (100%), il s’agit bien
de résistance naturelle. Suivis par la Céfazoline, la Céfoxitine, I’Aztréonam avec des taux
respectivement de : 75,9% ; 55,5% ; 49,9%. Tandis que la souche est a 100% sensible a la

colistine (nombre de résistance = 0) (Tableau IX et figure 26).

1.4 L’évolution de la fréquence d’isolement et de la résistance des souches de Klebsiella
pneumoniae au fil des années :
Tableau X : Evolution de la fréquence d’isolement des souches de Klebsiella pneumoniae au

fil des années au niveau de CHU T-O:

Périodes Le nombre de souches

2016-2017 914
2018-2019 757
2020-2021 412
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2016-2017 2018-2019 2020-2021

Figure 27 : Evolution de la fréquence d’isolement des souches de Klebsiella pneumoniae au
fil des années au niveau de CHU T-O :

Interprétation

On remarque que la fréquence d’isolement des souches de Klebsiella pneumoniae est en

diminution au cours des derniéres années (Tableau X et figure 27).
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1.4.1 Evolution de profil de résistance de Klebsiella pneumoniae pendant les différentes

périodes d’étude aux antibiotiques au CHU T-O :

Tableau XI : Evolution de profil de résistance de Klebsiella pneumoniae pendant les
différentes périodes d’étude aux antibiotiques au CHU T-O :

(R+1) % (R+1) % (R+1) %
Code Antibiotiques
2016-2017 2018-2019 2020-2021

AMP Ampicilline 100% 100% 100%
AMC | Amoxicilline/Acide clavulanique 76,3% 58,6% 27,6%
ATM Aztréonam 48,3% 59,5% 49,9%
Cz0 Céfazoline 85,4% 82,7% 75,9%
FOX Céfoxitine 14,2% 22,1% 26,8%
CTX Céfotaxime 58,5% 70,5% 55,5%
IPM Imipenéme 4,6% 12% 3,8%
ETP Ertapeneme 4,4% 6,1% 7,3%
AMK Amikacine 7,8% 9% 4,7%
GEN Gentamicine 40,3% 40,9% 22%
NAL Acide nalidixique 47,2% 43,1% 22,6%
CIP Ciprofloxacine 39,4% 38% 15,7%
CHL Chloramphénicol 30,3% 12,7% 12,9%
COL Colistine 0,3% 0,3% 0%

NIT Nitrofurantoine 58% 62,5% 47,8%
FOS Fosfomycine 18% 11,7% 16,7%
SXT | Trimethoprime/Sulfamethoxazole 54,7% 58,3% 46%
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Figure 28 : Evolution de profil de résistance de Klebsiella pneumoniae pendant les
différentes périodes d’étude aux antibiotiques au CHU T-O

Interprétation

Les résultats illustrés montrent globalement une diminution dans les taux de résistance pour la
plupart des antibiotiques au fil des années.

Les taux les plus élevés pour amoxicilline/acide clavulanique, céfazoline, acide nalidixique,
ciprofloxacine et chloramphénicol ont été observés durant la période 2016/2017 et qui ont
diminués durant les années qui suivent. Contrairement a la cifoxitine et a ’ertapénéme, le taux

de résistance a augmenté au cours des annees.

Concernant les autres antibiotiques, 1’évolution était variable comme pour la céfotaxime et les

nitrofurantoines (Tableau XI et figure 28).

2 Etude prospective
Durant notre étude au Laboratoire de microbiologie du centre hospitalo-universitaire de Tizi-

Ouzou, du 1ér janvier 2022 jusqu’au 31 mars 2022, 38 souches de Klebsiella pneumoniae ont
été isolées.
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2.1 Distribution des souches de Klebsiella pneumoniae isolées durant notre étude

4+ Selon le sexe

Tableau XI1 : Distribution des souches Klebsiella pneumoniae selon le sexe

Souches isolées | L’effectif | Pourcentage (%)
Hommes 26 68,42%
Femmes 12 31,58%

Totale 38 100%

68%

Figure 29 : Distribution de Klebsiella pneumoniae selon le sexe.

Interprétation :

Les résultats illustrés ci-dessus montrent une prédominance du sexe masculin par rapport au

sexe féminin avec des taux respectivement de : 68,42% et 31,58%. Le sexe ratio est de 2,1

hommes pour chaque femme (Tableau XI1 et figure 29).

4+ Selon I’origine du prélévement :
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Tableau X111 : Répartition des souches de Klebsiella pneumoniae selon 1I’origine du

prélévement

L’origine du Le nombre de Pourcentage
prélevement souches (%)
Souches hospitalieres 31 81,58%
Souches externes 07 18,42%
Totale 38 100%

Souches

\ hospitalieres

82%

Figure 30 : Répartition des souches de Klebsiella pneumoniae selon I’origine du prélévement

Interprétation :

Parmi les 34 souches isolées, 27 souches ont été d’origine hospitalieres et 07 souches d’origine

communautaires (externes) avec des taux respectivement de : 81,58% et 18,42% (Tableau XII1

et figure 30).

# Selonle type de prélévement
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Tableau X1V : Distribution de Klebsiella pneumoniae selon le type de prélevement

Prélevement Nombre de Pourcentage
souches (%)
Urines 27 71.05 %
Pus 4 10.53 %
Sang 6 15.79 %
Génital 1 2.63 %
Total 38 100 %

Sang
16%

Pus
10%

\\\\_Uﬁnes

71%

Figure 31 : Distribution de Klebsiella pneumoniae selon le type de prélévement

Interprétation

Au cours de notre etude, 38 souches de K. pneumoniae ont été isolées a partir d’une grande
variété de prélevements cliniques. Nous avons constaté leur présence dans la majorité des
prélevements, principalement urinaires avec un taux de 71.05 % suivi de sang avec un taux de

15.79 %, et du pus avec un taux de 10.53%, les prélevements génitaux avec un taux de 2.63 %

(Tableau X1V et figure 31)

« Selon les services
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Parmi les 38 souches isolées durant notre étude, 31 sont d’origine hospitaliere et 07 des

externes.

Tableau XV : Répartition des souches de Klebsiella pneumoniae selon les services.

Services Nombre de souches | Pourcentage (%)
Urgences de médecine 11 35,49%
Urgences de pédiatrie 04 12,90%
urgences de néonatologie 04 12,90%
Néonatologie 03 9,67%
Infectieux 03 9,67%
Médecine interne 02 6,45%
Pédiatrie 01 3,23%
Urologie 01 3,23%
Néphrologie 01 3,23%
Chirurgie infantile 01 3,23%
Total 31 100%
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Figure 32 : Répartition des souches de Klebsiella pneumoniae selon les services.
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Interprétation :

Le service des urgences de médecine représente la principale source des souches de Klebsiella
pneumoniae avec un taux de : 35,49%. Suivi par les urgences de pédiatrie et les urgences de
néonatologie avec un taux de 12,90%. En derniere position on trouve les services de pédiatrie,

urologie, néphrologie, chirurgie infantile (Tableau XV et figure 32).

<+ Selon les spécialités

Tableau XVI : Distribution des souches de Klebsiella pneumoniae selon les spécialités.

Spécialité Nombre | Pourcentage (%0)
Urgences 19 61,29%
Spécialités chirurgicales 02 06,45%
Spécialités médicales 09 29,03%
Pédiatries 01 3,23%
Soins intensifs 00 0,00%
Total général 31 100%
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Figure 33 : Distribution des souches de Klebsiella pneumoniae selon les spécialités.
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Interprétation

Les images illustrées ci-dessus montrent que la majorité des souches de Klebsiella pneumoniae
proviennent des urgences avec un taux de 61,29%. Suivis par les spécialités médicales avec un
taux égal a 29,03%. Ensuite les spécialités chirurgicales et en derniere position la pédiatrie et

les soins intensifs (Tableau XV1 et figure 33).

2.2 Résultats de I’antibiogramme

2.2.1 Profil de résistance des souches de Klebsiella pneumoniae isolées aux antibiotiques

Figure 34 : Deux Antibiogrammes d'une souche de Klebsiella pneumoniae
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Tableau XVII : Profil de résistance des souches de Klebsiella pneumoniae

_— Nombre de Nombre de Nombre
Code Antibiotiques souches souches (R+1) (R+1%)
testées
AMP Ampicilline 29 29 100%
AMC | Amoxicilline/Acide clavulanique 38 08 21,05%
ATM Aztréonam 22 12 54,54%
Cz0 Céfazoline 33 26 78,78%
FOX Céfoxitine 34 18 52,94%
CTX Céfotaxime 11 10 90,90%
IPM Imipenéme 20 04 20%
ETP Ertapeneme 04 01 25%
AMK Amikacine 35 00 00
GEN Gentamicine 21 07 33,33%
NAL Acide nalidixique 24 07 29,16%
CIP Ciprofloxacine 23 09 39,13%
CHL Chloramphénicol 30 16 53,33%
COoL Colistine 27 00 0,00%
NIT Nitrofurantoine 29 12 41,38%
FOS Fosfomycine 09 04 44,45%
SXT | Trimethoprime/Sulfamethoxazole 30 21 70%
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Figure 35 : Profil de résistance des souches de Klebsiella pneumoniae aux antibiotiques.

Interprétation

L’ampicilline occupe la premiére place dans le palais des résistances Naturelle. Suivis par la
résistance a la céfotaxime, céfazoline et a I’association trimethoprime/sulfamethoxazole avec

des taux respectivement de : 90,90% ; 78,78% ; 70%.

La fosfomycine, nitrofurantoine, ciprofloxacine ont présenté des taux respectivement de
44,45% ; 41,38% ; 39,13%. Tandis que les souches sont sensibles a I’amikacine et a la colistine

a 100% (Tableau XVI1I et figure 35).
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2.2.2 Profil de résistance des souches de Klebsiella pneumoniae isolées aux

antibiotiques selon ’origine du prélévement

Tableau XVIII : Profil de résistance des souches de Klebsiella pneumoniae Isolées aux

antibiotiques selon I’origine du prélévement

Hospitaliéres Externes
Code |  Antibiotiques No(rjnebre Nombre | (R+l) No(rjnebre Nombre | (R+)
souches (R+1) % souches (R+1) v
AMP Ampicilline 25 25 100% 04 04 100%
AMC Amoxicilline/ 32 08 25% 06 00 0,00%
Acide clavulanique
ATM Aztréonam 19 12 63,15% 03 00 0,00%
CzOo Céfazoline 26 15 57,69% 07 07 100%
FOX Céfoxitine 29 16 55,17% 05 02 40%
CTX Céfotaxime 09 08 88,89% 02 02 100%
IPM Imipenéme 15 03 20% 05 01 20%
ETP Ertapenéme 03 01 33,33% 01 00 0,00%
AMK Amikacine 29 00 0,00% 06 00 0,00%
GEN Gentamicine 26 06 23,06% 05 01 20%
NAL | Acide nalidixique 20 06 30% 04 01 25%
CIP Ciprofloxacine 20 07 35% 03 02 66,67%
CHL | Chloramphénicol 27 15 57,56% 03 01 33,33%
COoL Colistine 22 00 0% 05 00 0%
NIT Nitrofurantoine 21 10 47,62% 08 02 25%
FOS Fosfomycine 09 02 22,23% 02 02 100%
SXT Trimethoprime/ 24 15 62,5% 06 06 100%
Sulfamethoxazole
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Figure 36

: Profil de résistance de Klebsiella pneumoniae selon I’origine du prélévement

Interprétation :

Les souches hospitalieres présentent un taux de résistance plus élevé que les souches des

externes pour les antibiotiques suivants I’aztréonam, 1’ertapénéme, 1’association amoxicilline +

acide clavulanique, avec des taux respectivement de : 63,15% ; 33,33% ; 25% et un taux égal

a 0% chez les externes. Tandis que les souches d’origine externes ont présentés les taux de

résistance les plus élevés vis-a-vis de le céfotaxime (100%), céfazoline (100%), cotrimoxazole

(100%), ciprofloxacine (66,67%) et a la fosfomycine (100%) (Tableau XVI111 et figure 36).

2.3 Résultats des tests complémentaires

2.3.1 Reésultats de test de synergie
Dans le but de rechercher les bétalactamases a spectre étendu (BLSE), les 38 souches de

Klebsiella pneumoniae ont fait I’objet d’un test de synergie. 10 souches seulement ont

présentaient une image de synergie entre les disques de C3G (CTR) et le disque d’AMC
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Tableau XIX : Résultats de test de synergie des souches testées

Souches Nombre Interprétation
Test de synergie positif 10 26,32%
Test de synergie négatif 28 73,68 %
Totales des souches testés 38 100 %

2.3.2 Résultats de test de double disque
Les souches révélées négatif au test de synergie (absence de I’image de synergie entre les
disques de C3G et I’AMC) ont fait I’objet d’un test de double disque.

Sur un total de 28 souches testées 09 souches étaient positives.

Tableau XX : Résultats de test de double disque des souches testées

Souches Nombre Pourcentage %
Test double disque positif 09 32,14 %
Test double disque négatif 19 67,86 %
Totales des souches testés 28 100%

2.3.3 Resultats de test de HODGE modifie (MHT)
Les souches qui présentaient une résistance et/ou de sensibilité réduite a I'imipéneme selon les
résultats de 1’antibiogramme, nécessitent la recherche de carbapénémases. Une seule souche

révélée positive au test de HODGE modifié sur un total de 14 souches testées.
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Tableau XXI : Résultats de test de HODGE modifié des souches testées

Souches Nombre Pourcentage %
Test de HODGE modifié positif 01 7,14 %
Test de HODGE modifié négatif 13 92,86 %
Totales des souches testés 14 100 %

2.3.4 Résultats de ’E-test a PEDTA
Ce test permet la recherche de carbapénémases métallo-enzymes. Sur un total de 14 souches

testées, aucune souche productrice de carbapénémase métallo-enzyme.

2.4 Phénotypes de résistance
Les tests complémentaires ont révélé deux types phénotypiques de résistance chez les souches
de Klebsiella pneumoniae testées : la bétalactamase a spectre étendu et la carbapénemase non

métallo-enzyme.

La production de BLSE a été observée chez 19 souches et 01 souche productrice de
carbapénémase non métallo-enzyme sur un total de 38 souches testées. Aucune de ces souches

ne présente les deux phénotypes simultanément.
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Dans le but d’étudier le profil de résistance de Klebsiella pneumoniae qui est la bactérie
multirésistante en excellence responsable d’infections nosocomiales mais aussi
communautaires, notre travail a porté sur une étude rétrospective du 1ér janvier 2020 au 31
décembre 2021 sur 412 souches et une étude prospective longitudinale de la période allant du
1ér Janvier au 31 Mars 2022 durant laquelle on a isolé 38 souches au niveau du laboratoire de

microbiologie du CHU Nedir Mohamed Tizi-Ouzou.

e L’épidémiologie de Klebsiella pneumoniae

La fréquence d’isolement des souches de Klebsiella pneumoniae pour les années 2020-2021
était de 10,33%. Des taux relativement similaires ont été trouvés dans une étude menée au CHU
Benbadis de Constantine en Algérie (2011) (6) (12,74%) et a I’hopital de soins tertiaire de
Katmandou en Népal (2018)(59) (9,10%). Les souches de Klebsiella pneumoniae ont été isolées
de différents types de préléevements analysés, en particulier ceux provenant des patients
hospitalisés avec une fréquence de 70,6% (étude retrospective) et 81,58% (étude prospective).
Les 29,4%(etude rétrospective) et 18,42% (étude prospective) restant proviennent des malades
externes. Ce qui a €té trouvé également dans une étude menee a Dakar au Sénégal (2011) (60)
(75% nosocomiales et 25% communautaires) et dans une étude réalisée au Khartoum au Soudan
(2020) (61) (85% hospitalisés et 15 externes%). Ce qui confirme le caractere nosocomial de la

bactérie.

Pour nos deux études, la fréquence de Klebsiella pneumoniae est supérieur chez le sexe
masculin (50,97% pour 1’étude rétrospective et 68,42% pour I’étude prospective) par rapport
au sexe féminin (49,03% pour 1’étude rétrospective et 31,58% pour 1’étude prospective), ces
résultats concordent avec une étude réalisée au Bamako en Mali (2020) (62), a Tabriz en Iran
(2018)(63) et au Khartoum au Soudan (2020) (61). Contrairement a ce qui a €té trouvée au
Maroc (2018) (8) ou on constate une prédominance féminine. Il semble que ce critere
physiologique n’a pas vraiment d’influence sur I’incidence de I’infection a K.p. En sachant que
la majorité des souches qu’on a isolées proviennent de prélévements urinaires et que les femmes
sont plus vulnérables aux infections urinaires (facteur d’ordre anatomique principalement), la
prédominance masculine peut étre liée a une panoplie de facteurs (tabac et pneumopathies,

sondage, uropathies : hyperthrophie et les cancers de la prostate, diabéte...).

66



Les prélevements urinaires ont monté la présence de K.p avec une fréquence élevée de 54,66%
(étude rétrospective) et 71,05% (étude prospective). Des résultats similaires ont été trouves dans
une étude réalisée au Bamako en Mali (2018) (64) (55,88%). Cependant, une autre étude
réalisée a Constantine (65) & montrer un taux inférieur a nos résultats (25,2%). Le pus est la
seconde source de K.p avec un taux de 20,73% (étude rétrospective) et 10,53% (étude
prospective). Des taux approximativement similaires ont été observés dans une étude réalisée a
Bamako en Mali (2020) (64) (25%). Des taux supérieurs a nos résultats ont été trouves dans
une autre étude réalisée au CHU-Snylvanus Olympio au Togo (2017) (66) (30,41%). Les
prélevements sanguins viennent en troisieme position avec un taux de 18,13% (étude
rétrospective) et 15,79% (étude prospective). Des études ont montrées des taux inférieurs a nos
résultats : 9,1% au Dakar Sénégal (2011)(60) et 8,82% dans une étude realisée au Bamako en
Mali (2018) (64). Cependant des taux relativement supérieur a nos résultats ont été montrés par
une étude réalisee a Constantine (2009)(65) (28,3%).

Nos résultats montrent que la majorité des souches isolées durant la période allant du 1* janvier
2020 au 31 décembre 2021 proviennent de la pédiatrie ; suivis des urgences de péediatrie avec
des taux respectivement de 24,40% ; 17,53%. Tandis que le service des urgences de medecine
semble étre ’origine principale des souches isolées durant notre étude prospective avec un taux
de 37,49%. Contrairement, a I’étude réalisée a Constantine (2009) (65) ou les souches
proviennent du service de réanimation médicale en premiére position avec un taux de 34,7%.
Cette différence de résultats obtenus est due probablement a la période de la pandémie Covid-
19 sur laquelle notre étude s’étalait. Plusieurs études ont montré la diminution de I’incidence

de différentes infections liées aux soins pendant la pandémie Covid-19 (67).

e Comportement de Klebsiella pneumoniae vis-a-vis des antibiotiques

Le profil de résistance aux antibiotiques des souches de Klebsiella pneumoniae isolées a été
déterminé par la technique de 1’antibiogramme vis-a-vis de 17 antibiotiques et également par le
Vitek.

Il est bien connu que les B-lactamines sont les antibiotiques de premier choix pour le traitement

des infections a K.p aussi bien chez I’adulte que chez I’enfant (6).

Les résultats que nous avons obtenus montrent que toutes les souches étudiées sont résistantes

a ’ampicilline, avec un taux de résistance de 100%, cette résistance est liée a la production de
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la pénicillinase de bas niveau. Le taux de résistance de K.p a I’association amoxicilline-acide
clavulanique est de 'ordre de 27,6% (étude rétrospective) et de 21,05% (étude prospective).
Ces valeurs sont inférieurs a celles retrouvés a 1I’hopital militaire d’instruction Mohammed V
de Rabat, Maroc (2011) (60,56%) (68) ;au Bamako, Mali (2017) (67,65%) (60) ; a Constantine
(2009) (81%) (65) et au Togo (2017) (100%) (66), AARN 2019 (59,97%) (69). On a constaté
durant notre étude qu’au fil des années y avait une diminution de la résistance de la bactérie
vis-a-vis de ’AMC. D’ailleurs, la résistance de K.p durant la période de 2016-2017 était de
76,3% qui a diminué durant la période de 2018-2019 jusqu’a 58,10% pour atteindre 27,6% pour
les années 2020-2021.

Concernant les céphalosporines, la céfazoline a présente un taux de résistance de 75,9% (étude
rétrospective) et 78,78% (etude prospective), ces taux se rapprochent de ceux obtenus par
N.Arafa (Constantine 2011) (6) qui est de : 73%, tandis que un taux de 59,85% a €té enregistré
par le AARN 2019(69). Le taux de résistance de la céfoxitine qui est de ’ordre de 26,8% (étude
rétrospective), est supérieur aux resultats obtenus au Togo (2017) (19%) (66),AARN 2019
(12,56%)(69), en Mali (2017) (11,76%) (64). Cependant nos résultats de 1’étude prospective
sont encore plus élevés (52,94%). Pour la céfotaxime, le tableau ci-dessus nous permet de
comparer nos resultats avec les données du reseau algérien de surveillance de la résistance des
bactéries aux antibiotiques AARN (2019) (69).

Tableau XXII : Taux de résistance de K.p au céfotaxime.

AARN 2019 Etude Etude
rétrospective | prospective
Cefotaxime 51,60% 55,5% 90,9%

Le tableau nous montre que nos résultats obtenus durant la période 2020-2021 (étude
rétrospective) sont en corroboration avec les données nationales selon I’AARN (2019). Mais,

ils sont revenus relativement inférieurs a ceux de 1I’étude prospective.

De nombreuses études ont montré que 1’exposition aux céphalosporines a large spectre est un
facteur de risque pour I’émergence de la résistance a ces produits, ce qui est problématique
puisque le développement de la résistance aux C3G est associ€¢ avec 1’augmentation de

mortalité, de la durée d’hospitalisation et I’augmentation des charges hospitaliéres (6).
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Les carbapénemes représentent la derniére ligne de défense dans I’armement antibactérien
contre les infections sérieuses ou invasives(6). Nos résultats ont montré un taux de résistance
faible (3,8%) pour I’'imipénéme pendant la période 2020-2021, ce qui rejoint I’étude faite au
Togo (2017) qui est de 3,7%(66),AARN (3,53%)(69). En ce qui concerne, la période allant du
1* janvier au 31 mars, K.p a présenté un taux de résistance plus élevé de 20% ce qui concorde
avec 1’étude réalisée a Marrakech en 2016 (20%) (70).

Dans notre étude K.p a une résistance diminuée vis-a-vis des aminosides 4,7% (étude
rétrospective) et 0% (étude prospective) pour I’amikacine, des taux similaires ont été trouvés
par 1’étude menée au Togo qui est de 4,23% (66), AARN 2019 (5,62%) (69). Pour la
gentamicine on a obtenu un taux de résistance de 22% (étude rétrospective) et 33% (étude
prospective), ce qui est en parait accord avec les résultats du réseau national de la surveillance
de la résistance AARN (2019) 37,98% (69).

Notre étude montre que la résistance des souches de K.p aux quinolones atteint un taux de
22,6%(étude rétrospective) et 29,16% (étude prospective) a 1’acide nalidixique, nos résultats
se rapprochent a ceux du réseau national AARN mais sont également inférieurs a ceux de
I’étude a rabat 2016 (71) et au Togo 2017 (66).

La ciprofloxacine présente un taux de 15,7% pour 1’étude rétrospective. Un taux supérieur est
enregistré dans notre étude prospective 39,13% ce qui concorde avec les résultats publier par
AARN et les études effectuées a Bua Cameroun en 2001 (72), Marrakech 2017 (8) et a Rabat
2016 (71).

Selon nos résultats dans I’étude rétrospective et prospective, la colistine est apparue la molécule
la plus active vis-a-vis de K.p avec un taux de résistance nul, un taux nul a été aussi enregistré
par le réseau national de la surveillance de la résistance aux antibiotiques (AARN 2019). Des
taux qui se rapprochent de nos résultats sont enregistrés dans I’étude menée au Togo 2017
(1,27%) (66) et a Marrakech 2017 9(3,37%) (8). Des taux plus €levés ont été enregistrés a
I’hopital de soins tertiaire de Tocantins au Breésil entre 2014-2015 (36%) (73).

L’association Triméthoprime-sulfaméthoxazole a présente un taux de résistance de 46% dans
I’étude rétrospective ce qui concorde avec 1’étude réalisée au Bamako, Mali (2018) (64)qui est
de 50%. Durant 1’étude prospective, on a obtenu un taux de résistance au cotrimoxazole de

70%. Un taux un peu plus élevé a été enregistré dans une étude a Marrakech 2016 (80%) (70).
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Nos résultats ont montré un taux de résistance de 16,7% (étude prospective) et 44,45%
(étude rétrospective) vis-a-vis de la fosfomycine, cependant un taux encore supérieur a été

observe dans une étude réalisée a Marrakech (2016) qui est de 60% (70).

On a remarqué également que les taux de résistances au niveau hospitalier sont légérement

supérieurs par rapport aux externes a I’exception de la fosfomycine.

e Les phénotypes de résistance

Le taux de production de béta-lactamases a spectre étendu (BLSE) par les souches de Klebsiella
pneumoniae atteint les 50% dans notre étude (19 souches sur un total de 38 souches testées), ce
résultat est trés proche de celui trouvés au niveau de I’hdpital de I’ Amitié Singo-Guineenne de
Kipe/Conakry, la Guinée (2021) (74) et au Bamako, Mali (2018) qui sont de I’ordre de 54% et
55,88% respectivement. Ces résultats semblent étre supérieurs a ceux trouvés a Abidjan, Cote
d’ivoire (2017) (26%) (75). Pour les 50% des souches restantes n’ayant pas présentees une
image de synergie ou une différence de diametre significative, on suppose qu’elles présentent
les 2 mécanismes associes (BLSE et CHN) ou la surexpression de la CHN a masqué I’activité
de la BLSE. D’otu la nécessité de faire le test a la cloxacilline, et I’intérét du recours a la biologie
moléculaire (PCR) afin de confirmer et d’étayer les mécanismes de résistances (typer les BLSE
et les carbapénémases) en détectant les genes de résistance pouvant étre responsables de clones

hospitaliers circulant afin d’en limiter leurs propagations.

Le test de HODGE modifié nous a permis de constaté que seulement 2,63% de nos souches
étudiées sont productrices de Carbapénemase. Selon les données de la littérature, un taux nul a
été enregistré au Bamako, Mali (2018) (64) ; Aucune souche productrice de carbapénémase

metallo-enzymes selon le test a "EDTA.

e L’évolution de la fréquence d’isolement et de la résistance de K.p au cours des périodes
2016-2017 ; 2018-2019 ; 2020-2021 ; 1°" trimestre de 2022

On a constaté au cours de notre étude que la fréquence d’isolement de Klebsiella pneumoniae

était en diminution au fil des années. Cette décroissance a été observée surtout durant la période
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2020-2021, ce qui correspond a la période de la pandémie Covid-19. Il est possible que cette
baisse soit liée au renforcement des mesures d’hygiéne appliquées pendant cette pandémie. Le
port généralisé du masque chirurgical par le personnel et par les patients hospitalisés a été
introduit. D’autres mesures de protections et d’hygiénes ont été mises en place telles que le port
de blouse de protection, charlottes.... Ainsi, I’hygiéne des mains a été intensifiée par la mise a
disposition de gel hydroalcoolique et le changement de gants entre les soins de patients pendant
la période de pandémie de COVID-19. Ce qui a peut-étre limité la transmission des infections

nosocomiales par voie manuportée.

L’étude de profil de résistance de K.p durant ces différentes périodes nous a permis de constater
globalement que la résistance est en diminution pour les antibiotiques suivants : céfotaxime,
céfazoline, céfoxitine, imipénéme, gentamycine, amikacine, chloramphénicol, ciprofloxacine
et fosfomycine. Ceci peut étre expliqué par la diminution de I’activité bactériologique pendant
la pandémie Covid-19 et la suspension de quelques types de prélevements (respiratoires, LBA,
PG, coprologie....), en raison de sécurité vu leurs contagiosité et le recours intensif et parfois
anarchique aussi bien ambulatoire que hospitalier de I’antibiothérapie empirique (
Azithromycine, AMC+++) et la diminution de la demande des examens microbiologigques avant
et/ou aprés la mise en route de ’antibiothérapie, du fait du caractére urgent de la surinfection

bactérienne liée au Covid-19 dont les conséquences peuvent se voir a cours voir a long terme.

Mais ces taux ont augmenté durant le 1*" trimestre de 2022 pour ces antibiotiques a 1’exception

de I’amikacine.

Pour la nitrofurantoine et ’acide nalidixique, on a remarqué une augmentation de la résistance

au fil des années.

On a remarqué également un caractére oscillant pour le reste des antibiotiques.
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Klebsiella pneumoniae est un pathogéne opportuniste. Aujourd’hui, elle est le chef de file des
germes responsable d’infections nosocomiales sévéres et difficiles a traiter, des épidémies sont

causées par des souches résistantes a une large variété d’antibiotiques.

Le présent travail qui a porté sur 412 souches dans 1I’étude rétrospective et 38 souches dans
I’étude prospective, nous a permis de conclure que K.p est isolée avec une fréquence plus au
moins importante (10,33%), dont on constate une diminution remarquable de ce taux au cours
de notre étude rétrospective. La majorité des souches proviennent des prélévements urinaires
des patients externes et hospitalisés. Les services d’urgences constituent la premiere source des
souches de Klebsiella pneumoniae durant notre étude, auparavant le service de réanimation

représentait le carrefour idéal pour la persistance et I’amplification de cette bactérie.

L’¢évaluation de I’antibiorésistance des souches isolées aux antibiotiques recommandés pour le
traitement des infections & K.p a révélé une diminution de I’efficacité vis-a-vis & une ou
plusieurs familles d’antibiotiques. Nous notons une résistance importante aux trois
bétalactamines : aztréonam (49,9% étude rétrospective et 54,54% étude prospective),
céfazoline (75,9% et 78,78%), cefotaxime (55,5% étude rétrospective et 90,90%). Cela est du
a la production d’enzymes tels que les BLSE. A la nitrofurantoine (47,8% étude rétrospective
et 41,38% étude prospective) et a I’association cotrimoxazole (46% étude rétrospective et 70%).
Par ailleurs, 1’értapéneme, 1I’imipéneéme, colistine et I’amikacine restent les molécules les plus
actives. On a également trouvé des taux de résistance de 16,4% dans I’étude rétrospective et de
41,38% dans I’étude prospective vis-a-vis de la fosfomycine. La ciprofloxacine a présenté un
taux de 15,7% dans 1’étude rétrospective et 39,13% dans 1’étude prospective. Cependant la
résistance est en diminution pour les antibiotiques suivants : céfotaxime, céfazoline, cefoxitine,
imipéneme, gentamycine, amikacine, chloramphénicol, ciprofloxacine, fosfomycine durant
notre étude rétrospective qui a augmenté durant notre étude prospective a 1’exception de
I’amikacine. Pour la nitrofurantoine et 1’acide nalidixique, on note une augmentation de la

résistance.

On a enregistré 50% de souches productrices de BLSE et 2% de souches productrices de

carbapénémase non métallo-enzymes.

Enfin, cette étude attire Iattention sur le risque de I’augmentation de la dissémination de
Klebsiella pneumoniae résistantes aux antibiotiques. Une politique de surveillance réguliéere de

la résistance aux antibiotiques doit étre mise en place dans les centres de santé afin de limiter
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I’émergence des BMR en Algérie. Nous soulignons également I’importance d’automatiser nos
laboratoires par les nouvelles techniques de la biologie moléculaire car les mécanismes de
résistances semblent échapper a la détection par les techniques de routine "manuelles”. Ces

nouvelles techniques sont le meilleur garant d'un diagnostic fiable et rapide.

La discordance entre le développement de nouvelles molécules d’antibiotiques et
I’augmentation rapide et incontrolée de la résistance bactérienne nous obligent a repenser au
bon usage des antibiotiques au niveau hospitalier et communautaire, de ce fait une éducation et
une sensibilisation de la population sur les dangers de la résistance bactérienne et sur I’impact
de la consommation abusive des antibiotiques résultant de I’automédication doivent étre mises

en place.
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L'émergence et la propagation de la résistance bactérienne représentent une menace grave en
milieu hospitalier et pour faire face a cette situation inquiétante plusieurs politiques de lutte

nationales et internationales ont été mises en place et cela a plusieurs niveaux :

e Au niveau individuel
Pour prévenir et combattre la propagation de la résistance aux antibiotiques, vous pouvez :
- N'utiliser ces médicaments que s’ils sont prescrits par un professionnel de santé qualifié ;
- Toujours respecter les conseils du soignant lorsque vous utilisez des antibiotiques ;
- Veillez respectez la posologie et la durée du traitement antibiotique ;

- Ne jamais partager vos antibiotiques avec d’autres personnes ou utiliser les médicaments qui

vous restent ;

- Prévenir les infections en vous lavant régulierement les mains, en suivant les régles d’hygieéne
pour la préparation de la nourriture, en évitant les contacts proches avec des malades et en tenant

VOs vaccinations a jour.

- Eviter I’auto infection et la propagation des souches multirésistantes en respectant les régles

d’hygiéne.
e Les professionnels de santé
Pour prévenir et combattre la propagation de la résistance aux antibiotiques, ils peuvent :

- Faire de la prévention en veillant a la propreté des mains, des instruments et de leur

environnement ;

- Ne prescrire et délivrer des antibiotiques que quand ils sont nécessaires, en application des

directives en vigueur ;
- Signaler les infections résistantes aux antibiotiques aux équipes de surveillance ;

- Isolement des patients infectés par les souches multirésistantes afin d’éviter la contamination

croisée ;

- Veiller au respect de la posologie et de la durée du traitement pour une meilleure observance

du traitement, Parler a leurs patients des résistances et des dangers d’un usage abusif ;

- L’automédication et la délivrance sur conseil des antibiotiques est a bannir ;
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- Parler a leurs patients de la prévention des infections (par exemple, par la vaccination, le

lavage des mains ou en se couvrant la bouche et le nez pour éternuer) ;

- L’établissement des consensus nationaux (schémas et guides d’antibiothérapies) pour orienter

les praticiens, une mise a jour quotidienne par le comité d’antibiotique.
e Le secteur des soins de santé

Pour prévenir et combattre la propagation de la résistance aux antibiotiques, il peut : investir
dans la recherche et le développement de nouveaux antibiotiques, vaccins, produits de

diagnostic et autres outils

- La mise en place d’une politique réelle d’hygiéne en actualisant les procédures d’hygiéne et
de stérilisation adéquate pour limiter la propagation intra hospitaliere des souches

multirésistantes responsables d’infections nosocomiales dont le CLIN doit s’ impliqué

- Une surveillance réguliere de I’évolution de la résistance aux antibiotiques en réalisant des

études épidémiologique (76)
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Annexe |

e Coloration de Gram
» Technique

C'est la coloration de référence en bactériologie. Elle est réalisée comme suit :

A. Préparation d’un frottis

-Déposer sur une lame propre une goutte d’eau physiologique puis prélever a 1’aide d’une

pipette Pasteur une fraction d’une colonie isolée.
-Réaliser le frottis de facon a obtenir un étalement mince et homogéne.

-Sécher a I’air libre puis fixer le frottis par 3 passages rapides et brefs de la lame au-dessus

d’une flamme d’un Bec Bunsen (frottis situé le dessus).

B. Etapes de la coloration différentielle de Gram

-Recouvrir la lame de violet de gentiane pendant 1 minute.
-Rejeter le violet de gentiane puis recouvrir de lugol pendant 1 minute.

-Rejeter le lugol puis décolorer a l'alcool 95°, la lame étant tenue inclinée. La durée de

décoloration a l'alcool est variable selon I'épaisseur du frottis.

-Stopper la décoloration par un nouveau lavage a I'eau.

-Recouvrir la lame de fuchsine diluée, 30 secondes a 1 minute puis laver a l'eau.

-Sécher entre deux feuilles de papier filtre, puis a la chaleur puis examiner a I'immersion (77).

> Lecture

La lecture se fait au grossissement x 100 avec une goutte a I’huile d’immersion

Annexe |1
o Test de catalase
» Principe

Il permet de mettre en évidence une enzyme capable de catalyser la dégradation du peroxyde

d’hydrogene (H202), sous forme d’oxygeéne gazeuse selon la réaction suivante :
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H202 — 2 02+ H20.

» Technique

A partir d’un milieu solide et aérobie, prélever une quantité suffisante de culture a I’aide d’une
pipette Pasteur et la mettre en suspension dans une goutte d’eau oxygénée déposée sur une lame

propre.

» Lecture

La présence de la catalase est marquée par la formation immédiate des bulles d’O2, ce qui le
cas des entérobactéries (78).

Annexe 111

e Test de ’oxydase
» Principe

Il permet de mettre en évidence la production d’une enzyme « la phényléne diamine oxydase »
par la bactérie ; cette enzyme est capable d’oxyder un réactif : le N diméthyle paraphényléne
diamine. Dans le cas des entérobactéries, bactéries non productrices d’oxydase, le test doit étre
négatif.

» Technique
A I’aide de pinces, placer un disque d’oxydase sur une lame porte objet
Choisir une colonie bien isolée et représentative de la culture fraiche a tester.
Prélever la colonie choisie a ’aide d’une pipette Pasteur

Frotter doucement la colonie sur le disque et observer ’apparition d’une coloration violette

dans un délai de 30 secondes.

> Lecture

La lecture réaction positive a I’oxydase se traduit par ’apparition d’une coloration violette a

I’endroit ou la colonie a été déposée (78)

Annexe IV
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Identification biochimique par ’API 20F
» Principe

La galerie APl 20F Bio Mérieux (Appareillage et Procédé d’Identification) est un systéme
standardis¢ pour I’identification des Enterobacteriaceae et autres bacilles a Gram négatif non
fastidieux, comprenant 20 tests biochimiques miniaturisés, ainsi qu’une base de données. Elle
comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Les microtubes sont inoculés avec
une suspension bactérienne qui reconstitue les tests. Les réactions produites pendant la période
d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par I’addition de réactifs.

» Technique

7

« Préparation de la galerie

-Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ 5 ml d’eau distillée ou

déminéralisée dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide.
-Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite.
-Sortir la galerie de son emballage.

-Placer la boite dans la boite d’incubation.

++ Préparation de I’inoculum

-A partir d’une culture pure de 18 a 24 h sur milieu d’isolement approprié, racler a I’aide d’une
anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques. Dans le cas de
Streptococcus spp et d’Haemophilus spp utiliser un écouvillon pour prélever plus facilement

les colonies bactériennes.

-Bien décharger I’anse ou I’écouvillon dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%. Dans
le cas de Neisseria gonorrhoeae, décharger 1’anse dans 1 a 2 ml de tampon phosphate stérile a
pH 7,2.

-Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0,5 MF ou a

une D.O. de 0,08 4 0,10 lue a 625 nm. L’utilisation d’un densitomeétre est fortement souhaitable.

% Inoculation de la galerie

78



ANNEXES

-Introduire la suspension bactérienne dans les tubes de la galerie a 1’aide de la méme pipette
(pour éviter la formation de bulles au fond des tubes, poser la pointe de la pipette sur le c6té de

la cupule en inclinant légérement la boite d’incubation vers 1’avant).
-Pour les tests CIT, VP, GEL, remplir tubes et cupules.
-Pour les autres tests, remplir uniquement les tubes (et non les cupules).

-Pour créer une anaérobiose on remplit d’huile de paraffine les cupules des trois tests soulignés

(GLU, ADH, URE).

-Refermer la boite d’incubation.
-Incubation a 37°C pendant 18-24 heures.

+« Lecture de la galerie

-Apres I’incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de lecture

(mettre dans I’annexe) et I’identification est obtenue a I’aide d’un logiciel.
-Révéler les tests nécessitant 1’addition de réactifs :

o Test TDA : ajouter 1 goutte de réactif TDA une couleur marron-rougeétre indique une
réaction positive a noter sur la fiche de résultats.

o Test IND : ajouter 1 goutte de réactif JAMES une couleur rose différent dans la cupule
indique une réaction positive.

o Test VP : ajouter 1 goutte de réactifs VP1 et VP2, attendre au minimum 10 minutes, une

couleur rose ou rouge indique une réaction positive (78).

Annexe V
Test de sensibilité aux antibiotiques (Antibiogramme) (42)
» Milieu pour antibiogramme
- L’antibiogramme se fait sur milieu MH ou MH additionné au sang.
- 1l doit étre coulé en boftes de Pétri sur une épaisseur de 4 mm.

- Les géloses doivent étre séchées avant ’emploi.
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> Préparation de ’inoculum

A partir d’une culture pure de 18 a 24 h sur milieu d’isolement appropri€, racler a ’aide d’une
anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques. Dans le cas de
Streptococcus spp et d’Haemophilus spp utiliser un écouvillon pour prélever plus facilement

les colonies bactériennes.

Bien décharger I’anse ou I’écouvillon dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%. Dans
le cas de Neisseria gonorrhoeae, décharger ’anse dans 1 a 2 ml de tampon phosphate stérile a
pH 7,2.

Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0,5 MF ou a

une D.O. de 0,08 4 0,10 lue a 625 nm. L’utilisation d’un densitométre est fortement souhaitable.
» Ensemencement
- Tremper un écouvillon stérile dans I’inoculum ;

- L’essorer en le pressant fermement (et en le tournant) contre la paroi interne du tube, afin de

décharger au maximum ;
- Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries serrées ;

- Répéter I'opération 2 fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de faire
pivoter I’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la

périphérie de la gélose;

- Dans le cas ou I’on ensemence plusieurs boites de Petri, il faut recharger I’écouvillon a chaque

fois.
> Application des disques d’antibiotiques
11 est préférable de ne pas mettre plus de 6 disques d’antibiotique sur une boite de 90 mm.

Pour les bactéries exigeantes (Streptococcus spp., Neisseria gonorrhoeae, Neisseria

meningitidis, Haemophilus spp...), ne pas mettre plus de 4 disques par boite de 90 mm.

Presser chaque disque d’antibiotique a 1’aide de pinces bactériologiques stériles et ne pas

déplacer les disques apres application
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> Conditions d’incubation

Respecter la température, ’atmospheére et la durée d’incubation recommandées pour chaque
bactérie (L’incubation des boites pour Klebsiella pneumoniae est réalisée dans 1’étuve a 37°

pendant 18 & 24 heures.)

» Lecture
- Mesurer avec précision les diamétres des zones d’inhibition a I’aide d’un pied a coulisse.

- Pour les bactéries testées sur MH simple, les mesures seront prises en procédant par
transparence a travers le fond de la boite de Petri fermée.

- Pour les bactéries testées sur MH au sang, les mesures de diamétres de zones d’inhibition

seront prises, boite de Petri ouverte et bien éclairée.

- Comparer les résultats obtenus, aux valeurs critiques figurant dans les tables de lecture
correspondantes.

- Classer la bactérie dans 1’'une des catégories S(sensible), R(résistant) ou I(intermédiaire)
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Annexe VI

Tableau XXIII : La liste des antibiotiques a tester pour Entérobactéries dont Klebsiella
pneumoniae (42)

o Diameétres critiques CMI critiques (pug/ml)
Ant|b|ot,|ques Chqrges des (mm)

testes disques = | S R | S
Ampicilline 10pg <13 | 14-16| >17 >32 16 <8
Amoxicilline + 200009 | 13 | 14-17| 218 | 23216 | 1658 | <84
Ac.clavulanique
Céfazoline 30ug <19 | 20-22| >23 >8 4 <2
Cefoxitine 30ug <14 | 15-17| >18 >32 16 <8
Céfotaxime 30ug <22 | 23-25| >26 >4 2 <1
Céfazoline 30ug <14 | ----- >15 >32 | - <16
Aztréonam 30ug <17 | 18-20| >21 >16 8 <4
Imipénéme 10ug <19 | 20-22| >23 >4 2 <1
Méropenéme 10ug <19 | 20-22| >23 >4 2 <1
Ertapéneme 10ug <18 | 19-21| >22 >2 1 <0.5
Amikacine 30pug <14 | 15-16| >17 > 64 32 <16
Gentamicine 10pg <12 | 13-14 | >15 > 16 8 <4
Acide nalidixique 30ug <13 | 14-18| >19 >32 | - <16
Ciprofloxacine 5HUg <21 | 22-25| >26 >1 0.5 | <0.25
Chloramphénicol 30ug <12 | 13-17| >18 >32 16 <8
Colistine CMI | - | e | - >2 | - <2
Furanes 300pg <14 | 15-16| >17 | =128 64 <32
Fosfomycine 200ug <12 | 13-15| =16 | =256 | 128 <64
Triméthoprime + 1.25/
Sulfaméthoxazole 23.75ug <10 | 11151 216 | 24/76 |- <2738

Annexe VII

Technique E-test (42)

ETEST® permet de déterminer la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) d’un antibiotique,

d'un antifongique ou d'un antituberculeux.
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- Confirmer/détecter un phénotype de résistance spécifique
- Détecter des faibles niveaux de résistance
- Tester un antibiotique non utilisé en routine

- Confirmer un résultat d’antibiogramme (79)

» Préparation de I’inoculum

A partir d’une culture pure de 18 a 24 h sur milieu d’isolement approprié, racler a I’aide d’une
anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques. Dans le cas de
Streptococcus spp et d’Haemophilus spp utiliser un écouvillon pour prélever plus facilement
les colonies bactériennes.

Bien décharger I’anse ou I’écouvillon dans 5 4 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%. Dans
le cas de Neisseria gonorrhoeae, décharger I’anse dans 1 a 2 ml de tampon phosphate stérile a
pH 7,2.

Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0,5 MF ou a

une D.O. de 0,08 4 0,10 lue a 625 nm. L’utilisation d’un densitométre est fortement souhaitable.
» Ensemencement
- Tremper un écouvillon stérile dans I’inoculum ;

- L’essorer en le pressant fermement (et en le tournant) contre la paroi interne du tube, afin de

décharger au maximum ;
- Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries serrées ;

- Répéter I'opération 2 fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de faire
pivoter I’écouvillon sur lui-méme. Finir ’ensemencement en passant I’écouvillon sur la

périphérie de la gélose ;

- Dans le cas ou I’on ensemence plusieurs boites de Petri, il faut recharger 1’écouvillon a chaque

fois.

» Le dép6t de la bandelette E-test :
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- Prélever la bandelette a I’aide de pinces bactériologiques préalablement flambées au bec
bunsen ; le contact avec les pinces doit se faire au niveau de I’extrémité marquée E ou
non graduée ; a noter que I’utilisation d’un applicateur est reccommandée.

- Déposer la bandelette délicatement sur la surface gélosée, en commencant par
I’extrémité correspondante aux concentration les plus faibles de I’antibiotique teste puis
en progressant jusqu’aux concentration les plus élevées. Eviter la formation de bulles
d’air entre la gélose et la bandelette, une fois appliquée la bandelette ne peut étre
déplacée.

- Laisse la boite couvercle en haut pendant 15 mn au plus

- Incuber 16-18 H a 35°C

> Lecture et interprétation :

- La CMI de I’antibiotiques testé est lue a I’ceil nu, boite ouverte et bien éclairée.

- Elle correspond a la graduation, située a la jonction entre I’ellipse (dessinée par
I’inhibition de la culture bactérienne) et la bandelette E test.

- Contr6ler la qualité du test par la CMI de la souche de référence

- Lire ensuite la CMI de la souche bactérienne teste

- Comparer les résultats obtenus aux valeurs critiques figurant dans les tables de lecture
correspondantes

- Classer la bactérie dans 1’'une des catégories S, R ou 1.

Annexe VIII
VITEK®2Instrument automatisé pour ’identification et I’antibiogramme(80)

Entiérement automatisé, I’instrument permet de réaliser des tests d’identification et

d’antibiogramme rapides et précis.

VITEK® 2 utilise des cartes unitaires d’identification d’antibiogramme, de méme taille et de
méme format que les cartes a jouer. Prétes a I’emploi, les cartes
d’identification VITEK® 2 offrent une gamme élargie de tests disponibles. VITEK® 2 peut

fournir des résultats d’identification et d'antibiogramme en moins de 5 heures

e Réduction du temps de manipulation
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o Résultats le jour méme

e Sécurité optimisée de I'utilisateur grace aux systémes jetables scellés et a la réduction

des manipulations
o Tracabilité assurée grace aux codes-barres pré-appliqués
e Résultat en un coup d’ceil :
o Interface intuitive
o Accés aux résultats facilité grace aux multiples filtres
o Connexion bidirectionnelle avec le SIL

o Validation et transfert automatiques des résultats préliminaires
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Annexe IX

Tableau XXIV : Profile de résistance de Klebsiella pneumoniae aux antibiotiques pendant la
période allant du ler Janvier 2018 au 31 Décembre 2019.

o Nombre de | Nombres de Nombre
Code Antibiotiques souches §quches (R+1)%
testées résistantes

AMP Ampicilline 436 436 100%
AMC | Amoxicilline/Acide clavulanique 380 222 58,6%
ATM Aztréonam 158 94 59,5%
Cz0 Céfazoline 610 504 82,7%
FOX Cefoxitine 354 78 22,1%
CTX Cefotaxime 353 248 70,5%
IPM Imipenéme 275 33 12%
ETP Ertapeneme 196 11 6,1%
AMK Amikacine 431 38 9%
GEN Gentamicine 315 128 40,9%
NAL Acide nalidixique 262 112 43,1%
CIP Ciprofloxacine 444 168 38%
CHL Chloramphénicol 394 50 12,7%
CcoL Colistine 395 1 0,3%
NIT Nitrofurantoine 341 213 62,5%
FOS Fosfomycine 179 20 11,7%
SXT | Trimethoprime/Sulfamethoxazole 431 251 58,3%
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Annexe X

Tableau XXV : Profil de résistance de Klebsiella pneumoniae aux antibiotiques allant du ler
janvier 2016 au 31 Décembre 2017

o Nombre de | Nombres de Nombre
Code Antibiotiques souc,hes §quches (R+1)%
testées résistantes
AMP Ampicilline 508 508 100%
AMC | Amoxicilline/Acide clavulanique 520 396 76,3%
ATM Aztréonam 354 170 48,3%
Cz0 Céfazoline 601 513 85,4%
FOX Cefoxitine 288 40 14,2%
CTX Cefotaxime 562 328 58,5%
IPM Imipenéme 479 22 4,6%
ETP Ertapeneme 389 17 4,4%
AMK Amikacine 308 24 7,8%
GEN Gentamicine 379 152 40,3%
NAL Acide nalidixique 157 74 47,2%
CIP Ciprofloxacine 526 207 39,4%
CHL Chloramphénicol 33 9 30,3%
COoL Colistine 629 1 0,3%
NIT Nitrofurantoine 174 100 58%
FOS Fosfomycine 329 59 18%
SXT | Trimethoprime/Sulfamethoxazole 491 268 54,7%
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Annexe XI

Tableau XXVI : Comparaison du profil de résistance de Klebsiella pneumoniae aux
antibiotiques entre la période 2020-2021 au niveau de laboratoire de microbiologie de chu

T.O et le AARN 20éme rapport d’évaluation de janvier a décembre 2019.

2020-2021 AARN (2019)
Code Antibiotiques
Nombre R+1 (R+)% | Nombre R+l (R+1)%
Amoxicilline/
AMC ) ) 217 59 27,6% 1911 1146 59,97%
Acide clavulanique
ATM Aztréonam 123 61 49,9% 263 117 44,49%
CzO Céfazoline 291 220 75,9% 2152 1288 59,85%
FOX Céfoxitine 306 82 26,8% 1768 222 12,56%
CTX Céfotaxime 236 130 55,5% 2713 1400 51,60%
IPM Imipenéme 238 9 3,8% 1673 59 3,53%
ETP Ertapeneme 41 2 7,3% 743 33 4,44%
AMK Amikacine 319 14 4,7% 1939 109 5,62%
GEN Gentamicine 358 78 22% 1964 746 37,98%
NAL | Acide nalidixique 195 35 22,6% 1702 642 37,72%
CIP Ciprofloxacine 331 51 15,7% 1903 628 33%
CHL | Chloramphénicol 155 19 12,9% 271 39 14,39%
NIT Nitrofurantoine 213 101 47,8% 850 504 59,29%
FOS Fosfomycine 150 25 16,7% 900 125 13,89%
Trimethoprime/
SXT 315 144 46% 1736 1019 58,70%
Sulfamethoxazole

88




ANNEXES

Annexe XII

Tableau XXVII : Profil de résistance des souches de Klebsiella pneumoniae isolées durant la

période allant du ler Janvier 2020 au 31 Décembre 2021 selon I’origine de prélévements.

Hospitaliere Externes
Code |  Antibiotiques No(rjnebre Nombre | (R+I) No;nebre Nombre | (R+I)
souches (R+1) % souches (R+1) v
AMP Ampicilline 111 111 100% 41 38 100%
Amoxicilline/
AMC 145 41 28,3% 72 18 25%
Acide clavulanique
ATM Aztréonam 88 46 52,5% 35 15 42,86%
CzOo Céfazoline 199 159 79,9% 92 61 66,30%
FOX Céfoxitine 219 58 26,5% 87 24 27.59%
CTX Céfotaxime 165 107 64,9% 71 23 32,39%
IPM Imipeneme 159 6 3,8% 79 3 3,80%
ETP Ertapeneme 27 2 7,4% 14 0 0%
AMK Amikacine 225 13 5, 1% 94 1 1,06%
GEN Gentamicine 249 63 25,3% 109 15 13,76%
NAL | Acide nalidixique 126 28 22,2% 69 7 10,14%
CIP Ciprofloxacine 235 37 16,2% 96 14 14,58%
CHL | Chloramphénicol 112 15 13,4% 43 4 9,30%
COoL Colistine 193 0 0% 89 0 0%
NIT Nitrofurantoine 153 75 49% 60 26 43,33%
FOS Fosfomycine 103 16 15,5% 47 9 19,15%
Trimethoprime/
SXT Sulfamethoxazole 210 102 48,6% 105 42 40%
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RESUME

Klebsiella pneumoniae est une entérobactérie Gram négatif commensale de
I’organisme et considérée comme un agent pathogeéne responsable d’infections
variées telles que les infections respiratoires communautaires, d’infections
opportunistes chez des malades hospitalisés et surtout d’infections nosocomiales.
C’est une bactérie multirésistante par excellence par ’acquisition de nouveaux

mécanismes de résistance.

Cette étude a pour objectifs ’isolement des souches de Klebsiella pneumoniae,
I’évaluation et 1’étude de son profil de résistance aux antibiotiques et la
détermination des phénotypes de résistance aux antibiotiques via I’étude des

mécanismes de résistance.

Notre étude porte sur les résultats bactériologiques enregistrés sur les deux ans
2020-2021 et sur les 38 souches isolées pendant la période janvier — mars 2022.
La fréquence d’isolement est considérable pour cette espéce, avec un taux ¢leveé
dans les prélevements urinaires et les services les plus concernés étaient les
services d’urgences. On note une résistance importante a la majorité des
antibiotiques utilisés. 19 souches de klebsiella pneumoniae sont productrices de
beta-lactamase a spectre étendu (BLSE) soit 50% sont identifiées et 1 seule

souche productrice de carbapénemase qui correspond a 2,63%.

Il convient donc de souligner que I’émergence de ces bactéries multirésistantes
reste un probleme majeur de santé pouvant limiter les options du traitement de ce

type d’infections.

Enfin, des stratégies préventives doivent étre mise en place telles qu’une
surveillance réguliére des mécanismes de résistance et l'usage plus rationnel des
antibiotiques et une hygiene hospitaliere adéquate, surtout le lavage des mains

pour limiter la transmission principalement manuportée de K.p.



ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae is a Gram-negative enterobacteria commensal to the body
and considered as a pathogen responsible of various infections such as
community-acquired respiratory infections, opportunistic infections for
hospitalized patients and especially nosocomial infections. It is a multi-resistant

bacterium, particularly by the acquisition of new resistance mechanisms.

The objectives of this study are: the isolation of Klebsiella pneumoniae strains,
the evaluation, the study of antibiotic resistance profile and the determination of

antibiotic resistance phenotypes via the study of resistance mechanisms.

Our study focuses on bacteriological results recorded over the last two years
(2020-2021) and on the 38 strains isolated during the period between January -
March 2022. The frequency of isolation is considerable for this species, with a
high rate in urine samples and the services most concerned were the emergency
services. Significant resistance to the majority of antibiotics used was noted. 19
strains of klebsiella pneumoniae producing extended spectrum beta-lactamase
(ESBL), i.e. 50%, were identified and only 1 strain producing carbapenemase,

which corresponds to 2.63%.

It should be emphasized that the emergence of these multi-resistant bacteria
remains a major health problem that may limit the treatment options for this type

of infection.

Finally, preventive strategies must be put in place such as regular monitoring of
resistance mechanisms and more rational use of antibiotics and adequate

hospital hygiene, especially hand washing, to limit the transmission of K.p
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