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Glossaire

| mmunocompétent

C’est un organisme au systéme immunitaire normal.

I mmunosuppression

Dé&ficit immunitaire.

Morbidité

Nombre de personnes souffrant d’une maladie donnée pendant un temps donné, en

général une année, dans une population.

Mortalité

Nombre de déces rapporté dans une population pour un temps donné.

Prophylactique

Qui préserve lasanté de tout ce qui pourrait lui étre nuisible.
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Résumé
L’ hygiéne hospitaliere a pour but de prévenir la survenue des infections urinaires vu
qu’il ne sera jamais possible de réduire a zéro ce risque a I’hépital.

Les bacilles a Gram negatif fermentaires tel qu’Escherichia coli, une bactérie
pathogene, opportuniste, ubiquitaire et responsable d’infections nosocomiales occupent une

place importante.

La fréquence élevée de ce germe au niveau de I’hopital est due a sa multirésistance

aux antibiotiques et de sanon exigence aux conditions du milieu.

L es statistiques réalisees durant notre étude ont portée sur I’année 2015, montrent que

les souches d’Escherichia coli sont moins multirésistantes que celles d’autres Entérobactéries.

Mots-Clés: infections nosocomiales, infection de tractus urinaire, Escherichia cali,

antibiorésistance.

Abstract

Hospital hygiene in order to prevent the occurrence of NI for knowing itwill never

bepossible to reduce to zero the risk to the hospital.

The bacilli Gram-negative fermenters such as Escherichia coli is abacteria pathogen,
opportunistic, ubiquitous and responsible of nosocomial infections occupe an important place.

The high frequency of this organism at the hospital is due to its multiple antibiotic

resistance and its non requirement to environmental conditions.

The statistics made during our study that were given the years from 2015 show that
strains multiresistant Escherichia coli are less than those of other Enterobacteria.

Keywords. Nosocomial infection, urinary tract infection, Escherichia coli, antibiotic

resistance.
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Introduction générale

Le développement de la médecine moderne est associé actuellement a I’apparition
de nombreuses pathologies iatrogenes souvent liees a la difficulté d’améliorer simultanément
la qualité de toutes les procédures de soins, ce qui explique I’augmentation du taux d’infection
au niveau des hopitaux.

Les infections nosocomiaes (IN) constituent un important probleme de santé public
s’exprimant en termes de morbidité et de mortalité. Ces infections sont dues a la flore
hospitaliére qui est dominée par les bactéries Gram négatif (60%) parmi laguelle figure
Escherichia coli (PEBRET, 2003).

Le caractére nosocomia des infections a E. coli rend indispensable le suivi de la
diffusion des souches a I’hdpital. Cette bactérie est résistante a de nombreux agents
antimicrobiens (antibiotiques (ATB) et antiseptiques) ; elle se montre particulierement
virulente chez les patients aux défenses immunitaires altérées (VEDEL, 1999) et responsable

de divers infections notamment les infections du tractus urinaire.

Vue la gravité des infections nosocomiaes a E. coli dans les divers services hospitaliers
et leur impact sur les patients, nous sommes amenées durant notre étude pratique allant de
mars a juin 2015 au sein du laboratoire central de Biologie du I’EPH frere HADEBI de
Larbaa Nath Irathen &:

- Déterminer la place qu’occupe E. coli parmi les autres germes impliqués dans les

infections urinaires.

- Etudier le comportement d’E. coli vis-avis de certains ATB (souches de
I’année 2015).

N



Chapitre 1



Chapitre 1 Généralités sur les infections nosocomiales

1. Historique

Les infections hospitalieres existent depuis la création des hopitaux.

En XVIII® siécle, I’Ecossais John Pringle (1707-1782) réadlisait les premiéres
observations sur les « infections acquises a I’hépital » et introduisait de grandes réformes
sanitaires dans les hopitaux militaires.

En 1788, Tenon (1724-1816) se préoccupait dans ses Mémoires sur les hopitaux de
Paris des « fiévres des hopitaux » et il prénait pour les combattre, la mise en place de

mesures effectives d’hygiene hospitaliére (HY GIS, 1998).

Plus tard, en 1874 Louis Pasteur déclarait devant I’Académie des Sciences: « Si
j’avais I’honneur d’étre un chirurgien, jamais je n’introduirais dans le corps de I’lhomme un
instrument quelconque sans I’avoir fait passer dans I’eau bouillante ou mieux encore dans la
flamme ». Il faut dire ici que les propos ne furent pas entendus, comme il I’aurait souhaité,

par les chirurgiens de I’époque.

Il aura fallu le drame du sang contaminé, en France, pour que les établissements de
santé publics et privés (ceux participant au service public hospitalier) soient tenus
réglementairement, en 1988, de constituer un Comité de Lutte contre les Infections
Nosocomiales (CLIN).

En 2003, Jean-Francois Mattei a proposé, dans ce cadre, qu’il faudrait « inciter tous les
établissements a mieux connaitre leurs taux d’infection pour améliorer leur pratique et a
mieux diffuser I’information dans le cadre de contrats de transparence, y compris avec les
usages » (ELLENBERG, 2005).

2. Définition de I’infection nosocomiale

Dérivé du grec NOSOKOMEONE qui veut dire « Hopital », I’infection urinaire est
une infection contractée dans un établissement de soin, absente lors de I’admission du
patient ; elle peut concerner le malade en cours de I’hospitalisation ou le personnel soignant
du fait de son activité. Un délai d’au moins 48 heures apres I’admission (ou un delai supérieur
a la période d’incubation lorsque celle-ci est connue) est communément acceptée pour separer

une infection d’acquisition d’une infection urinaire (VEY SSIER et al., 1998).
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Chapitre 1 Généralités sur les infections nosocomiales

L’étiologie de ces infections est attribuée a de tres nombreux micro-organismes,
incluant les champignons, les parasites, les virus et les bactéries. Cependant, ces dernieres
sont a I’origine de prés de 90% de cesinfections (BILLIARD et al., 2008).

Les infections urinaires sont nombreuses et polymorphes, tant par leur localisation que

par leur gravité. Elles représentent en particulier la principal e cause de morbidité en chirurgie.

Parmi les différents types d’infections urinaires, outre les infections urinaires (en
géné&ral 40% des infections urinaires), les pneumonies (20%), les infections des plaies
opératoires (IPO) (15%), les infections sur cathéters intraveineux (15%), on retrouve les
bactériémies primaires (5-10%) et d’autres types d’infections (5%) (PEBRET, 2003).

Pour développer une infection urinaire, il faut que trois é éments soient réunis :

- Un agent infectieux ;
- Un mode de transmission ;

- Un sujet réceptif.

3. Epidémiologie desinfections nosocomiales

Les infections urinaires sont reconnues comme un probléme majeur de santé public de
par leur fréquence, leur codt, leur gravité. Le risque de contracter une infection a I’hdpital est
de 7%. Ce chiffre varie en fonction du service dont lequel 1a personne hospitalisée se trouve.
Il peut en effet atteindre 30% dans un service comme laréanimation (PEBRET, 2003).

Aux Etats-Unis le taux global d’infections urinaires est au tour de 5% ; le projet
National Nosocomial Infection Surveillance Sudy (NNIS) a permis de connaitre la répartition
du taux d’infections urinaires dans ce pays, ainsi on note par ordre de fréquence que
I’infection de tractus urinaire représente 40% des cas suivie des pneumopathies 20%, les

infections du site opératoire (1SO) 17% et lesinfections sur cathéters est de 5%.

En Europe, la prévaence des infections urinaires varie de 6.1% a 12.1% (ASTAGNEU
et BRUCKER, 1999).

En Algérie SOUKEHAL et al. (1998), ont effectué une surveillance des infections
urinaires dans le CHU de Béni Messous ; sur 222 malades hospitalisés, 80 infections urinaires

pour 46 malades infectés ont été retrouvés, soit une incidence 20.7% + 5.43%.
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4. Physiopathologie de I’infection nosocomiale

Tout sujet entrant & I’hdpital est porteur des flores commensales ou pathologiques qui
constituent sa parasitocénose. Au cours de son séjour a I’hdpital ses flores vont changer
recevant des apports d’autres patients, du personnel soignant ou de I’environnement

hospitalier.

En dehors de toute infection, I’hospitalisation suffit a modifier I’environnement
microbien immédiat du malade que constituent ses flores cutanées, digestives, respiratoires...
Lui-méme apporte ses germes pathogenes ou non, les disséminent autour de lui et participe a
la biocénose microbienne hospitaliére, dont il est un membre actif (PEBRET, 2003).

4.1.0rigines des infections nosocomiales

Toute personne ou tout matériel qui franchit les portes d’un service de soin induit

a I’introduction des germes.

Ainsi, quand le patient est infecté par ces propres germes, a la faveur d’un acte invasif
et/ou en raison d’une fragilité particuliere, cela lui provoque une infection dite
endogéne.Cette derniére est a I’origine de la majorité des infections hospitaliere. Ceci,
contrairement a I’infection exogéne qui est associée a la colonisation, éventuellement suivie
d’infection du patient par des bactéries extérieures, provenant d’autres malades ou de
I’environnement. (CICCOTT]I, 2007).

4.2.M écanismes et voies de transmission
Il existe quatre grands modes de transmission :
4.2.1. Auto-infection

Le malade s’infecte avec ses propres germes qui sont ceux de la peau, des mugueuses,
du tractus digestif, etc... Les portes d’entrée de ces germes sont les |ésions des mugueuses,

les |ésions cutanées (plaies, bralures, maladie de la peau) (CICCOTTI, 2007).
4.2.2. Hééro-infection

Dans ce cas, le germe responsable de I’infection souvent manuportée par le personnel
soignant intervenant aupres de plusieurs patients, disséminant ainsi les germes d’une personne
a une autre. Ces infections sont dites « croisées ». C’est le mode de contamination le plus

fréqguemment retrouvé lors d’épidémies (HYGIS, 1998).

N
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4.2.3. Xéno-infection

Ce mode de transmission est peu a part, dans ce cas les agents pathogenes sont
transmis par des personnes venant de I’extérieur (personnel soignant, visiteurs, sous-traitants)
et présentant eux-mémes une pathologie infectieuse, déclarée ou en cours d’incubation. Ce
mode de transmission n’est cependant pas a négliger, car il peut étre dévastateur pour les
patients particuliéerement fragiles (CICCOTTI, 2007).

4.2.4. Exo-infection

Cette forme étiol ogique survient suite a des erreurs techniques qui mettent en contact le
malade et les germes pathogeénes, alors que toutes les précautions sont censés étre prises pour
lesen protéger ; une stérilisation inefficace, une ventilation stérile défectueuse, une eau
polluée, peuvent en étre lacause (LAVERAN, 1998).

5. Fréquence desinfections nosocomiales

Lafréquence desinfections varie selon :
- Le type des soins prodigués (plus élevée dans les services de soins intensifs, de
réanimation) ;
- La durée de I’hospitalisation (plus elevée dans les services de long sgour et de
rééducation fonctionnelle en raison de la presence d’escarres, de sondes vésicales a
demeure, qui les favorisent) ;
- La vulnérabilité des sujets (maladies aigués graves, organisme fragilisé par le grand age
ou I’enfance, un cancer, I’alcoolisme chronique, I’immunosuppression liée au sida, aux
chimiothérapies anticancéreuses ou aux greffes d’organes) (PEBRET, 2003).

6. Facteursderisgue desinfections nosocomiales

Les facteurs de risque des infections urinaires sont multiples et en constante évolution.
Aujourd’hui, I’hopital soigne des malades de plus en plus fragiles, exécute des actes
chirurgicaux de plus en plus hardis et utilise des techniques de soins de plus en plus lourdes et

invasives qui sont autant de portes d’entrée a I’infection (ABBASSI et al., 2006).

N
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Le risque infectieux est en fonction de plusieurs facteurs dont on évoquera les plus

prépondérants :
- Manque d’hygiéne ;
- Mobilité et entassement des patients ;
- La pression thérapeutique exercée par les antibiotiques ;

-Les interventions chirurgicales : utilisation de corps étrangers (cathéters intraveineux,
greffes...) ;

- Brdlures et autres traumatismes ;

- Facteurs liés a I’h6te : &ge (nouveaux nés, prématurés, vieillards), obésité, malnutrition
(ABBASSI et al., 2006).

- Facteurs métaboliques : diabéte, insuffisance rénale ;

- La concentration importante des germes en milieu hospitalier ;

- Lavirulence des micro-organismes;;

- La durée de I’hospitalisation ;

- Letraitement par des immunosuppresseurs, corticoides, antibiotiques ;

-La présence de patients contaminés ou infectés par un germe nosocomia (CICCOTTI,
2007).

]
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1. Définition

Le terme « infection urinaire », désigne un groupe hétérogene de situations qui ont
comme caractéristique commune la présence de bactéries en quantité significative dans
les urines. C’est I’agression d’un tissu par un ou plusieurs micro-organismes, géenérant une

réponse inflammatoire, des signes et symptémes de nature et d’intensité variables selon le

terrain.
Elle associe au moins un des signes ou symptomes suivants :
-Unefievre (> 38°C), pollakiurie, brllures mictionnelles oudouleur lombaire ;

-Une uroculture positive clest-a-dire : une bactériurie supérieure ou égale a 10° germes/m
associée a une leucocyturie d’au moins 10* leucocytes/ml (FOXMAN et al., 2001).

2. Classification desinfectionsdu tractusurinaire
On classe lesinfections du tractus urinaire selon leur locaisation :

2.1.Infection urinaire basse
2.1.1. Cysdtite

La cydtite touche environ 5% des femmes en période d’activité génitale, mais aussi
chez les femmes ménopausées. Dans la cystite aigue de la femme, on rencontre E. coli dans
80 & 90% des cas, Proteus mirabilis dans 10% des cas, on peut rencontrer mais plus rarement
Citrobacter et Klebsiella (BRUYERE et al., 2008).

2.1.2. Prostatite

L’infection urinaire chez I’homme est liée dans plus de 90% des cas a une cause sous-
jacente dont la prostatite est I’une des plus fréquentes. Les bactéries rencontrées peuvent étre :
Colibacille, Proteus, Klebseilla, Saphylocoque doré. (BRUY ERE et al., 2010).

2.2.Infection urinaire haute
2.2.1. Pyéonéphrite

C’est une inflammation du parenchyme rénal et des cavités excreétrices, initiée par un
agent microbien, en généra : on trouve E. coli, Proteus et rarement Staphylocoque doré. Il y’a
apparition chez le sujet infecté des anticorps sériques et sécrétoires dirigés contre le germe
responsable de I’infection (BRUY ERE et al., 2009).
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2.2.2. Tuberculoseurinaire

C’est une maladie touchant au début un seul rein. Chez I’homme, elle se manifeste
avec des douleurs testiculaires épididymites, rarement avec une atteinte prostatique ; chez la
femme, elle se manifeste avec I’endométrite et des douleurs pelviennes diffuses (BOILLOT,
2003).

3. Germesrencontrésdanslesinfectionsdu tractusurinaire

La flore hospitaliere est composée de germes présents dans I’environnement (sol,
objets, eau...), de ceux apportés par les patients, le personnel soignant et les visiteurs ; chez
qui, ils peuvent provenir de la flore cutanée, respiratoire ou digestive (LE HEURT et al.,
1998).

Ces germes, qui peuvent étre des commensaux, des parasites et éventuellement des
pathogenes, subissent des pressions thérapeutiques ou prophylactiques qui vont les remanier
et leur donner une spécificité propre a I’environnement hospitalier (LE MINOR et VERON,
1989).

Statistiquement, les germes les plus qualifiés des infections du tractus urinaire sont les
Entérobactéries multirésistantes (Proteus, Klebsiella...), Escherichia coli (qui est I’objectif de

notre étude), ainsi que d’autres Gram™ (S aureus...).

Les virus et les champignons peuvent aussi étre a I’origine des infections du tractus
urinaire, cependant ces infections sont moins nombreuses que celles causées par les bactéries
(CICCOTTI, 2007).

4. Pénétration du milieu urinaire par la bactérie
Pour pénétrer I’arbre urinaire, la bactérie peut emprunter trois voies :
- lavoie ascendante ;
- lavoie hématogene ;
- lavoie lymphatique.
4.1.Voie ascendante
C’est la voie de pénétration la plus fréquente. Le germe colonise successivement les

régions périnéaes, vulvo-vaginales, urétrales et remontent a la vessie, aboutissant au haut

appareil urinaire.
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La longueur de I’urétre masculin et les sécréetions prostatiques acides douées d’un
pouvoir bactéricide protége les hommes des infections du tractus urinaire, alors que la
brieveté anatomique de I’uretre féminin explique au moins en partie la prédominance des
infections du tractus urinaire chez lafemme (CHAMPETIER et al., 1998).

4.2.V oie hématogeéne

Elle est rare. C’est I’ensemencement « primitif » de la vessie par la voie sanguine, Le
germe présent dans le sang lors d’état de septicémie ou de bactériémie colonisantle rein lors
de la filtration glomérulaire. E. coli est moins fréquent de la voie hématogene, (HANNE-
DOUCHE,2000).

4.3.Voie lymphatique

C’est une voie controversée pour E. coli. La présence des voies pathogénes lympha
tiques possibles entre le colon et le rein est suggérée par les faits expérimentaux. Cependant, il
n’existe pas de preuves experimentales formelles. (BAMBA MAMADOUEet al., 2003).

5. Facteurs favorisants I’infection urinaire

La prolifération de la bactérie au sein du milieu urinaire est favorisée par divers

facteurs.
5.1. Age et sexe

Chez I'nomme, I’apparition des maladies de la prostate favorise la stase urinaire
et donc la prolifération des bactéries. Chez la femme, I’anatomie du petit bassin (la proximité
de I’anus, du vagin et la brieveté de I’urétre) est un facteur favorisant. De plus, certaines
périodes de la vie comme la ménopause ou la grossesse, par modification du statut hormonal
(MARIANI-KURKDJAN, 2004).

5.2.Facteursliésalabactérie elle-méme

Il s’agit d’un phénoméne d’adhérence bactérienne qui intervient dans la colonisation
des muqueuses aussi bien par les germes pathogenes que par |es saprophytes. Cette adhérence
peut étre non spécifique c’est-a-dire provoquée par des interactions hydrophobes et/ou

électrostatiques.

Quand elle est specifique, elle dépend des récepteurs de surface situés sur les cellules
urothéliales et les facteurs spécifiques a chaque bactérie (MARIANI-KURKDJIAN, 2004).

N
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5.3.Facteursliésau terrain
> Diabete: laglycosurie est un milieu favorable ala culture de labactérie ;
» Vidllard : du fait de la baisse des mécanismes immunitaires de défense liée a I’age
avance;

» Grossesse : Constitue un obstacle urinaire du fait de la compression qu’elle entraine.

Par ailleurs, au cours de cette période, on note une augmentation du pH au-dessus de
5, ce qui favorise la prolifération de la bactérie.

» Immunodépression : Liée a la corticothérapie, au VIH, aux cancers et/ou traitements
immunosuppresseurs, augmente la fréquence et la gravite de I’infection urinaire ;
(DWYER et al., 2002).

6. Lesfacteursde défense de I’hdte

6.1.Anatomie de I’appareil urinaire

L’appareil urinaire est divisé en deux. Il comprend en effet le bas appareil, composé
de I'uretre et de la vessie, et le haut appareil urinaire, composé des uretéres et des reins.

L’uretre est le premier obstacle a I’invasion des bactéries.

Sa longueur plus grande chez I’homme, explique aussi la moindre fréquence des

infections urinaires dans le sexe masculin

De plus, le systeme anti-reflux entre le rein et la vessie, limite la progression des
bactéries vers le haut appareil et donc le risque de pyé onéphrite (HANNEDOUCHE, 2000).

6.2.L esfacteurs physicochimiques
L’activité antimicrobienne des urines est liée a plusieurs facteurs :

Le pH acide des urines et la concentration en urée ; ou par la sécrétion d’anticorps ; aussi que
chez I’homme, le liquide prostatique posséde également un pouvoir bactériostatique
(MARIANI-KURKDJIAN, 2004).

6.3.La composante mécanique

Une diurése fréguente et une vidange vésicale compléte aident a lutter contre les

infections urinaires en éliminant les bactéries dans le flux urinaire (CARON, 2003).
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1. Introduction

Découverte en 1885 par Théodore Escherich, Escherichia coli est une entérobactérie
retrouvée en abondance dans la flore commensale humaine, en particulier dans le tube digestif
de I’homme qu’elle colonise des les premieres heures de la naissance. Elle constitue I’ espéece

dominante de laflore aérobie anaéro-tolérante. (AHOY O et al., 2007).

E. coli est aussi a I’origine d’infections communautaires et hospitaliéres. C’est I’un des
germes le plus fréguent des infections néonatales (QUINET et al., 2010), et en particulier les
meéningites ou les septicémies néonatales. Ce colibacille se présente sous forme de batonnet.
(VERHAEGEN. 2004).

Elle est une cause fréguente de bactériémie (MELZER et PETERSEN, 2007). Elle
provoque 40% a 50% de toutes les infections nosocomiales. (VERHAEGEN, 2004).
L’infection urinaire est considérée comme une infection grave chez le nouveau-né, Le germe
le plus fréquemment en cause est I’E. coli (60 %) (ATMANI et al., 2007).

2. Généralités
E. coli autrement connu sous le nom de colibacille a éé chois comme modée

bactérien dans le cadre de notre éude.

Le genre Escherichia appartient a la famille des Enterobacteriaceae qui regroupe des
espéces fréquemment isolées du tube digestif. Cette famille regroupe des bacilles droits
a Gram négatif, non acido-résistants, mesurant de 0, 3um a 1,0 um de diamétre sur 2,0 um
a 6,0 um de long. Non sporul€, non encapsulé, il possede une ciliature péritriche pour I’espece
mobile. 1l est chimio-organotrophe, aéro-anaérobie facultatif, et possede a la fois un

métabolisme respiratoire et fermentatif.

En effet, |'ancienneté de sa découverte et sa culture aisée division cellulaire toutes les

20 minutes a 37 °C dans un milieu riche.

Ce colibacille est capable de croitre sur des milieux ordinaires a base de peptone
ou d'extraits de viande et non halophile (JOLY et REYNAUD, 2002).

3. Habitat

E. coli est une entérobactérie faisant partie de la flore commensale de I'hnomme et des
animaux a sang chaud. Cet organisme colonise généralement le tractus gastro-intestinal

infantile de maniere asymptomatique dans les premieres heures de la vie et représente par la

o
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suite prés de 80% de la flore colique anaérobie facultative humaine (VERNOZY et
MONTET,2001).

Le germe se trouve dans les matiéres fécales. De 13, il se répand dans la nature : sol
et eaux. Sa présence dans le milieu environnant signe toujours une contamination fécale
(PEIFFER ,2008).

4. Taxonomie

Selon BERGEY et al. (1974) de 95™ édition du BERGEY’S Manual of determinative

bacteriology, E. coli est classeé comme suit :

Taxonomie d’E. coli
Régne : Bacteria

Embranchement : Procaryotae

Division : Proteobacteria
Classe : Gammaproteobacteria

Ordre : Enterobacteriales

Famille : Enterobacteriaceae

Genre : Escherichia

Espéece: coli
5. Caractéresstructuraux

La paroi bactérienne d’E. coli est typique des bactéries a Gram négatif, composée

d’une grande variété de molécules aux fonctions multiples (figure 1).
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Figurel: La paroi d’E. coli (LAVIGNE et al., 2007).

La paroi du colibacille est mince par rapport a celle d’une bactérie Gram positif ; elle
a une structure stratifiée plus complexe. En plus de la couche fine de peptidoglycane
adjacente a la membrane plasmique et qui ne constitue que 5% a 10% du poids de la paroi ;
cette paroi est constituée de trois structures polymériques externes ou reliées au
peptidoglycane, on distingue :

La membrane externe: qui est constituée d’une bicouche phospholipidique épaisse
d’environ 7 a 8 nanometre ou s’inserent de nombreuses protéines intrinseques telles que les
porines (OmpF et OmpC) qui permettent le passage de petits solutés et de molécules
hydrophiles, la lipoprotéine de Braun qui est plus abondante attachée par des liaisons
covalentes au peptidoglycane et enfouie dans la membrane externe par son extrémité
hydrophobe (AVRIL et al., 2000).

La membrane externe est formée aussi du lipopolysaccharide (LPS) qui a un role
antigénique et qui est également appelé endotoxine du fait qu’il est fortement lié a la surface
cellulaire et n’est libéré qu’apres la lyse de la cellule. 1l est constitué du lipide A du

polysaccharide qui est lui-méme composé du core 0 et de lachaine latérale.

L’espace périplasmique : cet espace est compris entre les deux membranes (externe et
interne), c’est un espace de stockage d’enzymes et de nutriments participants a la synthése des
protéines (CHOMARAT et al., 2004). 1l contient une couche mince de peptidoglycane qui
confere une rigidité a la paroi d’E. coli ainsi que lalipoprotéine de Braun qui permet de relier

la membrane externe ala couche fine du peptidoglycane.
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La membrane plasmique: contient de nombreux complexes protéiques d’une
importante vitale pour I’E. coli (comme I’ATP synthase) qui ont des roles prépondérants
dans le métabolisme bactérien (AVRIL et al., 2000).

6. Principaux caracteresbactériologiques

LesE. coli ont une morphologie habituellement typique, sous forme de bacilles a Gram
négatif de 2 a3 um de long sur 0,5 um de large, généralement polymorphes. Ils possedent des
caractéres biochimiques particuliers permettant de le différencier des autres especes
(GRINIONT, 1987). Les principaux caracteres sont: absence de production d'oxydase,
absence d'uréase, fermentation du lactose, production dindole, absence de croissance sur
le citrate et pas de production de H>S (MINOR et RICHARD, 1993).

La plupart des souches d'E. coli se multiplient rapidement (18 a 24 h) sur les milieux
habituels. Les colonies ont en moyenne 2 mm de diametre, elles sont rondes, plates et a bords

réguliers.

Ce sont des bactéries mésophiles : latempérature optimale de croissance est de 37°C et
le potentiel d’Hydrogéne (pH) optimal est de 7,2 - 7,4. La limite de croissance inférieure se
situe aux environsde 7°C (HANES et NONTYPHOID, 2003).

7. Pouvoir pathogene

E. coli est une espéece bactérienne trés diverse. Elle regroupe des souches commensales
de I'intestin de I'homme et des animaux, des souches responsables de pathologies intestinales

et des souches impliguées dans plusieurs infections extra-intestinal es importantes de I'homme.

Il est le plus fréguemment impliqué dans les infections urinaires acquises en ville
(NEUZILLET et al.,, 2012). Il est également responsable dinfections nosocomiales,
notamment des infections des plaies chirurgicales et des bactériémies (ALAIN et BERNARD,
2002).

8. Pathogénie d’Escherichia coli

La pathogénie d’E. coli est liée a la production de nombreux facteurs de virulence
membranaires et extracelulaires et qui sont des molécules qui lui permettent de survivre, de
coloniser et de se multiplier dans différents microenvironnements, ainsi que I’envahissement
des tissus de I’hote (Figure 2) (KADRI et al., 2010).
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Figure 2 : Facteurs de virulence d’Escherichia coli

(HOLZAPFEL et al., 1998).

8.1.Facteursde virulence membranaire

Parmi les facteurs membranaires, on cite le flagelle, le facteur d’adhésion (pili de type
P), le lipopolysaccharide (LPS) et la porine Omp F, et I’OmpC.

Leflagelle: E. coli dispose d’une dizaine de flagellesqui tournent comme une helice de
bateau ce qui assure la motilité bactérienne (KADRI et al., 2010). La flagelline est la
principale protéine constitutive du flagelle, elle joue un réle important dans I’induction de la
réponse inflammatoire de I’hdte (SZABO, 2003). Le flagelle s’agrandit par I’addition de
sous-unités de flagelline a I’extrémité la plus éloignée du corps cellulaire. Ces sous-unités
diffusent a travers le domaine creux du flagelle, atteignant ainsi son extrémité. Le flagelle
bactérien se compose de trois parties : le filament, le crochet, et le corps basal (Figure 3).

Les pili : Escherichia coli possede des pili qui sont impliqués dans la motilité
bactérienne. Les pili de type P (figure 4), par leurs propriétés rétractiles, permettant a E. coli
d’envahir les surfaces hydratées et de coloniser rapidement le tubule rénal. Le pilus facilite
auss I’adhésion bactérienne aux cellules urothéliales du tractus urinaire en se liant au
mono-mannose glycosphingolipides et globoseries qui sont indispensables a la virulence
d’E. coli (XIANG-QI MU, 2006).
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Figure 3 : Structure et assemblage d’un flagelle d’Escherichia coli

(JARRELL et MCBRIDE, 2008).
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Figure 4 : Structure du Pilus de type P d’Escherichia coli
(XIANG-QI MU et ESTHER BULLITT, 2006).
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Le LPS: c’est un composant essentiel de la paroi bactérienne d’E. coli. Il est constitué

de deux parties (Figure 5) :

Lipide A: c’est un polymére glycophospholipidigue composé d’unités
disaccharidiques de glucosamine reliées entre elles par des ponts pyrophosphates auxquelles
sont rattachés de longues chaines d’acides gras. Il permet I’ancrage de la structure dans la
membrane externe et posséde des propriétés toxiques correspondant a I’endotoxine des
bactéries Gram négatif responsable d’une stimulation excessive du systéme immunitaire

pouvant provoguer un choc septique et conduire alamort (GILGENKRANTZ, 2005).

Le polysaccharide : il est composé d’un core oligosaccharidique et de la chaine latérale
polysaccharidique qui porte I’antigéne-O. La variabilité de ce dernier est responsable de la

spécificité antigénique O au sein d’une méme espece bactérienne.

+«——N-Ag
+——Rhamnose
—
Antigéne 0 \‘ 0 Glucose

Noyau interne Rha-N-Ag tétrasaccharide

Lipide A
Sous-unités de I'antigéne 0

Figure5: Structuredu LPS
(GILGENKRANTZ, 2005).

Les protéines Omp F et Omp C:

Les porines OmpF et OmpC triméres de la membrane d’E. coli. Sont les protéines
B-baril ayant des canaux étroits qui traversent chague monomere qui excluent les molécules
> 600 Dalton (Da) ; tandis que la médiation de la diffusion passive de nutriments et de petits
meétabolites atravers la membrane externe. La protéine soluble (> 6 kDa) est délivrée atravers
lalumiére de ces porines (COWAN et al., 1995).
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Apres laliaison au récepteur de lavitamine B12 dans Escherichia coli a haute affinité,
la bactériocine ColE9 recrute OmpF ou OmpC utilisant un domaine de translocation
intrinséquement non structurées pour délivrer un épitope vers le périplasme ou elle déclenche
I'entrée de la toxine. Les deux partagent les OBS méme site de liaison sur OmpF et que la

colicine doit abriter, au moins un d'entre eux, pour une activité antibiotique.

Enfin, la structure du complexe OmpF-OBS1 qui montre la colicine liée dans la
[umiére couvrant la porine de la membrane bicouche (HOUSDEN et al., 2010).

8.2.Facteursde virulence sécr étés

8.2.1. Facteursdevirulence sécrétésviale systéme de séerétion detypellll (T3SS)

E. coli utilise un systéme de sécrétion de type Il qui est un déterminant majeur de la
virulence et permet a la bactérie d’injecter ses toxines directement dans la cellule hote. Les
protéines secrétées via le systéme de sécrétion de type Il (ains que via le systeme de
sécrétion de type | sont transloquées a travers les deux membranes de I’enveloppe cellulaire

en une seule étape sans intermédiaire périplasmique (Figure 6) (BURKINSHAW et al., 2015).

Ce systeme de secrétion provogue des infections aigues et nécessite le contact des pili

bactériens alacellule épithéliale pour étre activée.

I Host Cytoplasm

Hest Cell Membrans

Needle

Ouler Membirane

Inner Membrane

Exporl Gale

ATFPase

Figure 6 : Systéme de sécrétion de type 111
(BURKINSHAW et al., 2015).
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9. Génome d’Escherichia coli

Le génome d’E. coli K- 12 a été complétement séquencé en 1997. Ce génome englobe
4,6 millions de paires de bases codant environ 4 200 protéines. Il contient 466 potentiels
cardes de lecture ouverts, dont 187(40%) ont déja été signalés, 105(23%) sont homologues
a d'autres genes connus, 103(22%) sont identiques a génes hypothétiques. Ses propriétés de
mobilité, son implication dans le métabolisme par différents systémes, son pourcentage élevé
de genes régulateurs ainsi que la multitude de ses systémes de transport conférent a E. coli
une grande variabilité. Seuls 30 génes, dont les fonctions sont impliquées dans la biosynthése

des polysaccharides comme les composants de membranes externes.

Un nombre important de genes d’E. coli sont impliqués dans la régulation et les
fonctions métaboliques. Cette diversité lui confére la capacité d’utiliser comme source de
carbone un grand nombre de composés organiques et de se maintenir dans de nombreuses
niches écologiques (BLATTNER et al., 1997).

Ec11-9990
Ec11-9941

Ec12-0465
Ec11-9450
Ec09-7901
Ec04-8351

Figure7 : Le génome d’Escherichia coli
(BLATTNER et al., 1997).
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Le genome d’E. coli est divisé en arcs représentant |a sequence du chromosome et les
trois plasmides de I'isolat de référence TY 2482. L'anneau extérieur montre les coordonnées de
ségquences de référence, avec les régions jaunes-ombragées représentant les échafaudages

plasmidiques.

Les prophages sont indiqués dans les boites de couleur (code de couleur correspond
acelle de lafigure 7), ainsi les ARNr sont en vert clair. Les protéines intrinséquement non
structurées (PINS) sont identifiées comme les tiques rouges et jaunes, avec un codage

représentant rouge et jaune non codante (HAY ASHI et al., 2006).

|
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1. Définition des antibiotiques

En 1994 WAKSMAN définit les antibiotiqgues comme « toute substance chimique
produite par un micro-organisme, champignon ou bactérie pouvant inhiber la croissance ou
détruire d’autres micro-organismes » (in JOLY, 1989). Cette définition est aujourd’hui trop
restrictive et doit étre abandonnée car des antibiotiques peuvent étre obtenus par synthese ou
par hémi-synthése. Un antibiotique est donc actuellement défini comme une substance,
d’origine biologique ou synthétique agissant spécifiquement sur une étape essentielle du
métabolisme des bactéries (SINGLETON, 2005).

2. Etudedesantibiotiquesin vitro

2.1.L a concentration minimaleinhibitrice (CM1)

C’est la plus faible concentration d’ATB pour laquelle il n’y a pas de croissance visible
apres 18 heures de culture a 37°C. La CMI peut étre influencée par la taille de I’inoculum
bactérien, I’état du milieu (solide ou liquide) et son pH (MOUTON et al, 2000).

2.2.La concentration minimale bactéricide (CMB)

Elle est définie comme étant la plus faible concentration d’ATB permettant une
réduction de nombre de survivants de la population d’une souche bactérienne au moins égale
a 100 survivants/ ml sur 1.000.000 de bactéries ensemenceées /ml, c’est-a-dire 1 survivant sur
10.000 bactéries de I’inoculum aprés 18 heures de culture a 37°C de cette souche en présence
d’ATB (COHEN et JACQUOT, 2008).

Lorsqu’un ATB a une CMB proche de la CMI, on dit qu’il est bactéricide et lorsque la
CMB est beaucoup plus élevée que la CMI on dit qu’il est bactériostatique (COHEN et
JACQUOT, 2008).

3. Classification des antibiotiques selon le site d’action (figure 8)
3.1.Lesantibiotiques agissant sur la paroi bactérienne

3.1.1. Les B-lactamines

Ce sont des inhibiteurs efficaces de la synthése de la paroi des cellules en croissance
(SINGLETON, 2005). Un dispositif important de la synthése de la paroi cellulaire est I’action
de la transpeptidase qui a comme role la formation de la liaison entre deux chaines de
peptidoglycane. Du fait que ces transpeptidases sont capables de se fixer alapénicilline, elles
sont appelées PLP et elles perdent leur activité catalytique. En outre, le complexe PLP-

pénicilline stimule la production d’autolysines qui digérent la paroi cellulaire, cela améne
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la lyse de la cellule due a la différence de pression osmotique entre I’intérieur et I’extérieur de
la bactérie (MADIGAN et MATINKO, 2007), ce qui signifie que ces ATB sont bactéricides
(MOUTON et al, 2000). Les B-lactamines sont inhibées par I’acide clavulanique qui est un
inhibiteur puissant et irréversible, ce qui, a fait qu’on emploi en association avec des

pénicillines classiques telle que I’amoxicilline (PATRICK, 2003).
3.1.2. Autresantibiotiquesagissant sur la paroi bactérienne

Il existe d’autres ATB qui agissent sur la synthése du peptidoglycane tels que les
glycopeptides (la vancomycine) qui se fixe de maniéré non covalente sur la partie D-Ala-D-
Ala terminale des peptides impliqués dans la phase de polymérisation du peptidoglycane.
De cefait, la polymeérisation est inhibée (LOUM, 2005).

3.2.Lesantibiotiques agissant sur la membrane cytoplasmique

Les polymixines de la famille des polypeptides, sont formeés de dix acides aminés. Ce
sont des ATB qui ont un effet bactéricide ; ils agissent grace a leur combinaison avec les
lipopolyssaccharides et les phospholipides en désorganisant ainsi |a structure de la membrane
et de fait, I’augmentation de la perméabilité de la membrane cytoplasmique. Les Iésions
produites occasionnent des modifications morphologiques telles que la formation des
vésicules au niveau de la membrane externe des bactéries Gram négatif. La membrane
cytoplasmique est ensuite atteinte, ce qui entraine la sortie des constituants intracellulaires et
éclatement de la cellule bactérienne (SINGLETON, 2005).

3.3.Lesantibiotiques agissant sur les acides nucléiques

3.3.1. Lesquinolones

Elles ont une structure générale dérivant de I’acide di-hydro 1,4 oxo-4-quinoléne
carboxylique (YALA et MERAD, 2001). Leurs cibles incluent la sous unité A de la gyrase et
la topoisomérase N. Leur liaison a la gyrase inhibe I’activité normale de I’enzyme et de la
réplication de I’ADN (SINGLETON, 2005).

3.3.2. Lesrifamycines

Elles sont constituées d’un noyau macrocycle et d’un cycle aromatique. Ces ATB se
lient a la sous unité B de I’ARN polymérase ADN dépendant et inhibent I’initiation de la
transcription (YALA et MERAD, 2001).
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3.4.Lesantibiotiques agissant sur la synthése protéique

3.4.1. Lesaminosides

Ils sont constitués d’un enchainement de sucres aminés reliés entre eux par des ponts
osidiques (COHEN et JACQUOT, 2008).

Les aminosides se fixent sur I’ARN ribosomal 16S constituant de la sous-unité 30S,
ce qui induit a un changement morphologique de I’ensemble du ribosome et atération de
toutes lesétapes de la synthése protéique normale (initiation, éongation, terminaison). Ils
occasionnent de nombreuses erreurs de lecture du code génétique provoquant ainsi
I’incorporation d’acides aminés qui ne correspondent pas a I’information des codons de
I’ARNm. Certains aminosides peuvent se fixer sur plusieurs sites du ribosome (CHOMARAT
et al, 2004) et sont donc des ATB bactéricides (MOUTON et al, 2000).

3.4.2. Lestétracyclines

Ces ATB possedent un squelette commun : quatre cycles hexagonaux accolés pour
former un tétra cycle (KEZZAL, 1993). IIs inhibent la synthese des protéines en se liant aux
ribosomes et en inhibant la fixation des aminoacyl-ARNt au site ribosomique A (BRY SKIER,
1997), ce sont des ATB bactériostatiques (MOUTON et al, 2000).

3.4.3. Lesmacrolides

La molécule est faite d’un grand anneau lactone substitué par un ou plusieurs sucres
aminés. Un macrolide important tel que I’érythromycine qui est constitué d’un anneau de 14
atomes liés a de cladinose et a la desosamine (SINGLETON, 2005). lls inhibent la
trandocation et bloguent le transfert des acides aminés sur la chaine peptidique
(CHOMARAT et al, 2004), ce sont des ATB bactériostatiques (MOUTON et al, 2000).

3.4.4. Leschloramphénicols

Sa mol écule comporte un noyau nitrobenzéne et deux atomes de chlore. On distingue
le chloramphénicol et le thiamphénicol (KEZZAL, 1993). Ils inhibent la peptidyltransférase
et empéchent la liaison normale de I’aminoacyl-ARNt au site ribosomique A. Ceci a pour
conséguence une inhibition de la synthése des protéines (SINGLETON, 2005), ce qui les
classe dans les ATB bactériostatiques (MOUTON et al, 2000).
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(1) Inhibition de la synthese (2) Inhibition de la synthase
de la paroi bactérienne de la membrane cytoplasmique
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@ Autres mécanismes

Figure8: Les différents modes d’actions des antibiotiques sur les bactéries.
(CHOPRA et al., 2008).
4. Définition delarésistance

Un micro-organisme est dit résistant lorsqu’il est capable de se développer en présence
d’un taux d’ATB significativement plus élevé que celui qui inhibe le développement de la
majorité des autres souches de |la méme espéce (JONES, 2001).

5. Basesgénétiquesdelarésistance

La résistance bactérienne aun ATB est d’origine génétique. Les genes de résistance se
trouvent soit dans le chromosome (résistance chromosomique), soit dans un éléément mobile,
comme les plasmides, les ééments transposables ou les intégrons (résistance extra-
chromosomique) (CARLE, 2009).

5.1.Résistance naturelle

Elle fait partie du patrimoine génétique habituel de I’espéce, elle est donc présente chez
toutes les souches appartenant ala méme espéce et contribue a définir le spectre antibactérien
(YAMASHITA et al, 2000).

5.2.Résistance acquise

Elle est due a une modification du capital génétique de la souche qui est normalement
sensible & un ATB mais par la suite est devenue résistante. Cette modification résulte d’une
mutation chromosomique ou bien de I’acquisition de matériel génétique exogene soit par
conjugaison, transduction, transformation, ou bien par des transposons ou intégrons
(PATRICK, 2003).

=
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5.3.Lamultirésistance

La multirésistance aux ATB résulte en général de I’association de différents
mécanismes de résistance. Ce phénomene peut étre inné ou acquis dans une bactérie.

5.3.1. Lamultirésistance naturelle

La multirésistance d’E. coli est liée en grande partie a la trés faible perméabilité de sa
paroi, a la production d’une céphalosporinase inductible, aux phénomeénes d’efflux actifs et
enfin a la mauvaise affinité de la cible (ADN gyrase). Lorsgue ces mécanismes agissent en
synergie, ils conferent une résistance aux [-lactamines, aux chloramphénicols cycliques
et aux quinolones (JARLIER et al., 1996).

5.3.2. Lamultirésistance acquise

La multirésistance acquise s’exprime chez les souches portant un plasmide. Il est
fréquent d’observer des mécanismes de résistance acquise avec des supports génétiques
différents réunis dans la méme souche comme c’est le cas d’E. coli qui présente une
résistance aux aminosides (type plasmidique), aux sulfamides et a I’imipenéme (par mutation)
(JARLIER et al., 1996).

6. Mécanismes généraux delarésistance

Il y’a quatre mécanismes qui permettent a E. coli de résister aux ATB.

6.1.Défaut d’affinité

Aprés la penétration cellulaire de I’ATB, il existe une étape de reconnaissance de la
cible. C’est a ce niveau qu’intervient ce type de résistance. Il s’agit soit d’une résistance
naturelle avec la mauvaise afinité de certains ATB pour les cibles, soit d’une résistance
acquise avec modification des cibles et perte d’affinité des ATB pour ces cibles (GAUDY et
BUXERAUD, 2005). A titre d’exemple, on citera la modification des PLP qui sont des
enzymes qui catalysent I’étape finale de la biosynthése du peptidoglycane et qui sont les
cibles des 3-lactamines (LOZNIEWSKI et RABAUD, 2010).

6.2.Modification enzymatique

Pour que I’ATB soit actif, il doit arriver intact a sa cible (GAUDY et BUXERAUD,
2005). L’inactivation se traduit par la perte d’affinit¢é de I’ATB pour sa cible; cette
inactivation peut étre extracellulaire (les pénicillines et le chloramphénicol sont inactivés dans

le milieu de culture par les enzymes sécrétées hors de la bactérie ; par contre les aminosides

=
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sont inactives dans le cytoplasme de la bactérie par des enzymes qui demeurent
intracellulaires comme c’est le cas d’E. coli (BEJOT, 2011).

6.3.Phénomeéne d’imperméabilité membranaire

Les ATB qui agissent sur les bactéries Gram négatif doivent au moins franchir la
membrane externe. Cette bicouche lipidique est peu perméable aux molécules hydrophiles et
non perméable aux molécules hydrophobes telles que la pénicilline G, les macrolides et les
glycopeptides (GAUDY et BUXERAUD, 2005).

La résistance acquise a I’imipenéme retrouvée chez E. coli est liée a une diminution
de la perméabilité par une déficience au niveau de la proténe de la paroi (OmpC) (BINGEN,
2010). L’expression de cette résistance est accompagnée d’une production élevée d’une
céphalosporinase (JARLIER et al., 1996).

6.4.Résistance par efflux

Le systeme d’efflux est un mécanisme de transport actif membranaire lié a la synthese
des protéines transmembranaires. || a un role clé dans la physiologie bactérienne par la
préservation de I’équilibre physicochimique du milieu intracellulaire en s’opposant a
I’accumulation de substances naturelles ou synthétiques toxiques dans le cytoplasme de la
bactérie (CATTOIR, 2009).

Lorsque ce phénomeéne d’efflux actif s’exprime chez les souches d’E. coli, il confére
un failble niveau de résistance a la norfloxacine, aux chloramphénicols, et aux
B-lactamines (TEY SSON et al., 1995).

7. Comportement d’Escherichia coli vis-a-vis des antibiotiques
7.1.Comportement d’Escherichia coli vis-a-vis des -lactamines
Phénotype sauvage

E. coli produit naturellement une céphalosporinase (AmpC) synthétisée a un niveau
relativement faible. La résistance chez E. coli peut étre associée a I’acquisition d’un gene
AmpC transférable sur un plasmide ou autres éléments transférables (porteur de promoteur
fort) (MAMMERI et al., 2008). Les céphaosporinases plasmidiques retrouvées chez
E. coli sont de type CMY 2, CMY-8b (SINGTOHIN et al., 2010). Il résiste naturellement aux
pénicillines G et M, aux aminopénicillines, aux céphalosporines de 1¥¢ et 2% génération

ainsi a certains céphal osporines de 3%™ génération (JEHL et al, 2003).
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Phénotypesrésistants

Les différents phénotypes qui existent pour E. coli sont résumés dans le tableau |1 et 2.
7.2.Comportement d’Escherichia coli vis-a-vis des aminosides

E. coli est naturellement résistant a la gentamicine et a la streptomycine gréce a son
imperméabilité membranaire. Les phénotypes sont générés dans la grande majorité des cas par
les enzymes de modification et sont conditionnés par leur spécificité de substrat. Les trois
classes d'enzymes modificatrices des aminosides sont impliquées. La distribution de ces

enzymes est globalement trés spécifique en fonction des bactéries a Gram positif et des
bactéries a Gram négatif (LAMBERT et al., 2006).

Phénotyperésistants
D’aprés JEHL (2003), larésistance est acquise chez E. coli suitea:

La production d’enzymes de modification des aminosides (AAC, ANT, APH), ou
a une absorption réduite ou diminution de la perméabilité cellulaire (résistance non

enzymatique), et a I’association des deux mécanismes précédents (voir tableau I1).

7.3.Comportement d’Escherichia coli vis-a-vis des fluor oquinolones

E. coli presente une résistance a I’égard des quinolones anciennes. Cependant, il reste

toujours sensible aux nouvelles quinolones telles que la ciprofloxacine, la pefloxacine et
I’ofloxacine (CHOMARAT et al., 2004).

La résistance acquise peut survenir selon trois mécanismes :

La modification de I’affinité de la cible ; les troubles de la perméabilité ; ainsi que I’efflux

actif.
7.4.Comportement d’Escherichia coli vis-a-vis des autres antibiotiques

Larésistance a la fosfomycine est de plus en plus fréquente ; elle est en effet constatée
chez 70% a 80% des souches. Cette résistance est liée a des mutations qui affectent les
mécanismes de transport actif (PHILLIPPON et GUILLAUME, 1998).

L’imperméabilité des E. coli quand elle est associée avec les phénomeénes d’efflux
actif, conférant une résistance aux tétracyclines et aux chloramphénicols (CHOMARAT et al.,
2004).
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Tableau | 1: les phénotypes de résistance d’E. coli aux -lactamines

(JEHL et al., 2003).

Antibiotiques Phénotype sauvage PBN PHN

Amino Pénicilline S R R

Amino Pénicilline +|S S I/R

IBL

Carboxy Peénicilline S R R

CSPI S I I/R

CSPII S S SR
CSPIII S S S

CSPI1Il +IBL S S S
Céphamycines S S S

PBN :pénicillinase bas niveau ;
PHN : pénicillinase haut niveau.
Tableau | 2: les phénotypes de résistance d’E. coli aux [-lactamines

(JEHL et al., 2003).

Antibiotiques CSPnase TRI BLSE CHN
Amino Pénicilline R R R R
Amino Pénicilline+IBL | R R R R
Carboxy Peénicilline S R R R
CSPI R S R R
CSPII S S R R
CSPIII S S R R
CSPI1Il +IBL S S S R

S S R S

CSP alarge spectre

TRI : TEM résistantes aux inhibiteurs ;
BL SE : B-lactamase a spectre largi ;

CHN : Carbapénemase haut niveau.
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Tableau I1: les principaux mécanismes de résistance d’E. coli aux aminosides

(JEHL et al., 2003).

M écanismes Aminoglycosides concernés
AAC(3).l Gm;
AAC(3).VI Gm, TM ;
ANT (4).11 Akn, TM, Isp;
AAC(3).IV Gm, TM, Net ;
ANT (2").1 Gm, TM ;
AAC (6).1 Akn, Net, TM ;
AAC(3).1I Gm, Net, TM ;
Non enzymatique + AAC (6°).1 Gm, Akn, Net, TM, Isp.

Gm : gentamicine ; Akn : amikacine ; Net : nétilmicine; TM : tobramycine ;

I'sp : Isépamycine.
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Matériel et méthodes

Notre étude pratique réalisée au niveau du laboratoire central de Biologie du I’EPH de
Larbaa Nath Irathen, durant une période de 4 mois allant de mars a Juin 2015, a consisté :

- Isoler 14 souches d’E. coli a partir de prélevements des urines de malades
hospitalisés (de Mars ajuin 2015) ;
- déterminer les profils de résistance aux antibiotiques d'une collection de souches
d'E. coli hospitaliéres.
1. Matérie
Nous avons eu a utiliser le matériel habituellement employé dans un laboratoire de
Microbiologie (Voire annexe N° 1)
2. Méhodes
Le protocole suivi pour I’isolement et I’identification de I’E. coli est décrit comme
suit.

2.1.Prédévement desurines

Le prélevement urinaire est un temps essentiel de I’ECBU. Il doit s’effectuer
avec beaucoup de soin car il conditionne la qualit¢ de [I’analyse et son résultat.
Habituellement, les urines sont recueillies de préférence le matin ou apres avoir s§ourné au

moins 3 heures dans lavessie.

En cas de prise d’antibiotiques, il faut attendre 3 jours aprés I’arrét du traitement.

Apres avoir lavé les mains au savon, on fait une toilette soigneuse avec une lingette
pour usage intime. On ouvre le pot en posant le couvercle avec la canule vers le haut ; on
élimine le premier jet, puis on recueille les urines directement dans le pot.

Le prélévement est amené le plus t6t possible au laboratoire sinon conservé a +4°C
sans dépasser 4 heures. Une fois le prélévement urinaire arrivé au laboratoire, on

procéde a un ensemble de manipulation.

N
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2.2.Etude macroscopique:

Elle est effectuée des la réception des échantillons urinaires. On notera la couleur des
urines et surtout I’aspect turbidimétrique. Ains une urine claire est considérée d’aspect
normal ; par contre une urine légérement trouble est considérée d’aspect anormal. On notera
également apres centrifugation des urines, pendant 3 minutes a 2000 tours/min, I’importance

du culot qui peut étre nul, faible ou important.

Cet examen va étre complété par la détermination du pH urinaire. Elle se fait sur
papier pH dont la gamme s’échelonne de 1 a 10. Au contact des urines, la couleur du papier
sera modifiée et indiquera ains la valeur du pH. Les urines seront dites acides, neutres ou
alcalines.

2.3.Etude microscopique

Les examens microscopiques des prélevements d’urines peuvent fournir des
informations trés précieuses pour le diagnostic et le traitement d’une infection. Dans tous les

cas, ils orientent le diagnostic, le choix des milieux de culture et les conditions d’incubation.
2.3.1. Etatfrais

C’est un examen microscopique direct qui permet d’évaluer qualitativement et
guantitativement la réaction inflammatoire (polynucléaires, les hématies, les cellules
épithéliales), ainsi que la présence d’une flore microbienne responsable de I’infection, et sa
mobilité.

A partir de I’urine préalablement centrifugée, on dépose une goutte de la suspension

entre lame et lamelle, puis on observe au grossissement 400.
Lecture

La présence des polynucléaires nous renseigne sur la présence d’une réaction immunitaire qui

est un signe d’une infection.

2.3.2. LaColoration de Gram

La coloration de Gram doit son nom au bactériologiste Danois Hans Christian Gram
en 1884. Elle permet d’identifier et de classer les bactéries en Gram positif (qui apparaissent
en violet) et en Gram négatif (qui apparaissent en rose) (MINOR et RICHARD, 1993).

N
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Elle est basée sur les propriétés de la paroi bactérienne (structure et composition
chimique) qui distinguent les bactéries Gram positif dotées d’une simple paroi avec une
couche épaisse de peptidoglycane, qui ont la capacité de retenir un complexe de violet de
Gentiane-iode lorsqu’elles sont soumises a une action décolorante rapide de I’alcool,
contrairement aux bactéries Gram negatif composees d’une fine couche de peptidoglycane et
d’une membrane externe qui ne retiennent pas le colorant et peuvent étre contre-colorées

ensuite avec un autre colorant de couleur différente (lafuchsine).
Préparation du frottis :

Prélevement : a partir de la culture pure, on met une suspension sur une lame de verre
préalablement dégraissee, puis on étale notre souche bactérienne en une couche mince et
homogeéne;

Séchage : on séche le frottis par passage au-dessus de la flamme du bec bunsen ;
Fixation : on fixe lefrottis par la chaeur par passage 3 a4 fois dans|a flamme.
Pour réaliser ensuite la coloration de Gram, on suit le protocol e suivant :

On recouvre le frottis fixé et refroidi de violet de Gentiane et on le laisse agir une minute puis
on rejette le colorant ; on recouvre avec du Lugol (fixateur), le laisser agir une minute; la
lame est ensuite tenue inclinée pour étre décolorée a I’alcool. La durée de la décoloration est
variable selon I’épaisseur du frottis (généralement 30sec) ; on rince a I’eau du robinet ; on
recouvre la lame de fuchsine diluée a 1/10 ; on laisse agir pendant une minute, puis on rince

a I’eau du robinet et on la seche ; ensuite on observe al’immersion au grossissement 1000.
Lecture

Apparition de la couleur violette, cela signifie que c’est une bactérie a Gram positif, ou
apparition de la couleur rose signifie une bactérie a Gram négatif.

2.4.Diagnostic bactériologique

Le diagnostic bactériologique est un ensemble de moyens permettant de confirmer
telle ou telle étiologie infectieuse d'origine bactérienne. Ces moyens diagnostiques sont variés
et caractérisent par la mise en évidence de la bactérie elle-méme, donc finalement de sa
culture ou de son isolement qui permettra l'identification ainsi que de préciser sa sensibilité

aux antibiotiques.

=



Partie pratique Matériel et méthodes

2.4.1. |solement

L’isolement d’E. coli se fait par ensemencement sur différents milieux : gélose
nutritive (GN), gélose au sang cuit (GSC), gélose au sang frais (CSF), milieu Hektoen, et

milieu au pourpre de Bromocrésol (BCP).

Les boites contenant les milieux solides sont ensemencées par la méthode des

guadrants puis incubées a 37°C pendant 24 heures.
2.4.2. ldentification

L’identification permet en premier lieu de reconnaitre les colonies d’E. coli selon leurs
caractéristiques morphologiques et culturales, puis on procede a des tests biochimiques qui

seront réalisés sur une galerie APl 20E.
2.4.2.1.Tests biochimiques

L aspect microscopique et les caractéristiqgues des colonies ne suffisent pas pour
identifier de facon précise les bacteries. Il faut rechercher d’autres caracteres, principalement
les caractéres biochimiques ou métaboliques. Lorsgue le germe est obtenu en culture pure, on
le réensemence sur divers milieux d’identification qui permettent d’étudier son équipement

enzymatique.
Dans notre étude, |es tests biochimiques ont été réalises sur une galerie API 20E.

Cette derniére permet de mettre en évidence plusieurs caractéres tels que: I’ADH,
urée, ONPG, H.S, indole, gélatine, production de gaz ainsi que la fermentation des glucides

(glucose, arabinose, mannose...) (figure 9).

On prépare une suspension mere en prélevant a I’aide d’une pipette Pasteur stérile
guelques colonies bien isolées d’E. coli a partir d’une boite de Pétri positive ; puis on
ensemence dans un tube a visse stérile contenant de I’eau physiologique stérile.

La suspension bactérienne bien homogéenéisée doit présenter une opacité équivaente
a0,5Mac Ferland (MF).

Une réaction positive se traduit par un virage de la couleur du milieu ou par la présence d’un
trouble soit spontanément apres incubation, ou apres addition d’un ou de plusieurs réactifs. La
lecture des réactions se fait a I’aide du tableau de lecture (voir annexe N°6) et I’identification

est obtenue a I’aide d’un catalogue analytique ou d’un logiciel d’identification.
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Figure 9: Une galerie API 20E avant ensemencement.
Recherche de I’oxydase

Ce test consiste en la mise en évidence d’une enzyme appelée : oxydase qui a la
propriété de catalyser la réaction d’oxydo-réduction par le transfert d’électrons sur la chaine
de cytochrome vers un accepteur final qui est I’oxygene de I’air (germe aéro-anaérobie). On
dit qu’une bactérie est oxydase positive si un fragment de culture est capable d’oxyder la
forme réduite de dérivés N-méthyles du paraphénylénediamine en semi-quinone (de couleur
violette).

La recherche de I’oxydase est un test fondamental pour orienter I’identification du
coccobacille. Le chlorhydrate ou le N-diméthylparaphényléne diamine (PDA) est utilisé
comme réactif, généralement imprégnés sur des disques (disques oxydases). Un de ces
disques est placé sur une lame et une colonie est déposée avec une pipette Pasteur.

S’il n’y a pas apparition d’une couleur violette au bout de 30 secondes, la bactérie est
oxydase négative et ne possede pas la cytochrome oxydase. Dans le cas contraire, elle sera

positive.
Recherchedela catalase

Ce test permet la recherche d’une enzyme appelée la catalase qui empéche

I’accumulation d’H20» dans |a cellule bactérienne, et qui lui serait |étale.

Elle se fait en déposant une goutte d’H2>O- sur une lame et on y’est associe directement

une adeux colonies prélevées d’un milieu solide (prélever a partir de la gélose nutritive).

2H20, » 2HO0+ O2

S’il y’a dégagement immédiat de bulles gazeuses (effervescence) cela signifie que la bactérie
est catalase positive. Dans le cas contraire, €lle sera négative.
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Recherche de la 3-galactosidase

Le test ortho-nitro-phényl-galactoside (ONPG) consiste a rechercher la présence de
B-galactosidase. On utilise comme substrat, non pas le lactose, mais un autre
B-galactoside: |'ortho-nitro-phényl-galactoside qui présente I'avantage d'ére hydrolysé en un
produit coloré (I'orthonitrophénol: ONP). Ceci est possible car |aB-galactosidase n'est pas

spécifigue du lactose, mais des 3-gal actosides.

S’il y’a apparition de I'ONP de couleur jaune, issu de la dégradation de 'ONPG, cela
met en évidence la présence de lap-galactosidase, qui signifie que la bactérie possede la

B-galactosidase. Dans |e cas contraire, elle sera négative.
Recherche de I’ADH, LDC, ODC : Test de Moeller

Les décarboxylases bactériennes sont des enzymes qui catalysent les réactions
de décarboxylation des acides aminés, elles sont mises en évidence gréce aux produits acalins

formés (amines) détectés al'aide d'un indicateur de pH.

La lecture de l'alcalinisation nécessite une anaérobiose relative (utilisation d'huile de
vaseline).

S’il y’a virage du BCP au jaune signifie : I’acidification due alafermentation du glucose pour
I’activité des décarboxylases et pour visualiser une éventuelle alcalinisation et que la bactérie
est de LDC+ ou ODC+ ou ADH+. Dans le cas contraire, elle seranégative.

PS:

Pour réaliser ce test, on doit obligatoirement confirmer la souche testée dégrade le

glucose.

Dans le cas contraire, le test est réalisé en gjoutant stérilement dans le milieu un sucre

simple que la souche atester peut dégrader.

Utilisation de citrate

Ce milieu permet de mettre en évidence I'utilisation du citrate comme seule source de
carbone et d'énergie. Ce caractére est intéressant pour discriminer les bactéries entre-elles et
ains delesidentifier.
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S’il y’a virage au bleu du Bleu de bromothymol qui traduit par I’alcalinisation liée a
["utilisation du citrate comme seule source d’énergie et de carbone, cela signifie que la
bactérie est citrate positif. Dans |e cas contraire, €lle sera négative.

Recherche d’hydrogéne sulfuré (H29)

Ce test permet la dégradation des acides aminés soufrés qui se traduit par la libération
d’H>S aprés incubation & 37°C pendant 24h.

S’il y’a apparition des taches noires de sulfure ferreux, cela signifie que la bactérie est de H>S

positif. Dans le cas contraire, elle sera négative.
Recherche de I’urée

Ce test consiste en la mise en évidence d’une activité enzymatique en cultivant la
souche en présence d’urée, de glucose, et du rouge de phénol qui est jaune au pH 6,8 et rouge
aga.

S’il y’a libération d’ammoniac qui fait virer I’indicateur de pH au rouge, cela signifie que la

bactérie est urée positif. Dans le cas contraire, elle sera négative.
Recherche du tryptophane désaminase (TDA)

La recherche de la TDA permet la mise en évidence de I’acide indolpyruvique en
ajoutant aprés incubation une goutte de révélateur qui est I’acide chlorhydrique et une goutte

de perchlorure de fer.

S’il y’a obtention d'un précipité brun foncé, cela signifie que la bactérie est de TDA positive.

Dans le cas contraire, €lle sera négative.
Recherche de I’indole

Ce test permet de mettre en évidence la présence de I’indole qui est issu de I’hydrolyse
du tryptophane qui est caractérisé par le réactif de Kovacs apres incubation a 37°C pendant
24h.

S’il y’a présence de I’indole, il se manifeste par I’apparition d’un anneau rouge en surface,

celasignifie que la bactérie est de indole positif. Dans le cas contraire, €lle sera négative.
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Test de Voges-Proskauer (VP)

Ce test détecte la présence d’acétoine ou d’acétylméthylcarbinol et de diacétyl qui
résulte de la fermentation butanediolique du glucose. Le milieu est un bouillon de culture
auquel 0,6 ml d’une solution alcoolique d’a-naphtol, puis 0,2 ml d’une solution a 40%
d’hydroxyde de potassium sont gjoutés. La coloration est vérifiée aprés 15 et 30 minutes.

L’acétoine est oxydée en diacétyl qui réagit avec I’a-naphtol pour donner une coloration

rouge dans e cas ou la bactérie est de VP positif. Dans le cas contraire, €lle sera négative.
Hydrolyse dela gélatine

Ce test consiste en lamise en évidence de I’hydrolyse de la protéine qui est lagélatine
en polypeptides. L’attaque de la gélatine se traduit par la libération des particules de charbon
apres incubation a 37°C pendant 24h.

S’il y’a apparition des particules de charbon, cela signifie que la bactérie est de gélatinase

positive. Dans |e cas contraire, elle sera négative.
Utilisation de glucose

Ce test permet la mise en évidence de la fermentation de I’hydrate de carbone
(glucose) en tant que source de carbone et d’énergie.Le milieu est un bouillon de culture
auquel 0,5-1,0% de glucose est gjouté. L’indicateur de pH, le rouge de phénol est rouge a pH

neutre, mais vire au jaune a pH inférieur a6,8.

S’il y’a changement de couleur du rouge au jaune, cela signifie que la bactérie fermente le
glucose avec production d’acides organiques et le pH du milieu va baisser. Dans le cas
contraire, elle sera négative.

Utilisation de mannose

Ce test permet la mise en évidence de la fermentation de I’hydrate de carbone
(mannose) en tant que source de carbone et d’énergie. Le milieu est un bouillon de culture
auquel 0,5-1,0% de mannose est gjouté. L’indicateur de pH, e rouge de phénol est rouge a pH

neutre, mais vire au jaune a pH inférieur a6,8.

S’il y’a changement de couleur du rouge au jaune, cela signifie que la bactérie fermente le
mannose avec production d’acides organiques et le pH du milieu va baisser. Dans le cas
contraire, elle sera négative.
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Utilisation d’inositole

Ce test permet la mise en évidence de la fermentation de I’hydrate de carbone
(inositol) en tant que source de carbone et d’énergie. Le milieu est un bouillon de culture
auquel 0,5-1,0% d’inositol est ajouté. L’indicateur de pH, le rouge de phénol est rouge a pH

neutre, mais vire au jaune a pH inférieur a6,8.

S’il y’a changement de couleur du rouge au jaune, cela signifie que la bactérie fermente
I’inositol avec production d’acides organiques et le pH du milieu va baisser. Dans le cas
contraire, elle sera négative.

Utilisation de sorbitol

Ce test permet la mise en évidence de la fermentation de I’hydrate de carbone
(sorbitol) en tant que source de carbone et de I’énergie. Le milieu est un bouillon de culture
auquel 0,5-1,0% de sorbitol est gjouté. L’indicateur de pH, le rouge de phénol est rouge a pH

neutre, mais vire au jaune a pH inférieur a6,8.

S’il y’a changement de couleur du rouge au jaune, cela signifie que la bactérie fermente le
sorbitol avec production d’acides organiques et le pH du milieu va baisser. Dans le cas
contraire, elle sera négative.

Utilisation de rhamnose

Ce test permet la mise en évidence de la fermentation de I’hydrate de carbone
(rhamnose) en tant que source de carbone et d’énergie. Le milieu est un bouillon de culture
auquel 0,5-1,0% de rhamnose est gjouté. L’indicateur de pH, le rouge de phénol est rouge

apH neutre, maisvire au jaune a pH inférieur a 6,8.

S’il y’a changement de couleur du rouge au jaune, cela signifie que la bactérie fermente le
rhamnose avec production d’acides organiques et le pH du milieu va baisser. Dans le cas

contraire, elle sera négative.
Utilisation de sacchar ose

Ce test permet la mise en évidence de la fermentation de I’hydrate de carbone
(saccharose) en tant que source de carbone et de I’énergie. Le milieu est un bouillon de
culture auquel 0,5-1,0% de saccharose est ajouté. L’indicateur de pH, le rouge de phénol est

rouge a pH neutre, mais vire au jaune apH inférieur 46,8.
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S’il y’a changement de couleur du rouge au jaune, cela signifie que la bactérie fermente le
saccharose avec production d’acides organiques et le pH du milieu va baisser. Dans le cas
contraire, elle sera négative.

Utilisation de melibiose

Ce test permet la mise en évidence de la fermentation de I’hydrate de carbone
(melibiose) en tant que source de carbone et de I’énergie. Le milieu est un bouillon de culture
auquel 0,5-1,0% de melibiose est gjouté. L’indicateur de pH, le rouge de phénol est rouge
apH neutre, maisvire au jaune a pH inférieur a6,8.

S’il y’a changement de couleur du rouge au jaune, cela signifie que la bactérie fermente le
melibiose avec production d’acides organiques et le pH du milieu va baisser. Dans le cas
contraire, elle sera négative.

Recherche de I’amygdaline

Ce test permet la mise en évidence de la fermentation de I’hydrate de carbone
(amygdaline) en tant que source de carbone et de I’énergie. Le milieu est un bouillon de
culture auquel 0,5-1,0% de I’amygdaline est gouté. L’indicateur de pH, le rouge de phénol est
rouge a pH neutre, mais vire au jaune apH inférieur 4 6,8.

S’il y’a changement de couleur du rouge au jaune, cela signifie que la bactérie fermente
I’amygdaline avec production d’acides organiques et le pH du milieu va baisser. Dans le cas
contraire, elle sera négative.

Utilisation de I’arabinose

Ce test permet la mise en évidence de la fermentation de I’hydrate de carbone
(arabinose) en tant que source de carbone et de I’énergie. Le milieu est un bouillon de culture
auquel 0,5-1,0% de I’arabinose est gjouté. L’indicateur de pH, le rouge de phénol est rouge
apH neutre, maisvire au jaune a pH inférieur a6,8.

S’il y’a changement de couleur du rouge au jaune, cela signifie que la bactérie fermente le
glucose avec production d’acides organiques et le pH du milieu va baisser. Dans le cas
contraire, elle sera négative.
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2.5.Antibiogramme par diffusion sur milieu solide

L’intérét clinique d’un antibiogramme est de dresser un relevé des caracteres de
sensibilité ou de résistance du germe a étudier. Il a pour but de déterminer la CMI d’une
souche bactérienne ainsi que de constituer une carte d’identité du germe permettant le choix

de I’antibiotique le plus actif.

Milieu pour I’antibiogramme : On utilise le Mueller Hinton qui doit étre coulé en boites de
Pétri sur une épaisseur de 4mm et la gélose doit étre séchée avant emploi.

Préparation de I’inoculum : la préparation de I’inoculum se fait comme suit :

A partir d’une culture pure de 18 a 24 heures sur milieu d’isolement approprié, on préeve
a I’aide d’une anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques
d’E. coli, puis on décharge bien I’anse dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9% ; on
homogénéise la suspension bactérienne, jusqu’a ce que son opacité soit équivaente a 0,5 MF
ou aune DO de 0,08 20,10 a 625 nm.

Ensemencement :

On trempe un écouvillon stérile dans I’inoculum puis on essore en |e pressant fermement et en
le tournant contre la paroi interne du tube, afin de décharger au maximum; on frotte
I’écouvillon sur la totalité de la surface gelosée, séche, de haut en bas, en stries serrées, puis
on répete I’opération 3 fois en tournant la boite de 60° & chaque fois sans oublier de faire
pivoter I’écouvillon sur lui-méme. On finissant I’ensemencement en passant I’écouvillon sur

la périphérie de la gélose.

Remarque: dans le cas ou I’on ensemence plusieurs boites de Pétri, il faut on recharge

I’écouvillon a chaque fois.
Application des disques d’antibiotiques :

On presse chaque disque d’antibiotique a I’aide d’une pince bactériologique stérile et
on ne déplace pas | es disques apres application.

Il est préférable qu’on ne mettre pas plus de 6 disques d’antibiotiques sur une boite de
Pétri de 90 mm.
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Laliste des ATB atester pour E. coli sont mentionnés dans le tableau suivant (RAHAL et al.,

2011) (voir tableau I11) :

Tableau I11 : liste des antibiotiques atester pour E. coli (RAHAL et al., 2011).
Antibiotiques Abréviations | Charges (1g) Familles des antibiotiques
Ampicilline AMP 30
Amoxicilline + Acide AMC 20+10
clavulanique
Céfazoline cz 30
Céfotaxime CTX 30 Plactamines
Céfoxitine FOX 30
Imipéneme IMP 10
Aztréonam ATM 30
Gentamicine GM 10 Aminosides
Amikacine AK 30
Acide naidixique NA 30 Quinolones
Ciprofloxacine CIP 5
Chloramphénicol C 30 Phénicoles
Triméthoprime- SXT 1.25+23.75 Sulfamides
sulfaméthoxazole
Calistine CS 50 Polymyxine

Conditions d’incubation : Incuber a 37°C pendant 18 a 24 heures.

Lecture

- On mesure avec précision les diametres des zones d’inhibition a I’aide d’un pied

acoulisse; pour E. coli testé sur Mueller Hinton, les mesures seront prises en procédant par

transparence atraversle fond de la boite de Pétri fermée ;
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- On compare les résultats obtenus aux valeurs critiques figurants dans la table de
lecture correspondantes & E. coli (voir annexe N°5), puis on classe cette derniere dans I’une
des catégories suivantes : sensible (S), intermédiaire (1), résistante (R).

Parmi les souches de référence de phénotypes d’E. coli qui peuvent étre obtenu, on ales deux
figures 10 et 11 si dessous.

3

Figure 11 : Souche de réféerence d’Escherichia coll multirésistant.
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Résultats et inter prétations

Durant la période allant de mars a juin 2015, nous avons isolé 14 souches d’E. coli

provenant d’urines de malades hospitalisés dans différents services du I’E.P.H de Larbaa Nath

[rathen.

Les souches répétitives (souches isolées chez le méme malade et présentant le méme

antibiotype) n’ont pas été prises en considération.

1. Résultats de I’étude microscopique
1.1.Etat frais

L’examen au microscope optique, au grossissement 400 a permis d’observer de fins

bacilles mobiles pour toutes les 14 souches d’E. coli isolées, ainsi que des leucocytes et des

polynucléaires.

1.2.Coloration de Gram

L’examen au microscope optique, au grossissement 1000, a permis d’observer des
bacilles fins de couleur rose ; qui est identique pour toutes les 14 souches d’E. coli isolées, il

s’agit de bactéries a Gram négatif qui sont apparues comme suit (Figure 12).

Figure 12 : E. coli sous microscope optique apres coloration de Gram (Gx1000).

2. Reésaultatsdu diagnostic bactériologique

2.1.1 solement

Les différents aspects macroscopiques retrouvés chez les 14 souches d’E. coli isolées

sur les différents milieux solides sont apparus comme suit (Figure 13) :
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Gélose niitritive Gélose au sang cuit Gélose au sang frais

Milies Hecktoen Milieu BCP

Figure 13: Les différents aspects macroscopiques des colonies d’E. coli isolées sur les
différents milieux solides.

Pour lessouches (1, 4, 5, et 8)

Sur Gélose Nutritive : les colonies sont de 2 a 3 mm de diamétre, rondes, irrégulieres, lisses,
et plates.

Sur Gélose au Sang Cuit (GSC) : les colonies sont de couleur blanchétre et sont a bord
irréguliers, rondes et non bombées.

Sur Gélose au Sang Frais (GSF) : on trouve des colonies de couleurs blanchétres et a bord
irréguliers, rondes et non bombées.

Sur milieu Hecktoen : les colonies saumon sont de couleur jaunes-orangées sans centre noir,
colonies moyennes dont le diameétre est compris entre 3 et 5 mm, cela signifie qu’il s’agit bien
d’E. coli car il est lactose positif et H2S négatif.
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Sur milieu au pourpre de Bromocrésol (BCP) : de petites colonies dont le diametre est
compris entre 1 et 2 mm ; sont plates de couleur blanchétre cela correspond a E. coli qui
fermente le lactose.

Pour lessouches (3, 7, 9, 10, et 13)
Sur Gélose Nutritive : les colonies sont de 1 mm de diamétre, rondes, translucides, et plates.

Sur Gélose au Sang Cuit (GSC) : les colonies sont de couleur blanchétre et sont a bord
irréguliers, rondes et non bombées.

Sur Gélose au Sang Frais (GSF) : on trouve des colonies de couleurs blanchétres et a bord

irréguliers, rondes et non bombées.

Sur milieu Hecktoen : les colonies saumon sont de couleur jaunes-orangées sans centre noir,
colonies moyennes dont le diametre est compris entre 3 et 5 mm, cela signifie qu’il s’agit bien

d’E. coli car il est lactose positif et HoS négatif.

Sur milieu au pourpre de Bromocrésol (BCP) : de petites colonies dont le diametre est
compris entre 1 et 2 mm ; sont plates de couleur blanchétre cela correspond a E. coli qui
fermente le lactose.

Pour lessouches (2, 6, 11, 12, et 14)

Sur Gélose Nutritive: les colonies sont de 2 a 3 mm de diamétre, rondes, régulieres, et

bombées.

Sur Gélose au Sang Cuit (GSC) : les colonies sont de couleur blanchétre et sont a bord

irréguliers, rondes et non bombées.

Sur Gélose au Sang Frais (GSF) : on trouve des colonies de couleurs blanchétres et a bord

irréguliers, rondes et non bombées.

Sur milieu Hecktoen : les colonies saumon sont de couleur jaunes-orangées sans centre noir,
colonies moyennes dont le diameétre est compris entre 3 et 5 mm, cela signifie qu’il s’agit bien

d’E. coli car il est lactose positif et H2S négatif.

Sur milieu au pourpre de Bromocrésol (BCP) : de petites colonies dont le diamétre est
compris entre 1 et 2 mm ; sont plates de couleur blanchétre cela correspond a E. coli qui

fermente |l e lactose.
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2.2 ldentification
2.2.1. Testsbiochimiques

L’étude biochimique des 14 souches d’E. coli isolées qui est réalisée sur une galerie

API 20E, a permis d’avoir les résultats suivants :
Pour lessouches(1, 2, 7, 8, et 12)
Ces souches sont : Glucose -, Inositol -, et Mannose +.

Elles présentent des caractéres biochimiques communs dans le cas de : Glucose, Inosital, et de

Mannose.
Elles semblent éventuellement du méme groupe appartenant a la méme souche.

Tableau 1V: Les caractéristiques biochimigues des souches communes d’E. coli.

ONPG | ADH | LDC | ODC CIT Hz2S URE | TDA IND VP

+ - + + - - - - + -

GEL GLU | MAN INO SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA

Pour lessouches (3, 4, 11, 13, et 14)
Ces souches sont : Glucose +, Saccharose +, et Amygdaline-.

Elles présentent des caractéres biochimiques communs dans le cas de : Glucose, Saccharose,
et de I’Amygdaline.

Elles semblent éventuellement du méme groupe appartenant a la méme souche.

Tableau V : Les caractéristiques biochimiques des souches communes d’E. coli.

ONPG | ADH | LDC | ODC CIT H2S URE | TDA IND VP

+ + + + - - - - + -

GEL GLU | MAN INO SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA
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Pour les souches (5, 6, 9, et 10)
Ces souches sont : Glucose +, Arabinose +, et ADH -.

Elles présentent des caracteres biochimiques communs dans le cas de : Glucose, Arabinose, et
de I’ADH.

Elles semblent éventuellement du méme groupe appartenant a la méme souche.

Tableau VI : Les caractéristiques biochimiques des souches communes d’E. coli.

ONPG | ADH | LDC | ODC CIT H2S URE | TDA IND VP

+ - + + - - - - + -

GEL GLU | MAN INO SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA

- + + - + + + + - +

ONPG : Ortho-Nitro-Phényl-Galactopyranoside ; ADH : Arginine dihydrolase; LDC: Lysine
décarboxylase; ODC : ornithine décarboxylase; CIT : trisodium citrate; H2S: sodium
thiosulfate; URE : uréase; TDA : tryptophane désaminase; IND : indole; VP : sodium
pyruvate; GEL : géatinase; GLU : glucose; MAN : mannitol ; INO : inositol ; SOR:
sorbitol ; RHA : rhamnose; SAC : saccharose; MEL : melibiose; AMY : amygdaline;
ARA : arabinose.

2.3.La place d’E. coli dans I’EPH de Larbaa Nath Irathen

L’etude de la place d’E. coli parmi les autres germes hospitaliers, a permis d’obtenir

les résultats suivants (figure 14) :

mE. coli ®mAutres

Figure 14 : Pourcentage d’E. coli retrouvé durant notre période d’étude.
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Sur les 32 bactéries isolées a partir de prélevement d’urines, 14 étaient d’E. coli

(soit 44%) et 18 comme autres germes (soit 56%).

2.4.Répartition chronologique des souches d’E. coli isolées selon les services

La répartition des 14 souches d’E. coli isolées selon les services : médecine interne
homme, médecine interne femme, maternité, pédiatrie, durant notre période d’étude a permis

d’avoir les résultats présentés ci-dessous (figure 15).
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Figure 15 : Répartition des souches d’E. coli isolées selon les services (%).

MIF : Médecine Interne Femme
MIH : Médecine Interne Homme
MAT: Maternité
PED : Pédiatrie
La répartition chronologique des 14 souches d’E. coli isolées durant la période d’étude,
montre une grande variations du nombre d’isolats retrouves dans les différents services.

Il est & noter que le nombre de services infectés par E. coli est important durant les
3 premiers mois. On note également la disparition de ce germe dans les autres services au

mois dejuin ; ceci pourrait s’explique par la baisse de fréquence des prél évements effectués.
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Cependant, le service de médecine interne femme (MIF) est le service ou a été isolé le
plus de souches d’E. coli : soit 37,4% en mars, 58% en mois d’avril, 23% en mois de mai,

avec un pic important de 4 souches (soit 100%) en moi dejuin.
2.5.Antibiogramme par diffusion desdisques

Les antibiogrammes (sur Mueller Hinton) réalisés sur les 14 souches isolées d’E. cali,
ont permis d’obtenir les résultats présentés dans les histogrammes ci-dessous (figure 16
et 17).

L’étude du comportement d’E. coli vis-avis des B-lactamines a révélé que le taux
de résistance pour I’ensemble des souches, durant notre période d’étude, varie d’un mois a

I’autre, avec une resistance importante a tous ces ATB notamment au mois d’avril.

Cependant, on note des taux de résistance tres éeve pour I’ Ampicilline et I’ Augmentin
au mois d’avril, cela est relativement lié a I’utilisation abusive de ces deux ATB durant ce

mois.
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Figure 16 : Répartition des souches d’E. coli selon larésistance aux [3-lactamines (%).

AMC : Amoxicilline +Acide clavulanique (Augmentin)
AMP : Ampicilline

IMP : Imipenéme

CTX : Céfotaxime
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L’etude du comportement d’E. coli vis-a-vis des aminosides, a révélé que le taux de
résistance a la Gentamicine varie en fonction du temps avec un pic en mois de juin, soit 20%.
Ces résultats sont communs a ceux retrouvés par le réseau national de surveillance en 2011,
(RAHAL et al., 2011), ou le taux de résistance de la Gentamicine a atteint 18,08%. Par

allleurs, on note une absence de résistance a I’ Amikacine durant les deux derniers mois.

L’étude de la résistance des isolats d’E. coli aux quinolones, montre une forte
résistance a la Ciprofloxacine durant le mois de mars, contrairement au second trimestre ou

elle a completement disparue.

Concernant les taux de résistance aux autres ATB (Calistine, Bactrim), notamment
a la Bactrim, ou le taux de résistance est plus élevé durant les mois de mars, mai et juin
(100%). Cette forte proportion de souches résistantes est probablement liée a la pression de
sdlection par I’antibiothérapie a large spectre ainsi qu’a la prescription inappropriée de ces

ATB faite a des doses inadéquates et pour des durées de traitement inadaptées.

On observe enfin que larésistance ala Colistine a marqué un pic juste au mois d’avril.
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Figure 17 : Larépartition des souches d’E. coli selon larésistance aux aminosides, aux

quinolones et autres ATB (%).
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GM: Gentamicine
AK: Amikacine
CIP: Ciprofloxacine
CS: Colistine

SXT: Bactrim
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Conclusion

Notre étude réalisée au niveau du I’EPH de Larbaa Nath Irathen durant une période
de 4 mois (Mars a Juin 2015) et qui a porté sur I’étude du comportement vis-avis des
antibiotiques et le recueil de donnees d’E. coli, a permis de constater que cette
bactérie occupe une place non négligeable parmi les autres germes hospitaliers, soit
14 souches entre Mars et Juin 2015.

Le service de Médecine Interne Femmes a enregistré 54,60% pour la période citée

ci-dessus.

Les antibiogrammes réalisés entre Mars et Juin 2015 ont montré que les souches
d’E. coli isolées, étaient de plus en plus résistantes a I’AMC avec 80% de résistance. Ont fait
ressortir 100% de résistance a cet antibiotique au mois de Mars et Avril, moins de 10% au

mois de Ma et moins de 20% en mois en Juin.

En perspective, il est indispensable de maitriser la dissémination de cette bactérie en
milieu hospitalier vu la place qu’elle occupe et ce, en respectant les mesures préconisées par
le Comité de Lutte contre les Infections Nosocomiales (CLIN), telles que :

- Le renforcement des mesures d’hygiéne hospitaliere ;

- L’isolement géographique et technique des patients infectés par I’E. coli ainsi que
leur signalisation ;

- La mise en place d’une surveillance concertée a partir du laboratoire et mettre en
contact le clinicien et le bactériologiste afin d’aboutir & une meilleure prescription desATB ;

- L’amélioration de I’information et le renforcement des actions d’éducation pour un
usage optimal des ATB en prophylaxie et en thérapie ;

- L’association synergique de diverses familles d’ATB afin de cibler les différentes

fonctions de la cdllule bactérienne ;

Enfin, il apparait que la connaissance de I’écologie microbienne s’avere essentielle
pour mettre en ceuvre et adapter une politique de lutte contre les infections nosocomiales
ciblant tout particulierement les principales bactéries en cause dans les établissements de

soins.
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Annexel matériel

1.1.Matérid biologique correspond a notre souche bactérienne soit Escherichia coli.
1.2.Matériel du laboratoire

1.2.1. Appareillages et verreries

- tubes avis stériles;;

- boites de Pétri stériles;

- pipettes Pasteur stériles;

- lames et lamelles ;

- écouvillons stériles jetables ;

- ansedeplatine;

- pied acoulisse;

- pince;

- poire;

- seringues stériles ;

- disques d’antibiotiques (annexes) ;
- distributeur de disques d’antibiotiques ;
- disques d’oxydase ;

- api 20E ;

- bec-bunsen ;

- portoir ;

-microscope optique ;

- étuve.



1.2.2. Produits et r éactifs

- eau physiologique stérile a0,9% ;
- eau derobinet ;

- huile d’immersion ; - huile de vaseline ;
- solution de violet de gentiane ;

- solution de bleu de méthylene ;

- H202;

- Lugol ;

- alcool a90% ;

- fuchsine diluée a1/10 ;

- réactif de kovacs.

1.2.3. Milieux de cultures
Milieux de culture solides

- gélose nutritive (GN) ;

- Milieu Hektoen.

- gélose lactosée au pourpre de bromocrésol (BCP) ;

Milieux d’identification

- Pour I’identification biochimique on a utilisé une galerie biochimique miniaturisée api 20E.
Milieux pour I’antibiogramme

- milieu Muéller Hinton (MH).

Milieu de conser vation

- milieu d’enrichissement (BHIB) + glycérol 40%.



Annexe 2 Composition des milieux de culture :

» BCP (gélose lactosée au bromaocr ésol pourpre)

Composition

Peptone 50dL;
Extrait de viande 3,0g/L ;
Lactose 10,0g/L ;
Bromocrésol pourpre 0,025g/L ;
Agar 1109L ;
pH 6,8+0,2.

» Géose nutritive: pour la culture des germes qui ne présentent pas d’exigence

particuliere.
Composition
Extrait de viande de bceuf 1g/L;
Extrait de levure 20/L ;
Peptone 5g/L ;
Chlorure de sodium 5g/L ;
Agar 15g/L ;
pH 7,4+0,2.

» Hecktoen (gélose) : milieu utilisé pour I’isolement des entérobactéries.

Composition

Protéose-peptone 12g/L ;
Extrait de levure 3g/L ;
Lactose 12g/L;
Saccharose 12g/L;
Salicine 20/L ;
Citrate de fer I11 et d’ammonium 1,5g/L ;
Selshiliaires 9y/L ;
Fuchsine acide 0,1g/L ;
Bleu de bromothymo 10, 65g/L
Chlorure de sodium 5g/L ;
Thiosulfate de sodium 5g/L
Agar 13g/L.

pH=7,5



» Mudler-Hinton (Gélose) Gélose riche pour la réalisation de I’antibiogramme

standard
Composition
Infusion de viande de beeuf 300g/L ;
Hydrolysat de caséine 17,59/L ;
Amidon de mai's 1,5g/L ;
Agar 17g/L ;
pH 7,4+0,2.

» Géose au sang frais en général de mouton ou de cheval, elle est obtenue en
gjoutant a des géloses ordinaires du sang frais dans des proportions de 5 a 10%
en volume.

» Géose au sang cuit appelée aussi gélose chocolat, elle permet de libérer par la

cuisson des facteurs de croissance supplémentaires.
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Annexe 3 : Classification des -lactamines.




Pénicilline G

OCH,

Méthacillne
o / \

OCH;

Ampicilline
——CO—CH

Acide 6-aminopénicillanique

NH;

Carbenicilline
—CO—CH

COONa

Annexe 4 : Structure chimique des pénicillines.



Antibiotiques Charges (ug) sensible intermédiaire| résistante

Ampicilline 30 >17 14-16 <13
AmoxicillinetAcide
clavulanique 20+10 ~18 14-11 <13
Ceéfazoline 30 >18 15-17 <14
Céfotaxime 30 >23 15-22 <14
Céfoxitine 30 >18 15-17 <14
Imipénéme 10 >16 14-15 <13
Gentamicine 10 >15 13-14 <12
Amikacine 30 >17 15-16 <14
Acide nalidixique 30 >19 14-18 <13
Ciprofloxacine 5 >21 16-20 <15
Chloramphénicol 30 >18 13-17 <12
Triméthoprime-

sulfaméthoxazole 1.25+23.75 >16 11-15 <10
colistine 50 >15 / <15
Furane 300 >17 15-16 <14

Annexe 5 : Valeurs critiques des diametres (mm) des zones d’inhibition pour Entérobactéries

(CLSI, 2008).




Tests Réactions/enzymes Résultats négatifs Résultats positifs
ONPG Béta-galactosidase Incolore Jaune
ADH Arginine dihydrolase Jaune Rouge/orange
LDC Lysine décarboxylase Jaune Rouge/orange
OoDC Ornithine décarboxylase Jaune Rouge/orange
CIT Citrate utilisation Vert péle/jaune Bleu-vert/bleu
H2S H>S production Incolore/grisétre Dépot noir/fin liseré
URE Urease Jaune Rouge/orange
TDA / IMMEDIAT
TDA Tryptophane desaminase .
Jaune Marron-rougeatre
JAMES/ IMMEDIAT
IND Production indole Incolore
Rose
Jaune
VP1+VP2/ 15 MIN
VP production d'acétoine .
Incolore Rouge brique
GEL Gélatinase Aucune diffusion Diffusion du
pigment noir
GLU Glucose fermentation / oxydation Bleu/bleu-vert Jaune/jaune gris
MAN Mannitol fermentation / oxydation
IND Inositol fermentation / oxydation
SOR Sorbitol fermentation / oxydation
RHA Rhamnose fermentation / oxydation
SAC Saccharose fermentation / oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
MEL Melibiose fermentation / oxydation
AMY Amygdaline fermentation / oxydation
ARA Arabinose fermentation / oxydation

Annexe 6 : tableau de lecture de lagaerie api 20E.
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