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Introduction

La résistance bactérienne aux antibiotiques est en perpétuelle évolution. L’augmentation

et la dissémination des bactéries multirésistantes représente un sérieux problème de santé publique

ce qui mène à des impasses thérapeutiques majeurs et à la croissance du taux de morbidité.

Klebsiella pneumoniae est une entérobactérie qui appartient au genre Klebsiella connue

pour sa multirésistance et sa virulence. L’évolution génétique des souches et l’utilisation abusive

des ß-lactamines ont permis l’apparition et la dissémination rapide de résistance enzymatique par

production de ß-lactamases à spectre élargi (BLSE) et de carbapénèmases.

Les BLSE sont des protéases à sérine de la classe A d’Ambler. Elles dérivent par

mutations ponctuelles au niveau du site actif des pénicillinases à spectre restreint à savoir

TEM et SHV. Actuellement, la prévalence de ces enzymes varie selon les pays et les

hôpitaux. Les BLSE type CTX-M (céfotaximase) sont considérées comme le type le plus

fréquent au monde (BIALEK-DAVENET et al., 2011 ; ROBIN et al., 2012).

Devant cette situation, la recherche appliquée s’est orientée vers le screening de nouvelles

molécules bioactives et à pouvoir antimicrobiens de diverses sources. Les plantes médicinales

représentent une excellence source naturelle de principes actifs à visée antimicrobienne.

Inula viscosa est une plante aromatique largement utilisée en phytothérapie du fait de

sa richesse en composés organiques naturels qui inhibent la croissance des micro-organismes

pathogènes (PAGES, 2003 ; HAMILTON-MILLER, 2004).

Dans ce travail nous nous sommes fixés comme objectifs en premier lieu l’étude de la

résistance aux antibiotique de dix souches de K. pneumoniae issues des prélèvements

cliniques des patients hospitalisés au CHU NEDIR Mohammed de tizi-ouzou et en deuxième

lieu l’étude de l’effet des extraits organiques et aqueux d’Inula viscosa sur ces souches. Les

étapes de notre étude sont les suivantes :

 Etude de profil de résistance des souches de K. pneumoniae vis-à-vis de cinq familles

d’antibiotiques suivie de la détection phénotypique de BLSE ;

 Détermination du support génétique de la résistance aux C3G par des expériences de

conjugaisons ;

 Extraction aqueuse et organique des principes actifs des feuilles d’I. viscosa par macération.

 Mise en évidence de l’activité antibactérienne des extraits aqueux et organiques vis-à-

vis des souches K.pneumoniae cliniques.
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1. Caractéristiques générales de Klebsiella pneumoniae

Les entérobactéries constituent une famille hétérogène de bactéries qui sont des

bacilles à Gram négatif, immobiles ou mobiles grâce à une ciliature péritriche. Elles sont

aéro- anaérobies facultatifs, se développent sur milieux ordinaires et fréquemment impliquée

dans les infections humaines. Une de leurs caractéristiques est de réduire les nitrates en

nitrites, et d’acidifier le glucose par voie fermentative avec souvent la production de gaz

(AVRIL et al., 2000).

Les différences entre les nombreux genres et espèces sont basées sur des critères

morphologiques, biochimiques, immunologiques et moléculaires comme la comparaison des

séquences d’acide nucléiques et des protéines.

La famille des Enterobacteriaceae comprend 100 espèces répertoriées. Les espèces les

plus communément isolées en bactériologie clinique appartiennent à 12 genres : Citrobacter,

Enterobacter, Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Morganella, Proteus, Providencia, Salmonella,

Serratia, Shigella, Yersinia (NDOYE, 2004).

Parmi ces espèces d’entérobactéries, l’espèce Klebsiella pneumoniae anciennement

appelé pneumobacille de Friedlander appartient au genre Klebsiella et au groupe « KESH »

(Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Hafnia), est un bacille à Gram négatif, immobile,

capsulée et non sporulée, elle se développe en aéro-anaérobiose. L’espèce Klebsiella

pneumoniae est subdivisée en trois sous espèces : K. pneumoniae subsp. pneumoniae, K.

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

K. pneumoniae est étroitement apparentée à plusieurs autres genres de la famille des

entérobactéries comme Citrobacter, Escherichia et Salmonella (BRISSE et VERHOEF,

2001 ; KUMAR et al., 2011).

C’est une espèce ubiquitaire isolée de l’environnement (eau de surface, eau usée, sol,

bois et les végétaux divers ), des effluents industriels, des aliments et de la flore commensale

des sujets sains retrouvé au niveau de tube digestif de l’homme et des animaux à sang chaud,

sa présence dans l’eau peut signer une contamination fécale (BAGLEY et al., 1978; AVRIL

et al., 2000 ).

Klebsiella est un genre opportuniste à l’origine de certaine infection des voies

respiratoires comme celles des poumons et plus spécifiquement des branches ainsi que les

angines, plus spécifiquement chez les sujets fragilisés comme les diabétiques, les personnes

âgées ou encore alcooliques (STONE et al., 2003; SAHLY et al., 2004).
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Les bactéries de ce genre possèdent des capacités génétiques leurs conférant des

résistances multiples vis-à vis des antibiotiques en utilisant plusieurs mécanismes. Cette

résistance est due au fait que Klebsiella est l’hôte privilégié de certaine éléments mobiles

(BINGEN et al., 1993; PEN˜A et al., 2001 ).

2. Classification

Selon la classification de la 5éme édition Américaine de Bergy's manuel, K pneumoniae

appartient :

Règne : Bactéria

Embranchement : Protéobactéria

Classe : Gamma Proteobacteria

Ordre : Enterobacteriales

Famille : Enterobacteriaceae

Genre : Klebsiella

Espèce : Klebsiella pneumoniae (BERGY'S MANUEL, 1994).

3. Caractères bactériologiques

3.1 Caractères morphologiques et culturaux

Les bactéries appartenant à l’espèce Klebsiella pneumoniae se développent en aéro-

anaérobiose sur des milieux classiquement utilisé pour les entérobactéries (gélose nutritive,

gélose trypticase soja, gélose au sang, gélose Mac conkey, gélose lactosée au pourpre de

bromocrésol(BCP), gélose éosine bleu de méthylène (EMB), gélose bleu de bromothymol

(BTB), gélose Drigalski, et Hecktoen), après une incubation de 18 h à 24 h à 37C°

(GRIMONT F et GRIMONT P, 2005).

L’aspect macroscopique, montre des colonies qui sont rondes, lisses, grandes, ont un

diamètre de 3 à 4 mm d’aspect muqueux, plus au moins bombées, brillantes et visqueuses

En microscope photonique les espèces de K. pneumoniae sont des bacilles à Gram

négatif de 0,3 à 1,0 μm de diamètre sur 0,6 à 6 μm de longueur à l’extrémité arrondie. Elle Se
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présentent isolées, groupées en diplobacilles ou en courte chainettes souvent enrobée dans la

même capsule (AYAN et al., 2003 ; JONAS et al., 2004). La culture dans les milieux

contenant un sucre fermentescible favorise la formation d’une capsule. En revanche la culture

dans un bouillon bilié à 5% favorise l’évolution vers des formes non capsulées (STRUVE et

al., 2008). Les différents caractères biochimiques sont donnés dans le tableau I.

3.2 Caractères biochimiques

Tableau I : Tableau représentant les différents caractères biochimiques de l’espèce

Klebsiella.

K.pneumoniae est oxydase négative, catalase positive, fermentent de nombreux sucre

comme le glucose avec production du gaz entraine la formation d’acétoïne et 2-3 butandiole

(DRANCORT et al., 2001 ; GRIMONT F et GRIMONT P, 2005).

4. Les facteurs de pathogénicité de K.pneumoniae

Tout microorganisme produisant une maladie est dit pathogène, sa capacité de

provoquer une maladie ou son pouvoir pathogène ou de pathogénicité. Klebsiella pneumoniae

fait partie de germes qui provoquent des maladies sévères dues à des facteurs de virulence ou

de pathogénicité.

Les profils de virulence selon l’origine clinique suggèrent un rôle des sidérophores, les

fimbriae F1 et F3 ; la capsule et leurs formation de biofilms sembles être à la base de

pathogénicité classique de K. pneumoniae (El FERTAS-AISSANI et al., 2012).

Tests

K.pneumoniae

ONPG ADH LDC Citrate H2S Uréase ODC TDA Indole VP
Gélati-

nase

Klebsiella
pneumoniae

Subsp pneumoniae
+ - + + - 98% - - - + -

Klebsiella
pneumoniae

Subsp ozaenae
+ - variable + - + - - - - -

Klebsiella
pneumoniae Subsp
rhinoscleromatis

+ - - + - + - - - - -
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4.1. Les antigènes de surface

 Lipopolysaccharide (LPS) (Antigène somatique O)

Sont exprimés à la surface de K.pneumoniae contribue à la pathogénicité de cette

bactérie (CRYZ et al., 1984).

 Capsule (antigène K)

D’après HENNEQUIN et al (2012) et HSIEH et al (2012), la capsule a été le premier

facteur de virulence décrit. La majorité des souches de K.pneumoniae produisent une capsule

de nature polysaccharidique qui est essentielle à la virulence des klebsielles, elle donne aux

colonies sur gélose une apparence plus ou moins muqueuse caractéristique .la capsule est une

structure qui protège la bactérie de phagocytose (FUNG et al., 2000 ; LAI et al., 2000).

La capsule exopolysaccharide est l’un des composants bactériens essentiels pour la

formation de biofilms (HENNEQUIN et al., 2007).

4.2. Les adhésines

Les adhésines jouent un rôle essentiel dans la première étape du processus infectieux.

Les propriétés d’adhésion des entérobactéries sont généralement médiées par différents types

de pili ou fimbriae. Bien que ces deux termes sont habituellement considérés comme

synonymes, ils devraient être différenciés fimbriae pour l’adhésion aux cellules et pili pour la

conjugaison (Di- MARTINO et al., 1999; PODSCHUN et al., 2000).

Les deux types de fimbriae type 1 et type 3 sont fréquemment rencontrés chez K.

pneumoniae en particulier la médiation des infections des voies urinaires (IVU) et la formation

du biofilms respectivement (FERTAS-AISSANI et al., 2013; RAMOS et al., 2014).

4.3. Sidérophores

Les sidérophores qui sont des chélateurs de bas poids moléculaire se liant au fer sous

la forme de Fe3+ dans le milieu extracellulaire, qui sont ensuite captés par des récepteurs de la

membrane cellulaire d’où le fer sera libéré dans la cellule.

K.pneumoniae est parmi les bactéries pathogènes qui ont développées des systèmes de

captation du fer qui joue un rôle dans l’installation, la croissance bactérienne et la progression

de l’infection.
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D’après SHON et al (2013) et RUSSO et al (2011), une souche K.pneumoniae

hypervirulente possède une plus grande quantité de sidérophores biologiquement actifs.

Les gènes codants pour ces sidérophores comprennent entB (entérobactine), iutA

(aérobactine), irp1-irp2-ybtS-fyuA (yersiniabactine) et iroN pour (récepteur de ferricatecholates).

5. Le pouvoir pathogène

Le pouvoir pathogène ou pathogénicité d'une bactérie mesure sa capacité à provoquer

des troubles chez son hôte. Il varie selon la souche (sérovar), dépend de son pouvoir invasif,

pouvoir toxicogène et de sa capacité à se reproduire.

Klebsiella pneumoniae est naturellement présente dans le tube digestif et les voies

aériennes supérieurs de l’homme et des animaux, et comme elle se retrouve couramment dans

les eaux, les sols, les poussières et les végétaux. Elle est à la fois une bactérie commensale de

l’organisme, mais également dans certaines conditions devient un agent pathogène (LAU et

al., 2008).

Dans le milieu hospitalier K. pneumoniae est responsable des infections diverses tels que

les infections : suppuratives, urinaires, pulmonaires, respiratoires, septicémies, bactériémies,

méningite, hépatique et intra abdominale (CHUNG et al., 1992 ; DONG, 2003 ; BOTELHO,

2007).

La transmission de K. pneumoniae est essentiellement manuporté par la manipulation

de matériels souillés (cathéter urinaire et veineux, masque à oxygène) et par les mains sales.

L’espèce K. pneumoniae subsp pneumonie est aussi rencontrée dans les milieux

communautaires, elle est responsable d’infection urinaire, intra abdominale et respiratoire

(broncho-pulmonaire) incluant les pneumonies, les abcès pulmonaires chez les sujets

fragilisés tels que les diabétiques ou patients soufrant des maladies respiratoires chroniques.

(CARPENTER, 1990 ; JARLIER et al., 2004).

L’espèce K. pneumoniae subsp ozaenae est responsable d’une rhinite chronique

atrophique décrite sous le nom d’ozène. Cette infection se manifeste par une ulcération

chronique de muqueuse nasale.

Cette espèce à été également isolée à partir de surinfection de bronchite chronique, de

bactériémie, de méningite, et de surinfection de la plaie, d’infection urinaire et d’ulcères de la

cornée (MAC CARTHY et al., 1984 ; TANG et al., 1994).
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L’espèce K. pneumoniae subsp rhinoscléromatis est responsable de rhinosclérome qui

est une infection granulomateuse chronique de voies aériennes supérieures (cavité nasale).

Parmi ces infections dont quelque cas ont été rapportées chez des patients infectés par le VIH

et un cas est de septicémie (STRAMPFER et al., 1987 ; PORTO et al., 1989).

L’arthrite à K.pneumoniae est rare, mais elle peut détruire l’articulation provoquant

un handicape définitif (SCHELENZ et al., 2007).

6. Résistance de Klebsiella pneumoniae aux antibiotiques

6.1. Les antibiotiques

Un antibiotique (du grec anti : « contre », et bios : « la vie ») est une substance

naturelle ou synthétique qui détruit ou bloque la croissance des bactéries.

Les antibiotiques agissent de manière spécifique sur les bactéries, en bloquant une

étape essentielle de leur développement (synthèse de leur paroi, de l'ADN, des protéines, ou la

production d'énergie). Ce blocage se produit lorsque l'antibiotique se fixe sur sa cible, une

molécule de la bactérie qui participe à l'un de ces processus métaboliques essentiels (YALA et

al., 2001).

6.1.1. Les classes d’antibiotiques

6.1.1.1. Les β- lactamines

Depuis leur découverte en 1928 par ALEXANDER FLEMING et dès leur utilisation

durant la Seconde Guerre mondiale, les antibiotiques de la famille des β-lactamines ont été

confrontés à l’émergence de la résistance.

Les β-lactamines constituent une famille majeure d'antibiotiques très largement utilisés

en clinique, pour le traitement des infections causées par K.pneumoniae vue leur diversité,

faible toxicité, activité bactéricide et large spectre d’action. Elles comprennent les dérivées de

pénicillines, les céphalosporines, les monobactames et les carbapenèmes.

Les β- lactamines inhibent la dernière étape de la synthèse du peptidoglycane, qui est

un polymère majeur spécifique de la paroi des bactéries à Gram négatif et positif.

Les β-lactamines ont toutes en commun un cycle β-lactame qui est la partie réactive

de la molécule en créant un intermédiaire acyl-enzyme instable, menant au final à la perte

d’un groupement carboxyle. Elles agissent en inhibant la synthèse de la paroi bactérienne par

fixation aux protéines liant les pénicillines (PLP).
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Les PLP principalement les D-D-transpeptidases et D-D-carboxypeptidases sont

impliquées dans la synthèse du peptidoglycane possédant un site actif a serine et sont

regroupées sous le terme de PLPs, Protéines Liant la Pénicilline (ou PBP pour Penicillin

Binding Protein).

Les β-lactamines présentent une analogie structurelle avec le motif D-Ala-D-Ala,

substrat naturel des PLPs. Le cycle β-lactame se lie de manière covalente et irréversible au

site actif de l’enzyme provoquant son inactivation qui induit à l’inhibition de la synthèse du

peptidoglycane et du coup arrêt de croissance bactérienne (effet bactériostatique) car le

complexe antibiotique-PLPs stimule la production d’autolysines qui digèrent la paroi

cellulaire, et cela amène à la lyse de la cellule (effet bactéricide) (MADIGAN et

MARTINKO, 2007).

Il existe de nombreuses variétés de β- lactamines elles comprennent les dérivés de

pénicilline, les céphalosporines, les carbapénèmes, les monobactames, et les inhibiteurs de β-

lactamase :

6.1.1.1.1. Les pénicillines (panâmes)

La pénicilline est un premier antibiotique identifié en 1928 par ALEXANDER

FLEMING, elle possède un cycle thiazolidine associé au noyau β- lactame.

Les produits de ce groupe se distinguent par la nature du radical fixé sur le carbone en

position 6 (CAVALLO et al., 2004). Ces pénicillines comportent plusieurs groupes (Pénicilline G ;

Pénicilline M (Méticilline); Pénicilline A (Aminopénicilline) ; Carboxy-pénicillines (Ticarcilline) ;

Uréido-pénicilline (pipéracilline) ; Amidino-pénicilline (pivmécillinam) (LAURNET, 2009).

6.1.1.1.2. Les céphalosporines (céphèmes)

Les céphalosporines noyau centrale céphème associé un cycle β- lactame à un cycle

dihydrothiazine (en position 1 on trouve un atome de soufre S). Le tableau II rapporte les

différentes classes de céphalosporines classées selon leur date de mise sur le marché et leur

spectre d’activité :
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Tableau II : Tableau représentant les différentes classes de céphalosporines.

6.1.1.1.3 Les carbapénèmes (pénèmes)

Les carbapénèmes sont caractérisés par un noyau pénème et dérivent de la

thiénamycine produite naturellement par Streptomyces cattleya.

Elles sont subdivisées en quatre groupes : Imipenèmes, méropénème, donpénème et

ertapénème (CAVALLO et al., 2004).

Ces carbapénèmes sont des antibiotiques bactéricides possèdent un large spectre

antibactériens incluant les bactéries a Gram négatifs (entérobactéries) et les Gram positifs sauf

staphylocoques et les entérocoques (WOLFF et al., 2008).

6.1.1.1.4 Les monobactames

Le seul représentant de ce genre est l’aztréonam, ils constituent le groupe le plus

récent des β- lactamines. Ils se caractérisent par la présence du noyau monocyclique azétidine

limité au cycle monobactam.

Antibiotiques Spectre Références

C1G
Céfalotine, céfazoline,

céfapirine.

Gram positif : Staphylococcus aureus et

Streptococcus pneumoniae,

entérobactéries E. coli, Salmonella spp et

Klebsiella spp non céfalosporinase.

(CAVALLO et al.,

2004).

C2G

Céfoxitine,céfamandole,

céfuroxime et

céfotétan.

Gram positif, Gram négatif et les souches

productrices de β-lactamases.

(JARLIER et

NORDMANN, 2000).

C3G
Céfotaxime, céftazidime

et céftriaxone.

Bacilles à Gram négatif, Cocci à Gram

positif: Pneumocoque, Streptocoque (sauf

Entérocoque), Cocci à Gram négatif et

sur Pseudomonas.

C4G Céfépime et céfpirome. Cocci à Gram positif, P. aeruginosa.
(CAVALLO et al.,

2004)
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Seule la molécule d'aztréonam est prescrite, elle a une activité sur les bacilles à Gram

négatif sécrétrices des β- lactamase comparable à celles des céphalosporines de 3ème

génération, mais elle est inactive sur les bactéries à Gram positif et les anaérobies

(CAVALLO et al., 2004).

6.1.1.1.5. Les Inhibiteurs de β- lactamase

Ce sont des pénames sans activité notable, car ils n’inhibent pas les PLP. Ils se fixent

de façon irréversible aux β- lactamases bactériennes ce qui protège les β- lactamines de

l’inactivation et les rend efficaces sur des bactéries productrices de β- lactamases. Ces

inhibiteurs sont : clavane (acide clavulanique) et les pénicillines-sulfones (sulbactam et

tazobactam) (CAVALLO et al., 2004). La figure 1 montre les différentes structures de

quelques β-lactamines.

Figure 1 : Structures de quelques β-lactamines (CHARLIER et al., 1998).

A: pénicillines ; B : céphalosporines; C : céphamycines ; D : acide clavulanique ; E :

Imipénème (carbapénème); F : monobactames.

6.1.1. 2. Les aminosides

Les aminosides sont des antibiotiques bactéricides à large spectre, de la famille

aminoglycosides, c'est-à-dire sont des hétérosides naturels formés par un ou plusieurs

glycosides liés à un aminocyclitol.

Les principales molécules sont : Streptomycine, Gentamicine, Nétilmicine, Tobramycine

et l’Amikacine. Le spectre d'action des aminosides est large, agissant sur les bacilles Gram
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négatifs aérobies notamment les entérobactéries et les bacilles à Gram positif (Listeria). Ils

sont actifs sur les Staphylococcus aureus sécréteurs de pénicillinase et sur les Cocci à Gram

négatif. Ces antibiotiques sont inactifs sur les streptocoques, pneumocoques, les entérocoques

et les anaérobies strictes.

Les aminosides fixent de façon irréversible sur le ribosome des bactéries et inhibent la

traduction en provoquant des erreurs de lecture de l’ARN messager ce qui entrainant la

destruction bactérienne (YALA et al., 2001 ; ARCHAMBAUD et CLAVE, 2008 ).

6.1.1.3. Les quinolones

Les quinolones sont des antibiotiques bactéricides à large spectre, ils sont efficaces

contre les bactéries entériques comme E .coli, K.pneumoniae et d’autre bactérie pathogène à

Gram négatifs, ainsi les bactéries Gram positifs tels que les Staphylococcus aureus,

Streptococcus pyogène et Mycobacterium tuberculosis.

Parmi ces quinolones on distingue les antibiotiques de 1ere génération (acide

nalidixique) ; 2eme génération (Fluroquinolones : norfloxacine, ofloxacine et ciprofloxacine) ;

3ème génération (Lévofloxacine, Moxifloxacine) (PRESCOTT et al., 2007).

Les quinolones inhibent spécifiquement la synthèse d’ADN bactérien en agissant sur

les topoisomérases de type II ainsi que la topoisomérase IV. Elles se fixent sur la sous-unité A

de la gyrase (cible préférentielle des bactéries à gram négatif).

6.1.1.4. Les phenicoles

Les phenicoles sont des antibiotiques bactériostatiques à large spectre. Ils sont très

efficaces pour le traitement de la fièvre typhoïde. Les antibiotiques de cette famille sont actifs

sur une grande variété de germes à Gram positif et à Gram négatif. Dans ce groupe on

distingue les chloramphénicols et les thiamphénicols.

La fixation des chloramphénicols à la sous unité 50S du ribosome empêchent

l’attachement des amino-acyles-ARNt au site A du ribosome, ce qui inhibe la phase d’élongation

et bloque le transfert des acides aminés aux chaines peptidiques (SINGLETON, 2005).

6.1.1.5. Sulfamides et triméthoprime

Les sulfamides sont des analogues de l'acide para-aminobenzoïque. Ils inhibent la

synthèse des folates en inhibant la dihydroptéroate synthétase (DHPS), d’où leur action sur la
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synthèse des acides nucléiques et des acides puriques. Ils sont peu utilisés actuellement en

raison de leurs nombreux effets secondaires et la fréquence des souches résistantes.

Le triméthoprime inhibe la synthèse des folates, des acides nucléiques et des acides

puriques en inhibant la dihydrofolate réductase (DHFR). C'est un agent à large spectre, utilisé

essentiellement en association avec un sulfamide (effet synergique).

Les Sulfamides et triméthoprime sont des antibiotiques à large spectre touchant les

bactéries à Gram positifs et Gram négatifs sauf Pseudomonas aeruginosa, Lactobacillus qui

possède une résistance naturelle (SINGLETON, 2005).

6.2. Phénotype de la résistance de Klebsiella pneumoniae aux antibiotiques

Au sein de chaque espèce on distingue le phénotype sauvage, déterminé par les

mécanismes naturels de résistance et les phénotypes résistant déterminés par des mécanismes

acquis de résistance.

 Résistance naturelle

K. pneumoniae possède naturellement un gène codant pour une pénicillinase

chromosomique avec plusieurs variant tels que SHV qui lui confère une résistance à bas

niveau aux pénicillines. Cette pénicillinase est sensible à l'action des inhibiteurs (acide

clavulanique, tazobactam).

Le phénotype sauvage de K. pneumoniae est caractérisé par une résistance vis-à-vis

des antibiotiques suivants : Amoxicilline, Ampicilline, Ticarcilline et la Piperacilline et une

sensibilité vis-à-vis des associations amoxicilline (ou ticarcilline) + acide clavulanique et

pipéracilline + tazobactam ainsi qu'à l'ensemble des céphaloporines. Elle est également

sensible aux céfamycines, à l'aztréonam et aux carbapénèmes (COURVALIN et al., 2006).

K. pneumoniae est aussi sensible aux autres antibiotiques tels que les aminosides,

fluoroquinolones, la fosfomycine et au cotrimoxazole (CHRISTENSEN et al., 1972).

 Résistance acquise

K. pneumoniae a toujours joué un rôle majeur dans l'apparition et la dissémination des

mécanismes de résistance, en particulier vis-à-vis des β-lactamines. Ainsi, dans les années

1970, ces bactéries ont été les pionnières concernant l’apparition de la résistances aux

aminosides (CHRISTENSEN et al., 1972).
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A partir des années 1980, K. pneumoniae a largement contribué à la dissémination

hospitalière des β-lactamases à spectre étendu (BLSE) qui leur confèrent une résistance aux

céphalosporines de 3eme génération (C3G). Cette espèce occupe une position importante dans

l'émergence et la dissémination de certaines enzymes conférant la résistance aux carbapenèmes

(KPC, OXA-48) et céphalosporinase à large spectre (SIROT, 1995; PATERSON et al., 2005).

6.3 Mécanismes de résistance de K.pneumoniae aux antibiotiques

K.pneumoniae est caractérisée par la présence de plusieurs types de mécanismes

moléculaire de résistance. Les principaux mécanismes de résistance aux β-lactamines,

aminosides et autres antibiotiques élucidés chez cette espèce son rapportés dans le tableau III,

IV et V. La figure 2 rapporte le mode d’action des enzymes hydrolysant les aminosides.

Figure 2: Figure représentant les enzymes modificatrices des aminosides (COURVALIN et

al., 2006).
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Mécanismes Mécanismes moléculaire Antibiotique ciblé Références

Diminution de la
perméabilité

- Mutation des porines (modification structurelle d’une porine
essentielle ; diminution quantitative et qualitative des porines).

Céfépime ; cefpirome et l’ertapénème
(KUMAR et SCHWEIZER, 2005;

NORDMANN et al, 2010 ; GRALL

et al ., 2011).Hyper production de
système d’efflux

- Mutation dans la région régulatrice des opérons de système
d’efflux multidrogues.

C2G

Modification des PLP - Mutation dans le gène chromosomique codant pour les PLPs
- Acquisition de gène étranger codant pour nouveaux PLPs

ayant une affinité différente aux ß- lactamines
Imipénème ; mécillinam (très rere chez Kp) (GEORGOPAPADAKOU, 1993).

Inactivation
enzymatique

Pénicillinase bas niveau : chromosomique SHV-1
Ampécilline, ticarcilline, pipéracilline et

amoxicilline.
(JARLIER et NORDMANN, 2000;

JOLY et REYNAUD, 2002).Pénicillinase haut niveau (chromosomique ou plasmidique).
Ampécilline, ticarcilline, pipéracilline et

amoxicilline associés aux inhibiteurs de ß -
lactamase ; C1G;C2G.

BLSE (plasmidique ou chromosomique)
Toutes les b- lactamines sauf céphamycine et

les carbapénèmes.

Céphalosporinases bas niveau : chromosomique
Aminopénicilline, C1G et résistants aux

inhibiteurs de ß- lactamases.
(PHILIPPON et al., 2002),

Céphalosporinases plasmidique case : (+ de 20 variant)
- Par l’acquisition de gène ampC ;

- Mutation dans les gènes du métabolisme du peptidoglycane
ampD.

C1G, C2G, C3G et l’aztréonam,
cephamycine (céfoxitine, cefotetan), et celle
aux associations avec les inhibiteurs de ß-

lactamases.

(PHILIPPON et al., 2002;
HANSON, 2003 ; NAKANO et al.,

2004 ; BIRKETT et al., 2007 ;
UZUNOVIC et al ., 2015).

Carbapénèmases 12 variant :
- Mécanisme chromosomique.

- Production d’enzyme hydrolysant les carbapenèmes qui sont
codées par des éléments mobiles.

Toutes les ß- lactamines à l’exception des
céftazidime et la céphamycine qui sont peu

hydrolysées.

(LAUPLAND et al., 2005 ;

SCHWABER et al., 2008 ;

LESPRIT et al., 2009 ;

MARILYSE, 2015).

Tableau III : Les principaux mécanismes de résistance ß -lactamines
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Tableau IV : Les principaux mécanismes de résistance aux aminosides et aux quinolones.
A

m
in

o
si

d
es

Mécanismes Mécanismes moléculaire Antibiotique ciblé Références

Altération de la cible Changement d’un seul acide aminé dans une protéine
ribosomale

(amikacine, gentamicine, kanamycine,
nétilmicine et tobramycine).

(HMAMOUCHI et al., 2005).

Modification enzymatique
de l’antibiotique

- Phosphorylation ;
- Nucléotidylation ;
- Acétylation.

tobramycine, la nétilmicine, l'amikacine,
gentamicine.

(ARCHAMBAUD et CLAVE,

2008 ; RAMIREZ, 2010).

Piégeage de l’antibiotique La phosphotransférase neutralise l’action des
aminosides par liaison affine

Kanamycine et tobramycine (MENARD et al., 1993).

modification du transport de
l’antibiotique

Les mutations qui affectent le système actif de
transport

Tous les aminosides (ARCHAMBAUD et CLAVE,
2008).

Q
u

in
o
lo

n
es

- Diminution de l’affinité de
la cible.

- Diminution d'accumulation
intracellulaire de

l'antibiotique

Mutation chromosomique dans le gène gyrA ;
gyrB

Fluoroquinolones et acide nalidixique (LEWIN et al., 1991)

Protection de la cible
(l’ADN gyrase)

Résistance plasmidique haut niveau
- Acide nalidixique (haut niveau)

- Fluoroquinolones (bas niveau)

(JACOBY et al., 2003)

surexpression de pompes
d’efflux

Mutations dans les gènes régulateurs
la norfloxacine et la ciprofloxacine (bas

niveau).
(QUENTINE et al., 2004;

MAMMERI, 2008).

Inactivation enzymatique Acétyltransférase (résistance plasmidique). fluoroquinolones et aminosides. (ROBICSKET et al., 2006).
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6.3.1. Les Bêta-lactamases

Les β-lactamases ont été identifiées en 1940 par Abraham et Chain, qui ont mis en

évidence une enzyme capable d’empêcher l’action de la pénicilline chez E. coli ; ils la

nommèrent pénicillinase (ABRAHAM et CHAIN, 1940). Les β-lactamases sont des enzymes

qui hydrolysent le noyau β-lactame, structure de base des β-lactamines, en donnant selon la

cible des acides inactifs. Ces enzymes sont localisées au niveau de l’espace périplasmique

chez les bactéries Gram négatif (MEDEIROS, 1984).La figure 3 montre le mode d’action des

β-lactamases.

P
h

én
ic

o
le

s

Mécanismes Mécanismes moléculaire Antibiotique ciblé Références

Inactivation
enzymatique

Résistance plasmidique :
production d’une

chloramphénicol-acétyl-
transférase

(chloramphénicol,
thiamphénicol)

(JEHL et al., 2003)Diminution de la
perméabilité Résistance chromosomique

Système d’efflux Résistance plasmidique

S
u

lf
a

m
id

es
et

tr
im

ét
h

o
p

ri
m

es

Modification
enzymatique

- Mutation de la
dihydroptéroate
synthétase(DHPS)

- Mutation de la
dihydrofolate
réductase (DHFR)

sulfamides et
triméthoprimes

FAUCHERE et
AVRIL, 2002)

Tableau V : Les principaux mécanismes de résistance aux phénicols et aux associations sulfamides et

triméthoprimes

Figure 3 : Schéma réactionnel de l’ouverture du cycle β-lactame (BARRIAL et SCOTET, 2006).
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Les ß-lactamases sont classées selon deux types de classification, l’une moléculaire

qui est basées sur les similitudes des structures primaires des enzymes (Ambler) et l’autre

fonctionnelle basée sur le spectre d’hydrolyse des enzymes (Bush). Les deux types de

classification sont montrées dans le tableau VI.

6.3.1.1. Les ß-lactamases à spectre étendu (BLSE)

Au début des années 1980, la première BLSE plasmidique, dérivant de la pénicillinase

SHV-1, fut identifiée en Allemagne dans une souche de K. pneumoniae (KNOTHE et al.,

1983).

Jusqu’à la fin des années 90, d’autre BLSE étaient principalement identifiées dans des

souches de K. pneumoniae en milieu hospitalier. Ces BLSE dérivaient des pénicillinases a`

spectre restreint TEM et SHV, dont le spectre d’hydrolyse était élargi par la sélection de

mutations ponctuelles localisées au niveau du site actif de l’enzyme (ARLET et al., 1994 ;

CARRER et NORDMANN, 2011).

Classiquement, les BLSE sont définies comme des enzymes appartenant à la classe A

(à l’exception des BLSE de type OXA classe D) de la classification d’Ambler, capables

d’hydrolyser les pénicillines, céphalosporines de première, deuxième, troisième et quatrième

génération et l’aztréonam. Elles sont inhibées in vitro par les inhibiteurs des β-lactamases

(acide clavulanique, tazobactam et sulbactam). Par contre, les BLSE sont sensibles aux

céphamycines (céfotétan et cefoxitine) ainsi qu’aux carbapenèmes. Une co-résistance avec les

aminosides, les tétracyclines et les fluoroquinolones est fréquente (LIVERMORE, 1995).

Les bactéries possédant des BLSE sont dites multirésistantes. Il s’agit d’un mécanisme

de résistance de type plasmidique, et donc transmissible à d’autres bactéries. La présence de

ce type de mécanisme de résistance au sein de souches pathogènes fait peser un risque majeur

d’inadéquation thérapeutique et donc d’échec thérapeutique et est également un facteur de

diffusion. Au sein des entérobactéries, Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli sont les

deux espèces les plus fréquemment porteuses de ces mécanismes de résistance. Toutefois, ces

enzymes ont été retrouvées au sein de nombreuses autres espèces bactériennes,

entérobactéries et bacilles non fermentant (tels que Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter

baumannii) (JACOBY et MUNOZ-PRICE, 2005 ; SCHWABER et CARMELI, 2007).
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Classe
moléculaire(Am

bler)

Groupes
fonctionnelles

(Bush et al 2010)

Type de β lactamase et exemples
représentatifs

Bactéries impliquées
Inhibition par l’acide

clavulanique
Inhibition par

L’EDTA
β lactamines
hydrolysées

β lactamines stables

β- lactamases à
sérine active

Classe A

2a Pénicillinases
Bactéries à Gram

positif
++ -

Pénicillines sauf
pénicillines M

pénicillines M,
C1G,carbapénèmes

2b
β- lactamases à large spectre TEM-1 et 2, et

SHV1
plasmidique s et chromosomiques

Bactéries à Gram
négatif

++ -
Amino, carboxy et

uréido-penicillines, C1G,
C2G

Céphamycines, C3G,
moxalactam,aztréonam.

2be
β- lactamases à spectre élargi aux C3G et à
l’azréonam SHV2 à 9, TEM3 à 29, VEB1

plasmidique

Entérobactéries,
Pseudomonas
aeroginosa.

++ -
Idem 2b + C3G et

aztréonam
Céphamycines,

moxalactam,aztréonam

2br
β- lactamases à large spectre résistant à l’acide

clavulanique TRI : dérivé de TEM30à 41,
plasmidique

Entérobactéries - -
Idem 2b + association
aux inhibiteurs de β-

lactamases
Idem 2b

2c
Carbénicillinases PSE1, PSE3, PSE4

plasmidique
Bactéries à Gram

négatif
+ Idem 2b Idem 2b

2e
Céphalosporinases chromosomiques,

cefuroximase
Bactéries à Gram

négatif
++ -

Amino, carboxy et
uréido-penicillines, C1G,

C2G certains C3G

Ceftazidime,
céphamycines,Aztréonam,

carbapénèmes.

2f
Carbapénémases à site actif sérine, IMI -1,

NMC –A, chromosomique
Entérobactéries +

Idem 2b + aztréonam,
carbapénèmes, certains

C3G
Certaines C3G

Classe C 1
Céphalosporinase AmpC chromoso

(entérobactéries, Pseudomonas,) plasmidiques
(CMY,FOX,MOX, MIR1….)

Bactéries à Gram
négatif

- -
Toutes les β lactamines
sauf les carbapénèmes

carbapénèmes

Classe D 2d
Oxacillinases OXA1 à 20 plasmidiques et

chromos
Bactéries à Gram

négatif
V -

Idem 2b parfois C3G
aztréonam ou carbap

Pas de classe
attribuée

4
Enzymes indéterminées, Ex : enzymes

chromos C.jejuni, C.cepacia
Espèces variées - variable Variable

β- lactamases
Zinc –

dépendances
Classe B

3
métallo βlactamases IMB1/3 chromo ou

plasmidique
Bactéries à Gram

négatif
- ++

Large profil de substrat
dont les carba

Variable

Tableau VI : Classification des β-lactamases d’après Bush-Jacoby-Mrdeiros.
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Les BLSE sont devenues un problème important car ils sont généralement codés par

plasmide, ce qui facilite un taux élevé de transfert horizontal entre les différents espèces

bactériennes (BOUCHILLON et al., 2004).

6.3.1.1.1. Différents types de BLSE

Elles sont classées selon leurs types moléculaires, les plus fréquents étant les types

TEM, SHV, CTX-M :

 BLSE de type TEM (Temoneira)

La première β-lactamase plasmidique de type TEM (TEM-1) a été isolée en 1965,

en Grèce, à partir d’une souche d’E. coli isolée chez une patiente nommée Temoneira, d’où la

nomination. TEM est l'élément génétique primaire impliqué dans l'évolution des mécanismes

de résistance BLSE.

Des substitutions d’acides aminées peuvent entraîner une importante modification de

l’affinité de l’enzyme. La majorité des BLSE de ce type dérivent par quatre à sept mutations

ponctuelles de l’enzyme originale (TEM-1 ou TEM-2). Ces mutations touchant le gène blaTEM

rendent l’enzyme capable d’hydrolyser les C3G, mais sensible à l’action des inhibiteurs tel

que l’acide clavulanique.

Cependant, d’autres mutations peuvent conférer la résistance aux inhibiteurs. Ces

variant sont appelées TRI (TEM résistantes aux inhibiteurs). Les enzymes dérivées par

mutations permettant d’hydrolyser à la fois les C3G et les inhibiteurs sont de plus en plus

fréquentes (RODRIGUEZ-VILLALOBOS et STRUELENS, 2006).

Actuellement, il y a plus de 220 variant de blaTEM qui ont été identifiés. Les plus

fréquents TEM-3, TEM-5, TEM-10 ; TEM-12, TEM-26 et TEM-52. Aux États-Unis, les

variant à spectre étendu de type TEM les plus courants sont TEM-10, TEM-12 et TEM-26

(MUNOZ-PRICE et JACOBY, 2013). La figure 4 montre les différentes BLSE dérivées de

TEM.
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Figure 4: Les BLSE dérivées de TEM (AMBLER et al., 1991).

 BLSE de type SHV (Sulfhydryl variable)

Les enzymes BLSE de type SHV dérivent par mutations ponctuelles de l’enzyme

originale SHV-1 qui correspond à un gène blaSHV de pénicillinase chromosomique de K.

pneumoniae transposé sur un plasmide (BRISSE et VERHOEF, 2001 ; HAEGGMAN et al.,

2004).

Structurellement, les séquences primaires des enzymes TEM-1 et SHV-1 présentent

un degré de similitude moléculaire de l’ordre de 68 % (TZOUVELEKIS et BONOMO, 1999).

Les enquêtes récentes sur les souches résistantes en Europe et en Amérique ont

montrées l’implication des membres de la famille SHV. SHV2, SHV5 et SHV12 sont parmi

les éléments les plus courants de cette famille (PATERSON et al., 2003 ; NEWIRE et al.,

2013 ; TIMOFTE et al., 2014).

Actuellement, plus de 185 variant SHV ont été décrits. La majorité des BLSE de type

SHV sont caractérisées par la substitution de résidus d’acides aminés (JACOBY et BUSH,

2013).

La présence de la séquence d’insertion IS26 sur le gène SHV faciliterait l’acquisition

du phénotype BLSE (HAMMOND et al., 2005).
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NEWIRE et al (2013) ont démontrés la présence SHV-12, SHV-5 et variant SHV-2

pour la première fois en Egypte. SHV-12 est associée à une résistance de haut niveau pour

céftazidime chez K. pneumoniae.

Les différents points de substitution des différents variant sont représentés dans la

figure 5. Le résidu sérine à la position 238 ainsi que le résidu lysine à la position 240 sont

indispensable à l’hydrolyse de la céfotaxime et de la céftazidime respectivement (ELHANI,

2012). Les variant les plus répandus au niveau mondial sont SHV-5 et SHV-12 (MUNOZ-

PRICE et JACOBY, 2013). La figure 5 montre les différents types de BLSE dérivées de SHV

Figure 5 : Les BLSE dérivées de SHV (BRADFORD, 1999).

 BLSE de type CTX-M (Cefotaximase-Munich)

Les nouvelles β-Lactamases à spectre élargi non TEM non SHV dénommées CTX-M

d’origine de l’espèce klyuvera (entérobactérie de l’environnement) avec BLSE chromosomique, ont

été décrites initialement au Japon en 1986 (FEC-1) pour« Fecal E. coli », encore en Allemagne et

France en 1989 (CTX-M-1) caractérisée chez une souche E. coli résistante au céfotaxime. Les

CTX-M ont été nommées en raison de leurs spectre d’activité, elles hydrolysent préférentiellement

la céfotaxime, d’où leur nom de céfotaximases que des autres céphalosporines de troisième

génération (BONNET, 2004).
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Les CTX-M sont classés en 6 groupes phylogénétiques distincts : CTX-M-1, CTX-M

2, CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-25 et CTX-M-45 (ROSSOLINI et al., 2008). Le variant

CTX-M-15 appartient au sous-groupe CTX-M-1 et dérivé de CTX-M-3. Sa séquence

protéique présente une mutation ponctuelle en position 240 qui conduit à une plus forte

hydrolyse de la céftazidime comparée à celle du céfotaxime. Les CTX-M sont plus fortement

inhibées par le tazobactam que par l’acide clavulanique. Les CTX-M-15 concernent

maintenant l’ensemble des Entérobactéries, notamment K. pneumoniae (POIREL et al., 2002 ;

ELHANI, 2012).

La dissémination horizontale des gènes codant pour les enzymes CTX-M s’effectue

via des plasmides conjugatifs mais aussi via d’autres éléments génétiques comme les

intégrons et les séquences d’insertion ISEcp1.Cette propriété explique la dissémination facile

de ces enzymes dont l’importance augmente par rapport aux autres types de BLSE notamment

TEM et SHV (BRADFORD, 2001 ; ARPIN et al., 2007).

Nombreuses études ont déjà été rapportées au Nord d’Algérie, sur la présence de β-

lactamases CTX-M-3 et CTX-M-15 : à Tlemcen, Oran, Alger, Bejaïa, Tizi-Ouzou, Sétif,

Constantine et Annaba (NAAS et al., 2005 ; RAMDANI-BOUGUESSA et al., 2006;

IABADENE et al., 2008 ; MESSAI et al., 2008 ; IABADENE et al., 2009 ; MERADI et al.,

2011; GHAROUT-SAIT et al., 2012 ).

Plus de quarante membres de CTX-M ont été récemment identifiés CTX-M-14, CTX-

M-3 et CTX-M-2 sont les plus répandu (HUANG et al., 2015 ; BAEZ et al., 2016 ; KIM et

al., 2016 ).

Des études antérieures de caractérisation moléculaire sur TEM, SHV, les gènes CTX-

M et de leurs dérivés, par exemple blaTEM-1 et blaSHV-12, ont montré qu'ils sont

épidémiologiquement liés, et sont à la fois porté par un plasmide (BAGATTINI et al., 2006).

Avec plus de 220 variant de blaTEM et 172 différents blaCTX-M rapportés à ce jour,

ces sites à sérine (blaTEM et blaCTX-M) représentent les β-lactamases les plus répandues parmi

les entérobactéries (MUDSSER et al., 2016).

 Autres BLSE

D'autres types de BLSE rares ont été découvert principalement chez Pseudomonas

aeruginosa et à un nombre limité de sites géographiques qui ont une distribution moins large.

Elles sont caractérisées par un haut niveau de résistance à la céftazidime et parfois à
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l’aztréonam plutôt qu’au céfotaxime. On peut citer PER1 qui est une BLSE fréquente chez

les espèces appartenant au genre des Acinetobacter multirésistants trouvés dans les isolats

cliniques en Turquie, en France et en Italie.

PER1 hydrolyse efficacement les pénicillines, les céphalosporines et sensible à

l’inhibition de l’acide clavulanique. VEB 1 et VEB 2 sont d’autres BLSE mineurs qui ont

était trouvés en Asie du Sud- Est de même que GES-1, GES-2 et IBC-2 trouvés en Afrique

du Sud, France et Grèce dont GES décrites chez K.pneumoniae (BRADFORD, 2001 ;

ARLET et PHILIPPON, 2003; WELDHAGEN et al., 2003 ; PHILIPPON et ARLET, 2006).

D’autres BLSE très rares, tels que BES-1, IBC-1, SFO-1, et TLA-1, ont été découvert

que dans les entérobactéries.

Les BLSE de type OXA de classe D, ont été trouvés principalement chez P.

aeruginosa en Turquie et en France. Elles Ont une grande activité catalytique pour la

cloxacilline, l’oxacilline et la méticilline. Les principaux membres de la famille OXA sont

relativement insensibles à l'acide clavulanique. Certains d'entre eux ont une résistance

principalement à la céftazidime, mais OXA-17 montre une plus grande résistance au

céfotaxime et céfépime que de la céftazidime.

Douze BLSE dérivés d’OXA-10, OXA-1 ou OXA-2 par des substitutions d'acides

aminés sont actuellement connus (BRINAS et al., 2002 ; VATCHEVA-DOBREVSKA et al.,

2013).

6.4. La multirésistance de K.pneumoniae aux antibiotiques

La découverte et l’utilisation de nombreux antibiotiques ont été à l’origine de quelques

uns des plus grands succès de la médecine. L’usage abusif d’antidotiques a entrainé

l’émergence et la diffusion de la multirésistance dans les populations humaines et animales,

ce qui constitue un problème de santé publique préoccupante.

K.pneumoniae fait partie des souches cliniques ayant contribuées à la dissémination

rapide des gènes de résistance. Son génome est le support de plusieurs gènes de résistance.

La résistance aux β-lactamines par système d’efflux est souvent couplée à une

diminution de la perméabilité, l’association de ces deux mécanismes peut entraîner une

résistance à haut niveau et simultanée vis-à-vis d’antibiotiques structuralement non reliés,

constituant ainsi de véritables systèmes de multirésistance (BIALEK-DAVENET et al., 2011 ;

ROBIN et al., 2012).
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Des souches de K.pneumoniae BLSE sont également résistantes fluoroquinolones.

Cette résistance était secondaire à des mutations chromosomiques.

Les entérobactéries, sont particulièrement efficaces pour échanger de l’information

génétique, et la résistance aux antibiotiques de ces espèces est souvent due à l'acquisition de

gènes étrangers. Ces gènes ont été capturés à partir du chromosome d'espèces différentes.

Ces mobilisations impliquent deux types différents d'éléments génétiques mobiles.

Ceux qui sont capables de transférer ou de capter des gènes entre les molécules d'ADN tels

que les séquences d'insertion, les transposons, ou les cassettes des intégrons et ceux qui

permettent de transfert d'ADN entre cellules, tels que les plasmides conjugatifs et

mobilisables ou les éléments intégratifs conjugatifs (ICE).

L’apparition et la fréquence croissante de souches sécrétrices de plusieurs ß-

lactamases constituent un autre phénomène inquiétant. Ainsi, l’enzyme CTX-M-15 est

souvent associée à des pénicillinases TEM-1 et/ou OXA-1.

Le plus souvent, les souches qui produisent KPC expriment également d’autres ß-

lactamases, dont de nombreux types de BLSE (TEM, SHV, CTX-M et possèdent un certain

degré de résistance par imperméabilité. Il est de même pour les souches productrices de

métallo-ß-lactamases ou d’oxacillinase OXA-48 (KASSIS-CHIKHANI et al., 2006 ;

NORDMANN et POIREL, 2011).

6.5. Méthodes de détection de la production de BLSE

La détection de BLSE s’effectue par des différentes techniques qui sont divisées en

deux catégories, les méthodes phénotypiques et les méthodes génotypiques.

6.5.1. Méthodes phénotypiques

Différents tests phénotypiques spécifiques ont été mis au point pour détecter la

production de BLSE. Le principe est basé sur l'utilisation d’une céphalosporine de 3eme

génération et d’un inhibiteur de β-lactamases, généralement l’acide clavulanique (WIEGAND

et al., 2007).

6.5.1.1. Test de synergie

Le test consiste à rechercher une image de synergie entre un disque d’antibiotique

contenant un inhibiteur de β-lactamases(Amoxicilline+ Acide clavulanique) entouré à 30 mm

d’un disque C3G (céftriaxone, céftazidime et céfotaxime), C4G (cefépime) ou un

monobactame (aztréonam).
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La présence d’une BLSE est mise en évidence par l’observation d’une image de

synergie sous forme dite « bouchon de champagne » (RAHAL, 1999).

6.5.1.2 Bandelettes E-test® BLSE

Les bandelettes Etest® BLSE contiennent un gradient de C3G à une extrémité de la

bande et un gradient d’une C3G combinée avec l’acide clavulanique à l'autre extrémité.

Le test est positif lorsque la valeur de la CMI de l’antibiotique testé est réduite de plus de trois

dilutions en présence de l'acide clavulanique (CORMICAN et al., 1996).

6.5.1.3. Le test Vitek

Il s’agit d’une méthode automatisée pour la détection des BLSE (BioMerieux Vitek,

Hazelton, Missouri). La carte Vitek pour BLSE utilise la céftazidime ou le céfotaxime seul

(0,5μg/ml) et en combinaison avec l’acide clavulanique (4μg/ml). La réduction de la

croissance dans les puits contenant l’acide clavulanique comparée à ceux contenant les

céphalosporines seules indique la présence de BLSE. La sensibilité et la spécificité de ce test

sont supérieures à 90%.

L’avantage certain de ce test est qu’il peut être facilement intégré dans les différents

processus des laboratoires qui utilisent déjà le système Vitek (WIEGAND et al., 2007).

6.5.1.4. Tests complémentaires

 Test du double disque (appelé aussi test espagnol)

Ce test est un test de confirmation de la présence d’une BLSE. Une différence de 5

mm de dans le diamètre d’inhibition autour du disque combiné (C3G +Acide clavulanique)

comparativement à la C3G seule signifie la présence d’une BLSE (CARTER et al., 2000).

 Test à la cloxacilline

Le test cloxacilline est effectué pour identifier une BLSE associée à une

céphalosporinase déréprimée. La cloxacilline ajoutée au milieu pour antibiogramme Mueller-

Hinton inhibe très fortement toutes les céphalosporinases hyperproduite. La présence d’une

BLSE est confirmée s’il y a restauration de l’activité C3G et apparition d’une image de

synergie (PHILIPPON et ARLET, 2006 ; DRIEUX et al., 2008 ).
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 Test du rapprochement des disques

Lorsqu'un second mécanisme de résistance est susceptible de masquer la présence de

l'image de BLSE (exemple : TRI), il est possible de retrouver cette image de synergie en

rapprochant du disque contenant l'acide clavulanique et les disques de C3G ou d'aztréonam

(15 ou 20 mm centre à centre (RAHAL, 2000).

6.5.2. Méthodes génotypiques

Plusieurs méthodes génotypiques sont utilisées: l’utilisation des sondes d’acides

désoxyribonucléiques, la « Polymerase Chain Reaction » (PCR) avec plusieurs variantes,

l’oligotypage, la « Ligase Chain Reaction », et le séquençage des nucléotides.

La PCR en temps réelle est la méthode la plus utilisée pour le diagnostique

moléculaire des BLSE. Ces techniques en plus de la détection permettent aussi de caractériser

les BLSE (KAMPKE et al., 2001).

6.6. Mécanismes génétique de transfert de gènes de résistance

L’évolution de la résistance aux antibiotiques confère des avantages de survie des

micro-organismes (défenses immunitaires, résistances aux biocides et aux antimicrobiens,

transfert élevé des plasmides dans l’environnement) ce qui inclus des gènes de résistances aux

antibiotiques.

Les éléments génétiques conférant un transfert horizontal facile, en raison de la

proximité de ressemblance génétique entre les bactéries de la famille des Enterobacteriaceae

(HENNEQUIN et al., 2012 ; SOTO, 2013).

Les gènes de résistances aux antibiotiques sont transportés par des supports génétiques. Il

existe trois mécanismes de transfert horizontal de gènes qui se produit dans la nature, ces

mécanismes sont la conjugaison, la transduction et la transformation (MOUBARECK et al., 2003).

 La conjugaison

La conjugaison c’est le transfert d’ADN au cours d’un contact physique entre bactérie

donneuse et receveuse grâce aux pili sexuels. Cette dernière qui a reçu l’ADN d’une cellule

donneuse s’appelle un transconjugant.
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 La transduction

La transduction c’est le transfert d’ADN entre deux cellules bactériennes par

l’intermédiaire d’un phage.

 La transformation

La transformation c’est l’intégration d’un fragment d’ADN étranger dans une cellule,

ce qui peut entrainer une modification héréditaire du phénotype de l’organisme receveur

(SINGLETON, 2005).
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Actuellement, plusieurs questions se sont soulevées concernant la sécurité et

l’efficacité des antibiotiques utilisés en médecine humaine et vétérinaire (ISERIN, 2001 ;

MATYAR et al., 2008).

L’usage abusif et inapproprié des antibiotiques ont entraîné la forte adaptabilité des

souches bactériennes et la sélection des souches multirésistantes.

Face à ces problèmes de multirésistance, les scientifiques se sont orientés vers la

recherche de nouvelles molécules de diverses origines.

Les plantes médicinales constituent la source la plus importante de molécules à

activité antimicrobienne. Les principes actifs issus des plantes utilisés sont principalement les

composés phénoliques, huiles essentielles, terpènes et les acides.

Inula viscosa est une plante aromatique largement utilisé en phytothérapie du fait de

sa richesse en composés organiques naturels qui inhibent la croissance des micro-organismes

pathogènes (PAGES, 2003 ; HAMILTON-MILLER, 2004).

1. Description de la plante

Le nom Inula viendrait du grec : Inéo qui signifié-je purge (allusion à une propriété

thérapeutique de la plante) et Viscosa veut dire visqueuse : Aunée visqueuse. Est une plante

très anciennement connue, elle a été utilisée au moyen âge jusqu’à nos jours pour ses vertus

médicinales variées.

La plante Inula viscosa (Aiton. L), définie par Aiton. L dans le guide botanique «

Medicinal and Culinary » son synonyme Dittrichia viscosa Greuter « compositeae »

(FOURNIER, 1947; FAURON et al., 1983).

C’est une plante vivace, elle pousse dans les champs « sauvages » dans les alentours

du bassin méditerranéen (Europe, Asie et en Afrique), dans les collines, les zones humides,

les bords de la route, les sols secs et calcaires, on la trouve aussi dans les sols salés, et les

bords de cours d’eau (BAYTOP, 1984 ; AL-YAHYA, 1998 ; WENQIAO et al., 2004).

Inula viscosa (L) est une plante annuelle, herbacée, visqueuse et glanduleuse, à odeur

forte, elle est réputée être un insecticide végétal qui combat la Mouche d’Olivier (Bactrocera

oleae), elle appartient à la famille des Astéracées (Composées). Elle peut atteindre de 50 cm à

1m de hauteur et présente des capitules à fleurs jaunes très nombreux au sommet de la tige.
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La floraison commence à la fin d’été et le début d’automne. Les fleurs périphériques sont

liguliformes, celles du centre sont tubulaires. Les fruits sont des akènes velus à aigrette

grisâtre.

Les feuilles sont ondulées, entières ou dentées, aiguës, sinuées, les caulinaires

amplexicaules, plus largement lancéolées, les capitules assez gros en longues grappes

pyramidales (QUEZEL et SANTA, 1963).

2. Taxonomie

Règne : Plantae

Embranchement : Magnoliophyta

Sous embranchement : Angiospermes

Classe : Magnoliopsida

Sous classe : Gamopetales

Ordre : Asterales

Famille : Astéracées (composées)

Genre : inula

Espèce : viscosa- L-AIT

Synonymie : Dittrichia viscosa

Nom commun : Inule, aunée visqueuse

Noms vernaculaires : Magramane ou amagramane (FOURNIER, 1947).

3. Les principes actifs d’Inule visqueuse et leurs activités biologiques

Le métabolisme d’Inula viscosa donne naissance à une grande variété de métabolites

secondaires. Ses feuilles secrètent un mélange de résines tout en long de leur vie. Ces exsudats se

composent de plusieurs flavonoïdes aglycones, ainsi que de nombreux terpenoïdes, les huiles
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essentielles, sesquiterpènes lactones, les flavonoïdes, alcaloïdes, coumarines, tanins, stérols, et

saponosides (STAVRIANAKOU et al., 2006 ; BOUMAZA, 2011).

3.1. Les flavonoïdes

Le nom flavonoïde provient du terme flavedo, désignant la couche externe des écorces

d’orange. cependant d'autres auteurs supposaient que le terme flavonoïde a été plutôt prêté du

flavus ; (flavus=jaune) (KARAALI et al., 2004 ; MALESEV ETKUNTC, 2007 ;

BRUNETON, 2009).

Les flavonoïdes sont des polyphénols complexes considérés comme des pigments

quasi universels des végétaux dont la structure est constituée de deux noyaux aromatiques et

d'un hétérocycle oxygéné. Ce sont des dérivés du noyau flavone ou 2-phényl chromone

portant des fonctions phénols libres, éthers ou glycosides. Chez le genre Inula on trouve des

flavonoïdes glycosylés, et des flavonoïdes aglycones.

Structuralement, les flavonoïdes se répartissent en plusieurs classes de molécules, dont

les plus importantes sont les flavones, les flavonols, les flavanones, les dihydroflavonols, les

isoflavones, les isoflavanones, les chalcones, les aurones et les anthocyanes (VERMERRIS et

NICHOLSON, 2006). La figure 6 ainsi que le tableau VII montrent les structures chimiques

des flavonoïdes isolés d’Inula viscosa.

Figure 6 : Structures chimique des flavonoïdes isolés d’Inula viscosa (BICHA, 2003).
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Tableau VII structures chimique des flavonoïdes isolés d'Inula viscosa (BICHA, 2003).

Composés R1 R2 R3 R4

Apigénine H H H OH

Quercétine OH OH H OH

Genkwanine H H H OCH3

Hispiduline H H OCH3 OH

3-O-méthylquercétine OCH3 OH H OH

3-O-méthylkaempferol OCH3 H H OH

Les flavonoïdes constituent un groupe de substances très importantes présentent un

grand intérêt dans beaucoup de domaines. Ils sont connues pour leurs diverses propriétés

biologiques telles que antioxydante, anti-inflammatoire, antibactérienne, antifongiques,

inhibitrice, antihépatotoxique, antitumorale, antihypertensive, antivirale et antiallergique,

ainsi sont destinés à l’utilisation dans les industries pharmaceutiques, agroalimentaires et

cosmétiques (ANDERSSON et al., 1996).

Les flavonoïdes d’Inula viscosa ont montrés leur efficacité comme substances

antibactériennes vis-à-vis des souches staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa et Proteus vulgaris. Cette propriété serait due à une inhibition des enzymes

bactériennes, du fait de la réaction d’addition avec le groupement thiol ou amine (PARIS et

MOYSE, 1965).

3.2. Les sesquiterpènes lactones

Les sesquiterpènes lactones ont une distribution botanique assez sporadique, présentes

chez les angiospermes, et très majoritairement chez les composées (Astéracées).
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Sont fréquemment localisées dans les poils sécréteurs situés au niveau des feuilles, des

tiges et des bractées de l’inflorescence. Ce sont des sesquiterpènes (classe de terpène formée

de 3 unités isoprènes et a comme formule (C15H24) à fonction lactone (BRUNETON, 1993).

Des investigations phytochimiques réalisées sur le genre Inula ont permis d'isoler

plusieurs sesquiterpènes lactones.

Les sesquiterpènes d’Inula viscosa, sont des molécules à pouvoir fongicide ont mis en

évidence une action antifongique contre les dermatophytes et candida albicans ainsi qu’une

action antibactérienne contre certains Gram positifs, Gram négatifs et mycobactéries

(DENDOUGUI, 1989; BICHA, 2003). La figure 7 montre les structures chimiques des

sesquiterpènes lactones isolés d’Inula viscosa.

Figure 7 : Structures chimique des sesquiterpènes lactones isolés d’Inula viscosa

(DENDOUGUI, 1989 ; BICHA, 2003).

3.3. Les terpènes

Les terpènes (Terpénoïdes) sont des constituants habituels des cellules végétales,

impliqués ou non dans des fonctions métaboliques essentielles. L'étude de leur métabolisme

connaît un regain d'intérêt par suite du développement des méthodes analytiques auxquelles

est venu s'ajouter l'outil moléculaire. Ce sont des métabolites secondaires résultant de la

condensation d’unités isopréniques à 5 atomes de carbone (PARIS et MOYSE ,1965).
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Les terpènes sont présents chez tous les êtres vivants et possèdent des structures, des

propriétés physiques et chimiques et des activités biologiques très diverses et plusieurs d'entre

eux sont exploités à l'échelle industrielle.

Des travaux effectués sur certaines espèces du genre Inula tels que Inula viscosa ont

permis d'isoler des tritérpènes. La figure 8 montre les structures chimiques des triterpénes

isolés d’Inula viscosa.

Figure 8 : Structures chimique des triterpénes isolés d’Inula viscosa (OKSÖZ, 1976;

BOHLMAN, 1977).

3.4. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont volatiles et odoriférantes. Ses caractéristiques joueraient un

rôle dans la communication chimique. Elles peuvent également constituer un moyen de

défense vis-à-vis des prédateurs donc elles ont des diverses propriétés thérapeutiques.

D’après l’AFNOR et ISO : « l’huile essentielle est le produit obtenu à partir d’une

matière première d’origine végétale, soit par entraînement à la vapeur, soit par des procédés

mécaniques à partir de l’épicarpe frais de certains agrumes, soit par distillation. L’huile

essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques » (ISO, 1997 ;

AFNOR, 2000).

La composition chimique de l’huile essentielle obtenue à partir des parties aériennes

fleuries d’Inula viscosa, a été analysée par chromatographie CG/MS. Parmi les constituants

identifiés qui représentent 60% de l’huile, les sesquiterpènes alcooliques fokienol (38.8%) et

(E)-nerolidol (7.1%) sont les principaux composants.

Les huiles essentielles ont un spectre d’action très large puisqu’elles inhibent aussi

bien la croissance des bactéries que celles des moisissures et des levures. Leur activité
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antimicrobienne est principalement en fonction de leur composition chimique, et en

particulier de la nature de leurs composés volatils majeurs.

Elles agissent en empêchant la multiplication des bactéries, leur sporulation et la

synthèse de leurs toxines. Pour les levures, elles agissent sur la biomasse et la production des

pseudomycelium alors qu’elles inhibent la germination des spores, l’élongation du mycélium,

la sporulation et la production de toxines chez les moisissures.

L’effet antibactérien des huiles essentielles d’inule visqueuse est proportionnel à sa

concentration, ont montrées une activité antibactérienne vis-à-vis des souches pathogènes

multirésistantes, il s’agit de K.pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, E. coli, Staphylococcus

aureu, Staphylococcus epidermidis et Lesteria innocua (STAVRIANAKOU et al., 2006;

KHEYAR et al., 2014).

L’activité antifongique des huiles essentielles des feuilles et des fleurs, de la plante

entière et de la plante entière sans fleurs d’Inula viscosa contre les moisisseurs,

dermatophytes, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton terrestre et Candida spp. La

cible principale de cet effet est l’inhibition de la synthèse d’ergostérol et par conséquent,

l’inhibition de la synthèse de la chitine constituant de la paroi des dermatophytes

(CAFARCHIA et al., 2002 ; FRANCO-MICAN et al., 2008 ; BSSAIBIS et al.,2009).

Ces résultats présentent aussi un intérêt pour l’utilisation de cette l’huile à des

applications en phytosanitaire comme un procédé de lutte biologique basé sur les substances

naturelles (BOUMAZA, 2011).

Les applications des huiles essentielles dans la vie courante touchent divers domaines

en particulier, la cosmétologie, parfumerie et l’industrie agro-alimentaire (MAPOLA, 2003).

4. Activités des extraits brutes d’Inule visqueuse

Les extraits éthanoliques et méthanoliques des feuilles d’inula viscosa ont des activités

antibactériennes, ils inhibent efficacement certaines souches résistantes telles que

Staphylococcus aureus, Serratia marcescens, Klebsiella pneumoniae, E. coli et Salmonella

Paratyphi A. Les souches de Klebsiella pneumoniae et Staphylococcus aureus sont présentés

la plus grande sensibilité aux extraits divers (LAGHRIFI et al., 2013).
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Plaies

L'application des feuilles fraîches, ou leurs poudres sur des plaies

ouvertes et des brûlures ont un effet anti hémorragique, antiseptique et

anti inflammatoires ainsi favorise une cicatrisation plus rapide.

Les peaux sèches,
Rugueuses et

mycoses cutanées

La poudre des feuilles Inula viscosa séchées est appliquée à l'extérieur
des parties touchées du corps on les mélangeant avec de l'huile.

Hémorroïdes
Une application conçue à base des feuilles broyées, mélangées avec de

l’huile a montrée son efficacité contre ce genre de trouble.

L'hypertension
artérielle, le
diabète et

néphropathies
Consommation de l’extrait d’Inula viscosa après décoction.

Bronchites et les
infections

respiratoires

Consommation de l’extrait d’Inula viscosa après l’infusion.

Contre les maux de
tête

chauffer la plante dans un couscoussier, l’asperger d’huile d’olive et
l’appliquer, enrouler dans un linge, sur les parties à traiter.

Analgésique
dentaire

Mastication des feuilles

Contre les odeurs
des pieds Etaler quelques feuilles à l’intérieur des chaussures avant de les mettre.

Antipyrétique et
lutte contre le

paludisme

Inule visqueuse est utilisée dans la médecine populaire comme
antipyrétique en tisanes ou en bains dans la lutte contre le paludisme.

Tableau VIII: Les applications de l’inule visqueuse et ses principes actifs (FOURNIER,

1947 ; NISSIM, 1982; DJERROUMI et NACEF, 2004).
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5. Méthodes d’extraction des principes actifs

Les méthodes d’extraction sont basées sur la séparation sélective d’un ou de plusieurs

composés d'un mélange sur la base de propriétés chimiques ou physiques. On distingue

l’extraction liquide-liquide et l’extraction solide-liquide.

L'extraction liquide-liquide est une mise en œuvre de l'extraction par transfert entre

deux phases liquides. Quant à l’extraction solide-liquide, Il s'agit d'extraire une substance

présente dans un solide pour la faire passer dans un solvant. Les cas les plus simples

correspondent à la décoction, l’infusion et la macération (GHEORGHIADE et al., 2006).

Les principes actifs d'une plante médicinale sont des agents chimiques doués d'une

activité biologique. La présence de ces composants souvent en quantité extrêmement faible

dans la plante impose des séparations généralement délicates.

La décoction, l’infusion et la macération sont les méthodes de séparation les très

utilisées pour l’extraction globale des principes actifs et qui sont suivies par des série de

séparation chromatographique pour atteindre une matière pure d’un principe actif.

 Décoction

La décoction est une méthode d'extraction des principes actifs d'une préparation

généralement végétale par dissolution dans un solvant approprié (généralement l’eau), ce qui

suppose que ces substances ne soient pas thermolabiles. Le tout est porté à l’ébullition pour en

extraire les principes actifs et maintenu à température pendant un temps variable. Elle

s'applique généralement aux parties les plus dures des plantes : racines, graines, écorce

(LUICITA, 2006).

 Infusion

L’infusion est une méthode d'extraction des principes actifs ou des arômes d'un

végétal par dissolution dans un liquide initialement bouillant que l'on laisse refroidir. Le

solvant n'est pas nécessairement de l'eau, cela peut être également une huile ou un alcool

(LUICITA, 2006).
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 Macération

La macération consiste à laisser tremper une plante sèche dans un solvant approprié

pendant plusieurs heures, jours, voire semaines. L'intérêt de la macération est généralement la

conservation des principes actifs durant le procédé (LUICITA, 2006).

5.1. Techniques utilisées pour la séparation des huiles

Les huiles essentielles sont des produits obtenus soit à partir des matières premières

naturelles par distillation à l’eau, soit à partir des fruits de citrus par des procédés mécaniques

et qui sont séparés de la phase aqueuse par des procédés physiques.

 Extraction par hydrodistillation

Le principe de l'hydrodistillation correspond à une distillation hétérogène. Le procédé

consiste à immerger la matière première végétale dans un bain d'eau. L'ensemble est ensuite

porté à ébullition généralement à pression atmosphérique. Le mélange « eau + huile

essentielle » distille à une température inférieure à 100ºC à pression atmosphérique. L’huile

essentielle est ensuite séparée par décantation dans une fiole à décanter. La durée d’une

hydrodistillation peut considérablement variée, pouvant atteindre plusieurs heures (NAIT et

al., 2007).

 Extraction par entraînement à la vapeur d’eau

L’entraînement à la vapeur d’eau est l’une des méthodes officielles pour l’obtention

des huiles essentielles des plantes aromatiques pour l’application en médecine. A la différence

de l’hydrodistillation, cette technique ne met pas en contact direct l’eau et la matière végétale

à traiter.

La vapeur d’eau fournie par une chaudière traverse la matière végétale située au dessus

d’une grille. Durant le passage de la vapeur à travers le matériel, les cellules éclatent et

libèrent l’huile essentielle qui est vaporisée sous l’action de la chaleur pour former un

mélange "eau + huile essentielle". Le mélange est ensuite véhiculé vers le condenseur et

l’essencier avant d’être séparé en une phase aqueuse et une phase organique (l’huile

essentielle) (PARIS et HURABIELLE, 1980).
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 Extraction par micro-ondes

L’extraction par micro ondes est une technique récente d’extraction des huiles

essentielles. Son principe repose sur le faite que le micro ondes agit sur certaines molécules,

telles que l’eau, qui absorbent l’onde et la convertissent en chaleur. Ainsi dans une plante, les

micros ondes sont absorbées par les parties riches en eau telles que les vacuoles, puis

convertie en chaleur. Il en résulte une augmentation soudaine de la température à l’intérieur

du matériel. La vapeur détruit les cellules végétales et l’huile est entrainée par la vapeur

d’eau (LUICITA, 2006).

 Extraction par solvants organique (Soxhlet)

La technique d’extraction « classique » par solvant, consiste à placer dans un

extracteur un solvant volatil et la matière végétale à traiter. Grâce à des lavages successifs, le

solvant va se charger en molécules aromatiques, avant d’être envoyé au concentrateur pour y

être distillé à pression atmosphérique. Il s’agit d’une technique de concentration des principes

actifs (LUICITA, 2006).

 Extraction par solvants supercritique

L’originalité de cette technique repose sur le solvant utilisé: il s’agit du CO2 ou autres

en phase supercritique. A l’état supercritique, le CO2 n’est ni liquide, ni gazeux, et cela lui

confère un excellent pouvoir d’extraction, modulable à volonté en jouant sur la température

de mise en œuvre. Les fluides supercritiques comme le CO2 sont de bons solvants à l'état

supercritique, et de mauvais solvants à l'état gazeux (LUICITA, 2006).
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1. Matériel et méthodes

Notre étude expérimentale a été réalisée au niveau du Laboratoire de Biochimie

Analytique et de Biotechnologie(LABAB), Laboratoire de Microbiologie Appliquée, Faculté

des Sciences Biologique et Agronomique. Cette étude comporte deux parties, une partie

d’étude de microbiologie fondamentale et une autre de microbiologie Appliquée.

La partie de microbiologie fondamentale s’est axée sur l’étude du profil de sensibilité

ou de résistance aux antibiotiques ainsi que la détermination du support génétique de la

résistance aux C3G.

Quant à la partie de microbiologie Appliquée, elle est axée sur l’étude de l’activité des

différents extraits d’Inula viscosa sur des isolats cliniques de Klebsiella pneumoniae

multirésistantes.

1.1. Matériel

1.1.1. Appareillages

 Autoclave (Pb-INTERNATIONAL) ;

 Bain-marie (MEMMERT) ;

 Etuve 37°(MEMMERT) ;

 Bec-Bunsen ;

 Réfrigérateur (ENIEM) ;

 Spectrophotomètre visible (MEDLINE) ;

 Balance de précision (KERN);

 Vortex (Heidolpb BIOBLOCK) ;

 Agitateur magnétique (RÜHRO MAG) ;

 Microscope photonique à l’objectif 10,40 et 100 (HUND WETZLAR);

 Rebot cuisine (PHILIPS) ;

 Lyophilisateur (CHRIST ALPHA 1-2) ;

 Rotavapor.
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1.1.2. Verrerie et autres matériel

 Lames et lamelles ;

 Micropipettes 10, 100 et 1000 ul (Accumex SMART; Accumex PRO) ;

 Tubes à essai à vis stériles ;

 Pipettes Pasteur ;

 Ensemenceurs ;

 Râteaux ;

 Tubes eppendorf 1,5 et 2 ml ;

 Anses à boucle ;

 Boites de Pétri en plastique à 90 mm de diamètre ;

 Pipettes graduées stériles à différents volumes ;

 Ecouvillons ;

 Flacons de 200 ml stérile ;

 Spatule ;

 Barreau magnétique ;

 Seringues de 5 et 10 ml ;

 Galeries biochimiques API 20E (Biomérieux) ;

 Erlens meyers ;

 Entonnoirs ;

 Béchers ;

 Cristallisoirs ;

 Tubes ECBU ;

 Fioles de 50, 500 et 1000 ml ;

 Disques de papier wattman N° 1 ;

 La laine de verre pour filtration.
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1.1.3. Milieux de culture

 Liquide

 Bouillon nutritif ;

 Bouillon Cœur Cerveau.

 Solide

 Gélose nutritive ;

 Mac Conkey ;

 Mueller Hinton.

1.1.4. Colorants et réactifs

 Lugol ;

 Fushine diluée à 1/10 ;

 Violet de Gentiane ;

 Huile d’immersion ;

 Glycérol (80%) ;

 Disque d’antibiotiques en cartouche (Liofilchem Italy) ;

 Antibiotique CTX (poudre) ;

 Azide de sodium (poudre) ;

 Eau physiologique 9 ‰ ;

 Ethanol 90%,96% ;

 Méthanol 96% ;

 Eau distillée ;

 Dimethyl sulfoxyde : DMSO.
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1.1.5. Matériel biologique

1.1.5.1. Souches étudiées

Dix souches de Klebsiella pneumoniae issues de prélèvements cliniques provenant de

patients hospitalisés dans différents services de l’hôpital CHU NEDIR Mohamed de la ville

de Tizi-Ouzou, ont étés recueillies en 2013et 2014. Ainsi, des informations concernant chaque

prélèvement effectué ont été recueillies de manière prospective : type de service où le patient

a été admis, type du prélèvement, la date et le sexe du patient. L’isolement effectué au niveau

du Service Bactériologie Parasitologie à partir de divers produits pathologiques (pus, urines,

bronchiques) provenant de services différents tels que (hématologie, infectieux,

neurochirurgie, et urgences pédiatries).

 Une souche Escherichia coli (K12) sans plasmide utilisée comme souche réceptrice

pour la conjugaison (AZID R).

 Une souche de référence Escherichia coli ATCC 25922 utilisée pour la validité de

l’antibiogramme.

 Une souche de référence Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Les informations concernant les souches pré citées sont représentées dans le tableau VIII.

1.1.5.2. Matériel végétal

Au cours de cette étude on s’est intéressé à une plante qui est Inula viscosa prévenant

du village Ichardiouéne, région de Beni-Douala, Wilaya de Tizi-ouzou. La collecte a été

réalisée au cours du mois d’avril de l’année 2016.

Figure 9 : photo d’Inule visqueuse prise au milieu de la récolte.
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N° d’identification Sexe Service Type de prélèvement Date de prélèvement Interne /externe

Kp 6252 M Hématologie Pus 14/07/2014 Interne

Kp 825 M Infectieux Urine 28/01/2014 Interne

Kp 1115 F ND Bronchique 05/01/2014 Interne

Kp 1895 F Hématologie Pus 27 /02/2014 Interne

Kp 4683 M Neurochirurgie Pus 20/05/2014 Interne

Kp 2042 F Urgences pédiatrie Urine 11/03/2013 Interne

Kp 1212 F Pédiatrie I Urine 13/02/2013 Interne

Kp 1766 M Infectieux Urine 04/03/2013 Interne

Kp 4328 F Urgences de chirurgie Pus Mai 2014 Interne

Kp 4936 M Urologie Pus Mai 2014 Interne

E. coli K12

E. coli ATCC 25922

Laboratoire génétique de BAB

EZZOUAR

S.aureus

ATCC25923

Laboratoire de sécurité sanitaire des

aliments, Paris, France.

Tableau IX: Les informations concernant les isolats cliniques.
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1.2. Méthodes

Partie 1 : Etude fondamentale

Les souches utilisées au cours de l’expérimentation ont été conservées avec du

glycérol à 80% au congélateur à -18°C. Une étape de revivification est donc indispensable à

leur utilisation au cours de l’étude.

1.2.1. Revivification

Cette étape a pour but de remettre les souches dans leur état physiologique normal.

Une biomasse bactérienne prélevée à l’aide d’un écouvillon est introduite dans un tube

contenant 5 ml du bouillon BHIB.

Une incubation est réalisée à l’étuve à 37°C pendant 24h. Un isolement en surface sur

gélose Mac Conkey est ensuite réalisé. Des repiquages successifs sont réalisés dans le cas où

la souche n’est pas pure.

1.2.2. Vérification de la pureté

La vérification de la pureté des souches conservées se fait par l’étude macroscopique,

microscopique ainsi l’identification biochimique.

 Etude macroscopique

L’examen macroscopique est la première étape d’identification. Il a pour but de définir

huit critères (aspect, forme, chromogenèse, opacité, élévation, surface, consistance, odeur) de

Klebsiella pneumoniae.

Lecture

Les colonies apparaissent avec un diamètre de 3 à 4 mm, lisses, lactose positives,

bombées, brillantes, muqueuses, parfois filantes à l'anse de platine (LE MINOR et VERON,

1989; FRENEY et al., 2000).
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 Etude microscopique

Cette étude est réalisée par l’observation microscopique des cellules bactérienne

préalablement fixées sur une lame suivie d’une coloration. L’observation porte sur la forme

ainsi que l’agencement des cellules.

 Coloration de Gram

C’est une coloration différentielle permet de diviser le monde bactérien en deux

groupes distincts qui sont les bactéries à Gram négatif et bactéries à Gram positif.

Principe

La coloration de Gram est une coloration différentielle, elle permet de classer les

bactéries en deux groupes sur la base de la perméabilité de leur paroi à l’Alcool. Cette

perméabilité dépend de la composition de la paroi bactérienne (épaisseur de la paroi liée à sa

richesse en peptidoglycanes) et n’est pas absolue (PHILIPPE et al., 2009).

 Préparation du frottis bactérien

- Déposer une gouttelette d'eau dans la zone délimitée de la lame ;

- Flamber l'anse de platine et prélever une colonie bien isolée sur la gélose ;

- Émulsionner une petite masse de colonie dans la gouttelette d'eau puis sécher sous la

flamme ;

- Fixer le frottis.

 Etape de la coloration de Gram

- Recouvrir le frottis avec du violet de Gentiane et laisser agir pendant 1min ;

- Fixer le frottis avec le Lugol deux fois 45s ;

Figure 10 : Figure représentative de l’aspect macroscopique de Klebsiella

pneumoniae sur Mac Conkey (YU VL et al., 2007).
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- Décolorer à l’alcool à 90% pendant 30s et rincer abondement à l’eau de robinet ;

- Recouvrir le frottis avec la Fushine et laisser pendant 1min et rincer à l’eau ;

- Sécher la lame et observer au microscope photonique (objectif à immersion) au

grossissement x1000.

Figure 11 : Schéma des différentes étapes de la coloration de Gram.

Lecture

Les germes à Gram positif se colorent en violet, alors que les germes à Gram négatif

se colorent en rose (SINGLETON, 1999).

Figure 12 : Figure montrant les germes Gram - et Gram+ (PHILIPPE et al., 2009).
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 Identification biochimique des K. pneumoniae

Le but de cette étape est de procéder à une identification des souches de Kp

conservées à -18°C afin de vérifier l’absence de contamination ainsi que l’apparition

d’éventuels mutants de la souche.

Principe

L'identification des souches de K. pneumoniae est réalisée par la galerie rapide API

système (Analytical profil index). API 20 E est un système standardisé pour l'identification

des entérobactéries et autres bacilles à Gram négatif non fastidieux. Elle comporte 20

microtubes contenant des substrats déshydratés standardisés et miniaturisés, qui sont inoculés

avec une suspension bactérienne. Les réactions produites pendant la période d'incubation se

traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par l'addition de réactifs (RICHARD,

1994, SIROT et al., 2002).

Figure 13: Représentation de la Galerie biochimique API 20E (Photo prise au Laboratoire).

Protocole

 Préparation de la galerie:

- Répartir environ 5 ml de l’eau distillée dans les alvéoles pour créer une atmosphère

humide (pour ne pas avoir une déshydratation de milieu de culture lors de l’incubation

à l’étuve) ;

- Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite ;
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- Sortir la galerie de son emballage dans la zone stérile à l’aide d’une pince stérile ;

- Déposer stérilement la galerie dans la boite d’incubation.

 Préparation de l’inoculum

- A l’aide d’une pipette pasteur stérile on prélève quelques colonies bactériennes bien

isolées à partir de la gélose Mac Conkey ;

- Réaliser une suspension bactérienne dans un tube qui contient 6ml d’eau

physiologique stérile ;

- Standardisation de l’inoculum (0.08 à 0.1) à 625 nm ;

- Remplir à l'aide d'une seringue les tube et cupules des tests CIT, VP, GEL avec la

suspension bactérienne ;

- Remplir uniquement les tubes (et non les cupules) des autres tests ;

- Créer une anaérobiose dans les tests ADH, LDC, ODC, H2S, URE en remplissant

leurs cupules avec l’huile de paraffine ;

- Incuber à 37°C pendant 24h (CRONBERG et al., 1988 ; BIOMERIEUX, 2004).

Lecture

La lecture de la galerie est réalisée en se référant au tableau de lecture (annexe 4) ou

avec un logiciel (API web®), noter sur la surface de résultats toutes les réactions spontanées

puis révéler les tests nécessitant l'addition de réactifs (TDA, IND, VP).

Figure 14 : Figure montrant la lecture de la galerie API 20E de

K.pneumoniae (RENI, 2004).
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1.2.3. Détermination de profil de résistance des souches aux antibiotiques

Principe

L’antibiogramme est la détermination de la sensibilité des bactéries à l’antibiotique

en termes d’efficacité clinique. Il permet de catégoriser une souche bactérienne en classes

semi-quantitatives : sensible, intermédiaire ou résistante (SCAVIZZI et al., 2000).

L’antibiogramme est réalisé selon la Norme CLSI (Manuel de standardisation de

l’antibiogramme à l’échelle National (Médecine Humaine et Vétérinaire) 2011.

L’interprétation des diamètres d’inhibition est réalisée selon les Normes CLSI 2013 et 2014.

La technique utilisée est la méthode de diffusion des disques sur gélose Mueller-

Hinton (MH). Les bactéries croissent sur toute la surface de la gélose, sauf là où elles

rencontrent une concentration d'antibiotique suffisante qui inhibe leurs croissance.

Technique

 Préparation de milieu

La gélose Mueller-Hinton liquéfiée, coulée dans des boites de Pétri à une épaisseur de

4mm est utilisée.

 Préparation de l’inoculum

- Préparation des suspensions bactériennes (les dix souches K.pneumoniae, E. coli

ATCC 25922, E. coli K12) en ensemençant 10 ml d'eau physiologique stérile (0,9%

NaCl) à partir des cultures de 18 à 24 heures sur (GN) ;

- Standardiser l’inoculum en mesurant la densité optique par le spectrophotomètre afin

d'obtenir une culture bactérienne de 0,08 à 0,1 à une longueur d'onde de 625 nm

(équivalent à 0,5 Mc Farland) ;

- La densité de l’inoculum peut être ajustée en ajoutant de l’eau physiologique stérile

dans le cas où elle est trop chargée, ou bien de la culture bactérienne dans le cas où

elle est trop diluée ;

 Ensemencement

- A l'aide d'un écouvillon stérile, trempé dans la suspension bactérienne et essoré contre

la paroi interne du tube pour le décharger au maximum ;

- Réaliser des stries serrées à la surface d'une boite de Pétri contenant la gélose MH ;
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- Répéter l'opération deux fois en tournant la boite 60° ;

- Recharger l'écouvillon pour chaque boîte de Pétri.

 Application des disques d’antibiotiques

Les antibiotiques utilisés sont les suivants :

Amoxicilline (AML 30µg), l’association Amoxicilline + Acide clavulanique (AUG 30µg),

Céfotaxime (CTX 30µg), Céftazidime (CAZ 30µg), Cefépime (FEP 30µg), Aztreonam (ATM

30µg), Ciprofloxacine (CIP 5µg), Imipénème (IMI 10µg), Amikacine (AK 30µg),

Gentamicine (CN 10µg), l'association Triméthoprime Sulfaméthaxazole (SXT 25µg),

Chloramphénicol (C 30µg), Tétracycline (TE 30µg).

- Déposer les disques d'antibiotiques à tester sur la surface de la gélose MH à l'aide

d'une pince stérile ;

- Incuber à l’étuve pendant 18 h à 37°C.

La détection phénotypique de la présence de β-lactamases à spectre élargi consiste à

mettre en évidence une image de synergie entre un disque de céphalosporine de troisième

génération et l’acide clavulanique. La disposition des disques C3G avec l’AUG permet une

éventuelle détection de la production des BLSE par l’appariation d’une zone de synergie.

Lecture

La lecture a été faite par la mesure des diamètres des zones d'inhibition, en

comparant ces résultats aux valeurs critiques selon les Normes CLSI (2013 et 2014), les

bactéries ont été classées dans l'une des catégories: Sensible, Intermédiaire ou Résistance.

La production des enzymes BLSE se traduit par l'apparition d'une image de synergie

(Bouchon de champagne) entre les disques d'AUG et les C3G (JARLIER et al., 1988).
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Figure 15 : Schéma de dépôt des disques d’antibiotique.

1.2.4. Détermination du support génétique de la résistance aux C3G

Cette étape d’étude vise à déterminer le support génétique de la résistance aux C3G.

Les gènes de résistance peuvent êtres portés soit par des plasmides soit par le chromosome

bactérien.

Des expériences de conjugaison en milieu liquide sont réalisées afin de déterminer si

les gènes de la résistance aux C3G sont portés par des plasmides conjugatifs ou par le

chromosome.

 Principe de la conjugaison

C’est le transfert d’un plasmide conjugatif codant pour la résistance à un ou plusieurs

antibiotiques d’une souche donatrice (F+) à une souche réceptrice (F-). La souche réceptrice

doit posséder un caractère de résistance chromosomique vis à vis d’un antibiotique auquel la

souche donatrice est sensible.

La reconnaissance entre les deux souches se fait par l’intermédiaire du pili sexuel

synthétisé par la bactérie donatrice.

Afin de sélectionner les transconjugants tout en éliminant les bactéries donatrices et

les bactéries réceptrices n’ayant pas acquis le plasmide de la donatrice, la sélection s’effectue

en présence de 2 antibiotiques : l’un correspond à une des résistances transférées, l’autre

correspond à la résistance non transférable de la souche réceptrice (TOUATI et al., 2006).

Protocole

La conjugaison a été réalisée en utilisant comme souche réceptrice la souche de

référence Escherichia coli K12 résistante à l’Azide de sodium (AZID) et 10 souches de

Klebsiella pneumoniae isolats clinique MDR (Multi Drug Résistante). Les transconjugants
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sont sélectionnés sur gélose Mueller Hinton contenant du céfotaxime (CTX) et de l’Azide de

sodium (AZID) à des concentrations finales de 8μg/ml et de 300 μg/ml respectivement.

- Ensemencer Kp et K 12 dans 10 ml BHIB ;

- Incuber 24h à 37°C ;

- Isoler sur gélose Mac Conkey et incuber 24h à 37C° ;

- Ensemencer 5 ml de BHIB par une colonie de chaque souche ;

- Incuber 5h à 37°C ;

- Isoler les souches sur MH+ CTX et MH + Azide de sodium ;

- Incuber 24h à 37°C (ABOUDDIHAJ et al., 2011 ; YA LI et al., 2015).

Figure 16 : Schéma représentant le contrôle positif des souches K.pneumoniae et E. coli K12

sur MH+AZID et MH+CTX.

Lecture

Les souches K.pneumoniae sont sensibles à l’azide et résistantes à la CTX ;

E. coli K12 est résistante à l’azide et sensible à la CTX.
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- Reprendre les boites de Mac Conkey, réaliser une culture des souches sur BHIB ;

- Incuber 16h/ 37°C ;

- Mélanger donatrice-réceptrice dans un rapport 1 :10 respectivement ;

- Incuber 5h à 37C° ;

- Isoler 100µl du mélange en surface sur MH+Azide+CTX ;

- Incuber 24 à 72h à 37C°.

Lecture

La présence de colonies sur MH+Azide+CTX s’explique par l’apparition de

transconjugants issus de la conjugaison.

 Purification des transconjugants

- Repiquer les colonies de transconjugants sur BHIB+CTX ;

- Incuber 24h/37°C ;

- Isoler sur Mac Conkey +CTX ;

- Incuber 24h/37°C.

A la fin de la purification les transconjugants sont conservés sur gélose nutritive à +4°C.

Des antibiogrammes sont réalisés sur les transconjugants.
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10 ml BHIB (Kp)

Incubation 16h/37°C

Isolement sur MC+CTX

Incubation 24 h/37°C

10 ml BHIB (K 12)

Incubation 24h/37°C

Isolement sur Mac Conkey

Incubation 24h/37°C

K 12Kp

Kp K 12

1 ml

Incuber le mélange 5h/37°C

Ensemencement sur BHIB

Réaliser des antibiogrammes.

Incubation 24 à 72 h/37°C

100 µl

Repiquer sur BHIB+CTX

Incubation 24 h/37°C

Isolement en surface sur MH+CTX+AZID

Figure 17 : Schéma représentatif des étapes de la conjugaison bactérienne entre la souche K. pneumoniae et

E. coli K 12.
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Partie 2 : Etude de microbiologie appliquée

Dans cette partie nous nous sommes fixés les objectifs suivants :

 Extraction des principes actifs de la plante I. viscosa (feuilles) par extraction

organique et aqueuse.

 Mise en évidence de l’activité antibactérienne des extraits vis-à-vis des souches

étudiées.

1.2.5. Echantillonnage

- La plante Inula viscosa a été récoltée le mois d’avril 2016 à 10 h ;

- Séparation des feuilles de la plante ;

- Lavage très soigneusement ;

- Egouttage ;

- Séchage à l’air libre, à l’abri de la lumière et de la chaleur pendant plusieurs jours,

jusqu’à l'obtention des feuilles sèches (en changeant le papier kraft 2 à 3 fois par jour ;

- Les feuilles séchées à température ambiante sont broyées et les poudres obtenues sont

conservées à l'abri de la lumière et de l'humidité dans des flacons stériles

hermétiquement fermés.

Le broyage de la plante permet d'augmenter la surface de contact solvant-échantillon.

1.2.6. Extraction des principes actifs de la plante

L’extraction des principes actifs de l’Inule visqueuse est réalisée en un solvant aqueux

qui est l’eau distillée et deux solvants organiques qui sont l’éthanol et le méthanol.

Cette technique s’appelle la macération, il s’agit d’un procédé d'extraction solide-

liquide discontinu qui consiste à laisser à température ambiante les feuilles de la plante

trempées dans le solvant pendant plusieurs heures (MUSTAFA et al., 2009 ; LAGHRIFI et

al., 2013).

 Extraction aqueuse

- Peser 16 g de la poudre ;

- Mettre la poudre dans un bécher en ajoutant une quantité de 400 ml d’eau distillée ;

- Couvrir le bécher avec le papier aluminium ;

- Laisser sous agitation douce avec un agitateur magnétique pendant 24 h ;
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- L’extrait brute non concentré obtenu est ensuite filtré deux fois par la laine de verre ;

- Mettre le filtrat dans un flacon stérile bien hermétique et le couvrir avec du papier

aluminium ;

- Mettre l’extrait obtenu dans 5 cristallisoirs dont chacun contient 25 ml et congeler à

- 18°C pendant 24 h;

- Réaliser une lyophilisation (sublimation sous vide) 5 à 6 h jusqu’à obtention d’une

poudre ;

- Le lyophilisat obtenu est récupéré dans un tube ECBU bien recouvert (éviter

l’humidification) est conservé à +4°C ;

- Une solution mère à 500mg/ml est ainsi préparée.

 L’extraction éthanolique et méthanolique

- Peser 16 g de la poudre ;

- Mettre la poudre séparément dans 2 béchers en ajoutant une quantité de 210 ml de

solvant (l’éthanol /méthanol) dans chacun ;

- Couvrir les béchers avec le papier aluminium afin d'éviter toute dégradation des

molécules par la lumière ;

- Laisser sous une agitation douce pendant 24 h ;

- Les extraits subissent deux filtrations successives par la laine de verre;

- Mettre les filtrats dans des flacons stériles bien hermétiques et recouvrir bien avec le

papier aluminium ;

- La concentration des extraits organiques est réalisée par un Rotavapor (élimination de

la plus grande partie du solvant) ;

- Le reste (solvant+l’extrait) est lassé à température ambiante pour l’évaporation du

solvant;

- Peser la pâte obtenue ;

- Couvrir les tubes correctement avec du papier aluminium, puis le conserver au

réfrigérateur à +4°C pour une utilisation ultérieure ;

- Une solution mère à 400mg/ml est ainsi préparée (voir annexe 9).
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1.2.7. Test de l’activité antibactérienne

Le but de cette étape est d’étudier l’activité antibactérienne des extraits organiques

et aqueux d’Inula viscosa vis-à-vis de 12 souches bactériennes (10 souches de

K.pneumoniae), E. coli ATCC 25922 et S. aureus ATCC 25923) par la méthode de diffusion

de disque en milieu gélosé.

 Technique

 Préparation de la suspension bactérienne

- Préparation des suspensions bactériennes dans 10 ml d’eau physiologique stérile ;

- Homogénéiser bien la suspension bactérienne à l’aide d’un vortex ;

- Standardiser l’inoculum (0,08 à 0,1) à 625 nm ;

- Diluer les suspensions bactériennes à 1 /10 (10-1).

 Ensemencement

- Ensemencer la gélose MH en strie ;

- Déposer les disques de 6mm de diamètre (3 disque pour chaque extrait) ;

- Pipetter 10µl de l’extrait et déposer délicatement sur les disques ;

- Incuber durant 2h à +4°C (favoriser la diffusion) ;

- Incuber 24h à 37°C.

Lecture

L’activité de l’extrait utilisée sur la souche testée se manifeste par l’apparition d’une zone

d’inhibition autour du disque (MUSTAFA et al., 2009 ; LAGHRIFI et al., 2013).
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Les extraits obtenus sont mis dans 5

cristallisoirs de 25ml

Recouvrir

avec le

papier

aluminium

Laine de

verre

25ml
25ml

Mesurer les zones

d’inhibitions apparues

16 g de poudre

+400ml de l’eau

distillée

Laisser sous une

agitation douce 24/h à

Filtratio

Agitateur

magnétique

Congeler à -18°C

pendant 24 h

Lyophilisation 6 h jusqu’à obtention

d’une poudre

25ml

25ml

Récupérer la poudre

obtenue après lyophilisation

dans des tubes ECBU

Conserver à +4°C

jusquà l’utilisation

Préparation de la

solution mère

Solution mère

concentrée 0.5g/ml

Disque de papier

wattman de

Pipeter 10µl de

SM et déposer

sur les disques

Ensemencer les

souches sur gélose

MH

Incuber 2h

à +4°C

10µl

10µl DMSO

Incuber 24h à 37°C

Figure 18 : Schéma expliquant les étapes de l’extraction aqueuse et l’étude de l’activité antibactérienne.

température

ambiante

25ml



Matériel et méthodes
La laine de

verre

59

Mettre les extraits obtenus

16 g de poudre + 210ml de

l’éthanol/méthanol

Conserver à +4°C

10µl

Laisser sous une agitation

douce 24/h à

Recouvrir avec le

papier aluminium

Concentration avec Rotavapor

pendant 30 min

Filtration par la

laine de verre

10 ml 10 ml

Laisser les extraits l’éthanolique/méthanolique récupérés à la température

ambiante et à l’abri de la lumière jusqu’à obtention d’une pâte

Récupérer la pâte grattée

Agitateur magnétique

L’extrait obtenu

est mis dans

Chauffe ballon

Dans des tubes ECBU

Solution mère diluée à 1/10 dans le DMSO à 5%

40 mg/ml

Pâtes éthanolique/méthanolique

Ensemencer les

souches sur gélose MH

Pipeter 10µl de SM et

déposer sur disque

ATB

Disque de papier

wattman de 6mm Ø

Incuber 2h à +4°C

Puis 24h/37°C

Mesurer les zones

d’inhibition apparues

Figure 19 : Schéma expliquant les étapes de l’extraction éthanolique/méthanolique et l’étude de l’activité antibactérienne.

la température ambiante

dans des cristallisoirs jusqu’à l’utilisation
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2. Résultats et discussion

Cette partie va concerner l’expression, le développement ainsi que la discussion des

résultats obtenus au cours de la partie expérimentale.

2.1. Vérification de la pureté

 Etude macroscopique

Les différents critères de l’étude macroscopique nous ont permit d’identifier

partiellement toutes les souches de K.pneumoniae qui apparaissent avec un aspect non

punctiforme (>1mm) ; de forme ronde ; violette et muqueuse; opaque ; bombée ; lisse

brillante ; humide et homogène. La figure 20 montre l’aspect de K.pneumoniae 4683 repiquée

sur gélose Mac Conkey. L’aspect macroscopique des autres souches de K.pneumoniae est

montré dans (annexe 2).

Quant à la pureté des souches de références utilisées, Les résultats d’étude

macroscopique sont les suivants :

- Aspect non punctiforme (4mm) de forme ronde, de couleur violette; opaque ;

légèrement convexe ; sèche et homogène pour E. coli ATCC 25922.

- Aspect non punctiforme (4mm) ; de forme irrégulière ; violette ; opaque ; plate ; sèche

et homogène pour E. coli K12.

Figure 20 : Aspect macroscopique des colonies de Klebsiella pneumoniae 4683

purifiée sur milieu Mac Conkey (photo prise au laboratoire).

K12 ATCC 25922
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Les résultats de l’étude macroscopique sont similaires à ceux rapportés par FORBES

et al (2007) à savoir un aspect rose foncé et de petites cellules pour les colonies de E. coli et

un aspect rose foncé mucoïde et de petites cellules pour les colonies de K.pneumoniae.

 Etude microscopique

 Coloration de Gram

Les résultats de la coloration de Gram et l’observation au microscope photonique, (G

1000), montrent que K.pneumoniae sont de petits bacilles à Gram négatif (colonies rose), à

extrémités arrondies, isolées ou en diplobacilles.

E. coli ATCC 25922 et K12 sont des petits bacilles à Gram négatif, à extrémités

arrondies, isolées ou en diplobacilles.

Figure 22 : Aspect microscopique des colonies E. coli ATCC 25922, Kp 4936 et E. coli K12

au grossissement 1000 (photos prises au laboratoire avec camera microscopique).

 Identification biochimique des souches étudiées

Figure 21 : Aspect macroscopique des colonies de E. coli ATCC 25922 et E. coli K12 purifiées sur

milieu Mac Conkey (photo prise au laboratoire).

E.coli K 12 E.coli ATCC 25922

ATCC 25922 Kp 4936 K 12
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L’identification par la galerie API 20E permet de mettre en évidence les caractères

biochimiques. Les espèces Klebsiella pneumoniae se caractérisent par la présence de Beta –

galactosidase (100%) ; absence d’arginine dihydrolase (0%) ; présence de la lysine

décarboxylase (100%) ; absence d’ornithine décarboxylase (0%) ; présence de citrate

(100%) ; aucune production d’H2S (0%) ; présence d’uréase (80%) ; absence de tryptophane

désaminase (0%) ; aucune production d’indole (0%) ; production d’acétoine (100%) ;

absence de gélatinase (0%) et fermentent de nombreux sucres. La figure 23 montre le résultat

d’une des galeries API 20E après ajout des réactifs de révélation. Les autres galeries sont

représentées dans (annexe 3).

Le tableau X montre les résultats des différents critères biochimiques des souches K.

pneumoniae étudiées.

Des résultats similaires ont été obtenus par FORBES et al (2007). Ces résultats

montrent que K.pneumoniae a des réactions positives pour la production d’uréase, utilisation

de citrate, Voges Proskauer positif, indole négatif, H2S négatif et la fermentation des sucres

est variable.

De même que ces résultats ont été confirmés par ARCHANA et HARSH (2011) et

DOGAN et al (2013).

Figure 23 : Identification d'une souche de Klebsiella pneumoniae (4328) par la

galerie API 20 E (photo prise au laboratoire).
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Tableau X : Résultats de l’identification biochimique par la galerie API 20E.

Tests

Souches

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

1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2

Kp 2042
+ - + - + - + - - + - + + + + + + + + +

Kp 4683
+ - + - + - + - - + - + + + + + + + + +

Kp 1212
+ - + - + - +

-
- + - + + + + + + + + +

Kp 4936
+ - + - + - - - - + - + + + + + + + + +

Kp 825
+ - + - + - - - - + - + + + + + + + + +

Kp 1766
+ - + - + - + - - + - + + + + + + + + +

Kp 1115
+ - + - + - + - - + - + + + + + + + + +

Kp 1895
+ - + - + - + - - + - + + + + + + + + +

Kp 6252
+ - + - + - + - - + - + + + + + + + + +

Kp 4328
+ - + - + - + - - + - + + + + + + + + +

E.coli
ATCC
25922

+ - + + - - - - + - - + + - + + - + - +

E.coli K 12
+ + + - - - - - + - - - + - + + - + - +
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 Biotypage des souches K.pneumoniae selon les profils numérique API 20E

Deux profils différents ont été enregistrés en identifiant les souches K.pneumoniae qui

ont été isolées au CHU de Tizi ouzou. Parmi lesquels, le profil 5215773 (80%) est

prédominant suivi du profil numérique 5205773 (20%).

Le tableau suivant montre les profils numériques en API 20E et les pourcentages de

similitudes à K. pneumoniae subsp pneumoniae des 10 souches K.pneumoniae étudiées :

Tableau XI : Résultats des profils numériques des souches de K.pneumoniae.

Des études réalisées à Constantine par SEKHRI (2011) sur 170 souches de

K.pneumoniae rapportent des résultats similaires aux nôtres à savoir la prédominance du

profil 5215773 avec une fréquence de (78.23%) suivi par le profil 5205773 uréase négatif

(7.64%).

Une autre étude qui a était effectuée au niveau de CHU d’Annaba par BELBAL

(2013) a également rapportée cinq profils différents pour les souches K.pneumoniae dont le

profil 5215773 est le plus fréquent suivi de profil 5205773 pour (uréase-).

Profils numériques+(%)

Souches
K.pneumoniae

Profils numériques des
souches selon le code des

API 20E

Les pourcentages de similitudes
à K. pneumoniae subsp

pneumoniae (%) selon le
logiciel (API web®)

2042, 1212, 1766,1115,
1895,6252, 4328, 4683

5215773 97,6 %

4936,825 5205773 96,7 %
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2.2 Tests de sensibilité aux antibiotiques (Antibiogrammes)

Les valeurs limitent des diamètres des zones d’inhibition pour la souche de référence

E. coli ATCC 25922 sont dans les marges rapportées par le manuel de standardisation des

antibiogrammes (2011). Ceci signifie que l’antibiogramme à été utilisé dans des conditions

exigées par le Manuel (voire annexe 6).

Toutes les souches de Klebsiella pneumoniae ont été testées vis-à-vis de 12 molécules

d’antibiotiques appartenant à 5 familles différentes dont 7 β-lactamines, 2 aminosides, 1

sulfamide, 1 quinolone, 1 phenicole.

Le test de synergie est positif pour 9 souches de K.pneumoniae étudiées. La souche

K.pneumoniae 825 a montrée un test de synergie négatif.

La figure 25 représente les résultats de l’étude de profil de sensibilité de quelques

souches de K.pneumoniae. Les autres résultats sont représentés dans les (annexes 5).

K.pneumoniae présente une résistance naturelle à l’amoxicilline. La plupart de ces

souches ont acquis des résistances vis-à-vis des antibiotiques utilisés.

Les pourcentages de résistances aux antibiotique des souches de K.pneumoniae ont été

les suivants : 100% vis-à-vis de (l’amoxicilline, céfotaxime, aztréonam et triméthoprime

sulfaméthoxazole) ; 90% vis-à-vis de (céftazidime, la cefépime et la gentamicine) ; 80% vis-

à-vis de (l’amoxicilline+ acide clavulanique) ; 50% vis-à-vis de (ciprofloxacine) ; 30% vis-à-

vis de (amikacine et chloramphénicol) et 0% vis avis de l’imipénème. Les résultats des

antibiogrammes sont représentés dans le tableau XII, dans l’histogramme de la figure 24

Des études des profils de résistance aux antibiotiques qui ont été faites en Inde, sur 13

souches de K .pneumoniae ont montrées 100% de résistance vis-à-vis de l’ampicilline,

76.9% vis-à-vis de la céftazidime, 92.3% vis-à-vis de la gentamicine. Nos résultats sont en

concordance avec eux. Par contre des résultats supérieurs aux nôtres ont été obtenus 92.3%

vis-à-vis de ciprofloxacine et 84.6% vis-à-vis de l’amikacine (RONNI MOL et al., 2016).
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Les résultats de tests de sensibilité réalisés par MARIA et al (2015) sur 50 souches de

K.pneumoniae ont obtenus que toutes les souches sont résistantes à l’ampicilline, céftazidime,

chloramphénicol et gentamicine ; 89% vis-à-vis de (l’amoxicilline +acide clavulanique et

triméthoprime sulfaméthoxazole) ; 16% vis-à-vis de (l’amikacine et la ciprofloxacine), et

aucune résistance n’a été observé vis-à-vis de l’imipenème.

Les pourcentages de résistance des souches de K. pneumoniae étudiées sont

semblables à ceux retrouvés en Inde par SIBHGHATULLA et al (2015) et ceux retrouvés à

Bangladesh par SOURAV et al (2016) , vis-à-vis de l’ampicilline est de (91%) ; l’aztréonam

(93%) ; céfotaxime (78%) ; céftazidime ( 68%) ; cefépime (51%) ; ciprofloxacine (73%) ;

gentamicine(78%) ; imipénème (0%), mais supérieurs à ceux rapportés à Tlemcen par

HASSAINE (2012).
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Tableau XII : Résultats des antibiogrammes des souches étudiées (K.pneumoniae, E. coli K12 et ATCC 25 922).

Diamètres
critiques (mm)

13-18 22-26 14-16 17-21 1418(2013)

18-25(2014)

17-21 14-17 10-16 19-23 15-21 12-15 12-18

Antibiotiques

Souches

AUG CTX AML CAZ FEP ATM AK SXT IMI CIP CN C

Kp 825 (2014) 6 (R) 6 (R) 7 (R) 6 (R) 6 (R) 6 (R) 6 (R) 6 (R) 23 (S) 6 (R) 6 (R) 6 (R)

Kp 6252 (2014) 15 (I) 9 (R) 8 (R) 16 (R) 15 (R) 15 (R) 18(S) 6 (R) 24 (S) 20(I) 27.5 (S) 25 (S)

Kp 4936 (2014) 8 (R) 6 (R) 6 (R) 6 (R) 6 (R) 6 (R) 18 (S) 6 (R) 23 (S) 12 (R) 6 (R) 20 (S)

Kp 2042 (2013) 8.5 (R) 6 (R) 6 (R) 8 (R) 10 (R) 6 (R) 6 (R) 6 (R) 23 (S) 21(S) 6 (R) 7 (R)

Kp 4683 (2014) 11 (R) 6 (R) 6 (R) 15 (R) 14.5 (R) 15 (R) 17(S) 6 (R) 23 (S) 30 (S) 9 (R) 25(S)

Kp 1895 (2014) 10 (R) 6 (R) 7 (R) 16 (R) 15 (R) 15 (R) 11 (R) 6 (R) 23 (S) 19 (I) 8 (R) 25(S)

Kp 1115 (2014) 15 (I) 6 (R) 6 (R) 8 (R) 10 (R) 9 (R) 20 (S) 6 (R) 25 (S) 21(S) 6 (R) 25 (S)

Kp 1212 (2013) 12(R) 10 (R) 8 (R) 16 (R) 15 (I) 16 (R) 16 (I) 6 (R) 27 (S) 6 (R) 7.5 (R) 28(S)

Kp 1766 (2013) 11 (R) 6 (R) 9 (R) 8 (R) 10 (R) 6 (R) 17(S) 6 (R) 23 (S) 6 (R) 6 (R) 8 (R)

Kp 4328 (2014) 9 (R) 8 (R) 6 (R) 18 (I) 17(R) 17(R) 16 (I) 6 (R) 23 (S) 15 (R) 6 (R) 24 (S)

E.coli K 12 20 (S) 28 (S) 9 (R) 28 (S) 31(S) 32(S) 20 (S) 21(S) 23 (S) 28(S) 18 (S) 24 (S)

E.coli
ATCC 25922

TE
18(S)

19 (S) 28 (S) 7 (R) 27 (S) 28(S) 33 (S) 20 (S) 25(S) 27 (S) 26 (S) 19 (S) 25 (S)
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Figure 24: Pourcentages de résistance, intermédiaire et sensibilité des souches Klebsiella

pneumoniae aux antibiotiques testés.
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Kp 825Kp 825

Kp 6252Kp 6252

Kp 4328 Kp 4328

Figure 25 : Figure des antibiogrammes montrant la résistance des souches de

K.pneumoniae.
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Le profil de sensibilité aux antibiotiques de 10 souches étudiées montre la résistance à

toutes les ß-lactamines testées mis à part l’imipenème qui reste actif sur toutes les souches,

cela indiquant sa place en premier choix dans le traitement des infections sévères pour les

bactéries multirésistantes. Les résultats de notre étude montrent un taux élevé de résistance à

l’amoxicilline.

Une étude qui à été réalisée à Tlemcen sur 14 souches de K.pneumoniae montre un

taux de résistance de 23,8 % vis-à-vis de l’amoxicilline+acide clavulanique. Ce résultat est

nettement inférieur au résultat présenté dans notre étude (HASSAINE, 2012).

DAVOOD (2016) a rapporté en Iran un taux élevé de résistance vis-à-vis des

antibiotiques de la famille des ß-lactamines en particulier la pénicilline et les céphalosporines

en étudiant 144 isolats de K.pneumoniae.

Les résistances observées des souches K.pneumoniae aux ß-lactamines pourraient

s’expliquer par des mécanismes moléculaires tels que la modification des PLPs, modification

des porines entrainant une diminution de la perméabilité, hyperproduction du système

d’efflux et production de BLSE et probablement de céphalosporinases.

Dans notre étude, l’incidence des souches de K.pneumoniae productrices de BLSE

étaient de 90% ce qui pourrait entrainer des difficultés thérapeutiques du fait de leur large

spectre vis-à-vis des ß-lactamines. Cette prévalence correspond à peu prés à celle trouvée

dans certaine études faites à Tlemcen par BABA et al (2013) et à Annaba par NAJAI et al

(2012).

Des images de synergie sont observées entre l’AUG et les C3G (CTX, CAZ), l’ATM

et C4G (FEP). L’apparition de telles images témoignent de la production de BLSE par les

souches cliniques étudiées.

Les bactéries productrices de BLSE constituent une préoccupation majeure en milieu

hospitalier en raison de leur diffusion épidémique et leur multirésistance aux antibiotiques.

Certaines études ont montrées une prévalence élevée des entérobactéries produisant

des BLSE dans les hôpitaux en Afrique du nord y compris Maroc (LABANE et al., 2008 ;

AMINE et al.,2009).

Les plasmides codant pour BLSE sont plus rencontrés chez les entérobactéries, mais

sont pour des raisons inconnues les plus hébergés par K. pneumoniae (JACOBY, 1994).
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Les BLSE sont les principales causes de la résistance aux ß-lactamines qui sont des

agents antimicrobiens, leur prévalence a augmenté partout dans le monde et varié dans les

différents pays (PITOUT et LAUPLAND, 2008 ; SAHU et al., 2011 ; SADER et al., 2014).

La production de ß-lactamases à spectre élargi est un mécanisme de résistance aux

antibiotiques chez K.pneumoniae. D’après nos résultats, on a observé une plus grande

résistance vis-à-vis de l’ampicilline et aucune résistance n’a été détectée vis-à-vis de

l’imipenème ce qui est similaire aux études faites en Iran par MOHAMMED et al (2016).

IRAJ et NILUFAR (2010), ont rapporté que toutes les souches de K.pneumoniae

productrices de BLSE sont sensibles aux carbapenèmes.

SHAIKH et al (2015) ; NORDMANN et CARRER (2010) ont suggérés les

carbapenèmes comme le médicament de choix pour le traitement des souches productrices de

BLSE par ce que ces enzymes ne l’hydrolysent pas, tels que K.pneumoniae. Par contre des

études réalisées à Iran par DAVOOD (2016) confirment que le traitement combiné

(imipenème + amikacine) a été utilisé pour le traitement des infections causées par des BLSE,

cette combinaison à une activité bactéricide plus que celle de l’imipenème seul.

Des résistances associées aux aminosides sont retrouvées chez les souches étudiées, ce

qui présente un fort risque d’échec thérapeutique. Les souches K.pneumoniae présentent un

profil de résistance assez marqué de 30% et 90% respectivement pour l’amikacine et la

gentamicine.

L’étude de la sensibilité aux autres familles d’antibiotiques a révélée aussi des profils

de résistance des souches aux sulfamides (100% vis-à-vis de triméthoprime

sulfaméthaxazole) ; aux quinolones (50% vis-à-vis de ciprofloxacine) et aux phénicoles (30%

vis-à-vis de chloramphénicol).

Notre attention s’est surtout portée sur K.pneumoniae (825) qui n’a pas présentée de

zone de synergie mais résistante à tous les antibiotiques testés mis à part l’imipénème.

L’absence de la zone de synergie pourrait s’expliquer soit par l’absence d’une BLSE

soit par sa présence mais associée à d’autres mécanismes de résistance tel que production

d’une pénicillinase haut niveau, une céphalosporinases plasmidique de type AmpC ou une

céphalosporinases à spectre élargi. Un autre cas pourrait expliquer cette absence de zone de

synergie, il s’agit de la présence d’une BLSE résistante aux inhibiteurs. Ces hypothèses se

confèrent à celles de MOHAMUDHA et al (2010).
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La résistance aux aminosides est assez marquée pour la gentamicine suivie de

l’amikacine. Cette résistance est d’autant très inquiétante puisque l’amikacine est considérée

comme un aminoside de premier choix dans le traitement des infections nosocomiales à

K.pneumoniae et surtout K.pneumoniae BLSE (BELBAL et al., 2013 ).

Au Pakistan, des isolats de K.pneumoniae ont été trouvés sensibles vis-à-vis de la

gentamicine ULLAHF et al (2009). Alors que dans notre étude 90% des souches

K.pneumoniae sont résistantes à la gentamicine.

Les résistances observées des souches cliniques de K.pneumoniae aux aminosides

pourraient s’expliquer par des mécanismes moléculaires tels que l’altération de la cible,

hydrolyse enzymatique des aminosides par des enzymes tels celles citées dans la synthèse

bibliographique, le piégeage de l’antibiotique, modification du transport de l’aminoside.

Les souches exprimant le gène qui code pour la résistance aux quinolones (Qnr B1)

rapportées dans l’étude qui à été faite à Annaba par MERADJ et al (2011) sont productrices

de BLSE.

D’autres part les résultats de MOHAMMAD et al (2016) ont montré une faible

résistance vis-à-vis de l’imipenème suivi de l’amikacine pour le traitement des infections

nosocomiales. Ces résultats sont semblables avec ceux de DAVOOD (2016) dont la résistance

vis-à-vis de l’imipenème et l’amikacine est de (15.9%).

Des études réalisées au Maroc par NATOUBI et al (2016) et en Tunisie par ALIBI

et al (2015), ont trouvé des isolats cliniques de K.pneumoniae qui sont sensibles à l’amikacine

et l’imipenème. Nos résultats sont partiellement semblables à ceux rapportés par ces deux

auteurs.

Le développement de la résistance à plusieurs familles d’antibiotiques peut

sérieusement compromettre l’utilisation clinique des aminosides ou les quinolones combinés

avec les ß-lactamines pour traiter les infections dues aux bactéries à Gram négatif

(HIDALGO et al., 2013).

Nos souches sont multirésistantes à plusieurs familles d’antibiotique à savoir les ß-

lactamines, aminosides, quinolones, sulfamides et les phenicols.
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Des souches de K.pneumoniae qui ont le même profil de résistances sont isolées par

LAGHA (2014) à Laghouat. Ces dernières sont également multirésistantes à plusieurs

familles d’antibiotiques.

Concernant la résistance aux fluoroquinolones, elle pourrait être éventuellement

s’expliqué par des mécanismes qui sont la diminution de l’affinité de la cible et la protection

de la cible telle que l’ADN gyrase et l’inactivation enzymatique par acétyle transférase. La

résistance aux phenicoles pourrait être expliquée par des mécanismes tels que l’inactivation

enzymatique, la diminution de la perméabilité et le système d’efflux.

La résistance vis-à-vis des sulfamides pourrait être expliquée par une modification

enzymatique de l’antibiotique tel que l’utilisation de la dihydrofolate réductase mutée.

Les isolats qui ont une co-résistance à au moins deux médicaments sont considérés

comme MDR. Les antibiotiques concernés sont (C3G, aminosides, fluroquinolones, et SXT)

(RONNI MOL et al., 2016). D’après nos résultats toutes nos souches sont des MDR.

2.3. Détermination du support génétique de la résistance aux C3G

A fin de déterminer le support génétique des souches étudiées, des essais de transfert

génétique par conjugaison ont étés réalisés.

Les 10 souches de K.pneumoniae ont été utilisées comme donneurs putatifs pour la

conjugaison en milieu liquide.

La conjugaison a été réalisée en utilisant comme souche réceptrice E .coli K12 qui est

résistante à l’Azide de sodium et sensible à tous les antibiotiques. Les résultats des contrôles

positifs sont montrés par la figure 26. Les transconjugants sont sélectionnées sur MH +Azide

+ CTX. L’aspect des colonies des transconjugants pour la souche 4683 sont montrés dans la

figure 27, les autres sont représentées dans (annexe 9).
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Figure 26 : Photos des résultats du contrôle positif des souches K.p et K12 sur

MH+CTX et MH+AZID.

Les résultats des control positifs ont montrés que toutes les souches K.pneumoniae

cliniques ont poussées sur les boites contenant MH+CTX, mais aucune croissance n’a été

observée sur MH+ AZID. Par contre la souche E. coli K12 a poussée sur MH+AZID, mais

aucune croissance n’a été observée sur MH+CTX. Ce qui confirme que les souches

K.pneumoniae sont résistantes à la céfotaxime et sensible à l’azide de sodium alors que E. coli

K12 résistante à l’azide de sodium et sensible à la céfotaxime. Les résultats de ce test

confirment le génotype de K12 et des souches K.pneumoniae cliniques vis-à-vis de CTX et

de l’AZID.

MH+CTX

MH+AZID

MH+CTX

MH+AZID
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Figure 27 : Photo montrant le transconjugant 4683 sur MH+AZID+CTX (photo prise

au Laboratoire).

Parmi les 10 souches de K.pneumoniae, 3 transconjugants ont été obtenus (30%) qui

ont montrés une résistance vis-à-vis de tous les ß- lactamines avec la présence de synergie.

Une résistance co-transférée a été observée 100% vis-à-vis de la gentamicine et

33.33% vis-à-vis de triméthoprime sulfaméthoxazole et la ciprofloxacine. Les résultats des

transconjugants sont représentés dans l’histogramme de la figure 28.

Les résultats issus de cette expérience ont montrés que tous les transconjugants ont

partiellement exprimés de résistance aux antibiotiques communément utilisés. Le tableau XII

nous donne les profils comparatifs des isolats sauvages et leurs transconjugants

correspondants. Les photos 29,30 et 31 montrant les antibiogrammes des transconjugant Tr

2042, Tr 4328 et Tr 4683 obtenus.
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Figure 28 : Pourcentages de résistance, intermédiaire et sensibilité des transconjugants aux

antibiotiques testés.

R : Résistance ; S : Sensible ; I : Intermédiaire

Tableau XIII : Comparaison de la résistance des souches sauvages et les transconjugants.
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Souches

Antibiotiques
K12 Kp 2042 Tr 2042 Kp 4683 Tr 4683 Kp 4328 Tr 4328

AUG 20 (S) 8.5 (R) 15 (I) 11 (R) 13 (R) 9 (R) 13 (R)

CTX 28 (S) 6 (R) 6 (R) 6 (R) 6 (R) 8 (R) 12 (R)

AML 9 (R) 6 (R) 6 (R) 6 (R) 6 (R) 6 (R) 6 (R)

CAZ 28 (S) 8 (R) 15 (R) 15 (R) 20 (I) 18 (I) 18 (I)

FEP 31 (S) 10 (R) 13 (R) 14.5 (R) 12 (R) 17 (R) 16 (R)

ATM 32 (S) 6 (R) 13 (R) 15 (R) 17 (R) 17 (R) 15 (R)

AK 20 (S) 6 (R) 22 (S) 17 (S) 20 (S) 16 (I) 18 (S)

SXT 21 (S) 6 (R) 23 (S) 6 (R) 21 (S) 6 (R) 6 (R)

IMI 23 (S) 23 (S) 23 (S) 23 (S) 23 (S) 23 (S) 25 (S)

CIP 28 (S) 21 (S) 31 (S) 30 (S) 30 (S) 15 (R) 17 (I)

CN 18 (S) 6 (R) 11 (R) 9 (R) 10 (R) 6 (R) 12 (R)

C 24 (S) 7 (R) 27 (S) 25 (S) 25 (S) 24 (S) 26 (S)
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Nous avons constaté un co-transfert des gènes qui code pour la résistance aux ß-

lactamines (BLSE) et les gènes qui codent pour la résistance aux aminosides, quinolones et

sulfamides chez tous les transconjugant, ce qui suggère que ces gènes sont portés sur le même

plasmide conjugatif. Ces résultats sont similaires à ceux rapportés par BELBAL (2013)

concernant le co-transfert entre les ß-lactamines et les aminosides et ceux rapportés par

NAAS et al (2011) qui ont démontrés que les gènes BLSE et les gènes arm A (aminoside)

sont souvent localisés sur un plasmide conjugatif responsable de nombreuse épidémies.

Les résultats d’une expérience de conjugaison effectuée par MIRNA et al (2010) à

Croatie sur 162 souches de K.pneumoniae avec une souche réceptrice E. coli A15R- qui est

exempte de plasmide et résistante à la rifampicine. Seulement dix souches résistantes ont pu

transférer leur gène de résistance à la souche réceptrice. Les gènes transférés sont la

(tétracycline, céfotaxime et triméthoprime sulfaméthoxazole).

Le support de la résistance aux quinolones était supposé être uniquement

chromosomique. Les résultats des travaux réalisés par MARADI et al (2011) à ANNABA sur

3 souches de K.pneumoniae avec une souche réceptrice E. coli K12J5 résistante à l’Azide de

sodium à fin de déterminer la transférabilité du plasmide portant le gène Qnr. Uniquement un

transconjugant obtenu était résistant à l’amoxicilline, céftazidime, céfotaxime, céfoxitime et

la céfépime.

Toutes les souches de K.pneumoniae sont résistantes aux aminoglycosides,

triméthoprime sulfaméthoxazole, céfotaxime, céftazidime et cefépime. Cela pourrait

s’expliquer par le fait que le support plasmidique de la résistance aux quinolones est associé à

des intégrons portant des déterminants de résistances à plusieurs autres antibiotiques comme

ß- lactamines et aminosides.

Un co-transfert de la résistance à la gentamicine et à la tétracycline a été observé par

ABOUDDIHAJ et al (2011) en étudiants 36 souches de K.pneumoniae isolées au Maroc.

L’auteur a utilisé E. coli K12J5 résistante à l’azide comme souche réceptrice.

Les travaux de LAGHA (2014) sur 112 souches de K. pneumoniae, montrent

également un co-transfert de la résistance aux ß-lactamines, les aminosides et aux

fluoroquinolones. De même ceux de MARIA et al (2015) sur 19 souches de K. pneumoniae

BLSE+, montrent que la résistance aux ß- lactamines est co-transférée avec la gentamicine et

triméthoprime sulfaméthoxazole.
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Une expérience de conjugaison a été faite par MESSAI et al (2008) en Algérie sur des

souches de K. pneumoniae BLSE, ont montrés le transfert des gènes qui codent pour CTX-M,

aux aminosides et aux sulfamides.

Ces co-transferts de la résistance s’expliquent par la même localisation des gènes de

résistances sur le même plasmide conjugatif.

Le potentiel de transmissibilité pour les 7 autres isolats pourrait ne pas être

entièrement vérifié, soit sont des souches qui ont des plasmides non conjugatifs soit les gènes

sont portés sur le chromosome.
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E. coli K 12 (Réceptrice)

Kp 2042 (Donatrice)

Tr 2042 (Transconjugant)

E. coli K 12 (Réceptrice)

Kp 2042 (Donatrice)

Tr 2042 (Transconjugant)

Figure 29: Photos montrant les antibiogrammes des transconjugant Tr 2042 (photos prises au

laboratoire).
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E. coli K 12 (Réceptrice) E. coli K 12 (Réceptrice)

Kp 4328 (Donatrice) Kp 4328 (Donatrice)

Tr 4328 (Transconjugant) Tr 4328 (Transconjugant)

Figure 30: Photos montrant les antibiogrammes des transconjugant Tr 4328(photos prises au

laboratoire).
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E. coli K 12 (Réceptrice) E. coli K 12 (Réceptrice)

Kp 4683 (Donatrice) Kp 4683 (Donatrice)

Tr 4683 (Transconjugant) Tr 4683 (Transconjugant)

Figure 31 : Photos montrant les antibiogrammes des transconjugant Tr 4683 (photos prises au

laboratoire).



Résultats et discussion

82

Dans le cas où le transfert de phénotype est intermédiaire, il pourrait s’expliquer que

le niveau d’expression de promoteur qui est faible.

Nos transconjugants présentent un phénotype BLSE avec une résistance associée aux

ß-lactamines et aux aminosides.

Ce phénotype de multirésistance des souches BLSE observé dans notre étude a déjà

été décrite où sont souvent associés à des gènes codant pour la résistance aux aminosides.

Cela, pourrait être s’expliquée par l’association des gènes codants pour la CTX-M avec des

éléments mobiles comme les séquences d’insertion ISE cp1 qui permettent l’acquisition de

nombreux gènes de résistance (ECKERT et al., 2006).

Ce qui mène à la prévalence et à la diversité des BLSE en Algérie chez les

entérobactéries (MESSAI et al., 2008 ; TOUATI et al., 2008).

Récemment, en 2013, BABA et al ont rapportés la présence des associations entre le

gène blaCTX-M15 et des gènes de résistance aux aminosides.

2.4. Test de l’activité antibactérienne d’Inula viscosa

La résistance bactérienne aux antibiotiques est devenue un problème majeur de santé

publique. La propagation de la multirésistance nécessite la découverte de nouvelles molécules

antimicrobiennes qui inhibent les mécanismes de résistance des souches pathogènes. Ces

molécules naturelles dérivées de plantes constituent une nouvelle source d’agents

antimicrobiens.

L’objectif de ce travail est de mettre en évidence l’effet antibactérien des extraits de

plante obtenus. Les résultats des tests de diffusion sur disque en gélose MH montrent que les

extraits aqueux et organiques de la plante ont des activités antibactériennes contre toutes les

souches de K.pneumoniae testées ainsi les souches de références S. aureus ATCC 25923 et E.

coli ATCC 25922. Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau XIV et l’histogramme

de la figure 32 ainsi sont rapportés par les photos de la figure 33, les autres photos sont

représentées dans (annexe 10).



Résultats et discussion

83

Extraits

Souches
Aqueux Ethanolique Méthanolique

Kp 825 10.66 ± 0.57 9 ± 0 8.33 ± 0.57

Kp 1212 10 ± 0 14 ± 0 9.66 ± 0.57

Kp 4936 9.66 ± 0.57 8.66 ± 0.57 12 ± 0

Kp 2042 9.33 ± 0.57 8 ± 0 11 ± 0

Kp 4683 9 ± 0 8.66 ±1.15 12.33 ± 0.57

Kp 1895 9.66 ± 0.57 8.5 ± 0.86 11 ± 0

Kp 1115 9.66 ± 0.57 9 ± 0 10.66 ± 0.57

Kp 6252 10 ± 0 10 ± 0 11 ± 0

Kp 1766 10± 0 9.66 ± 0.57 10 ± 0

Kp 4328 9.33 ± 0.57 9.33 ± 0.57 9.66 ± 0.57

E.coli ATCC 25922 9.16 ± 0.28 8 ± 0 9 ± 0

S.aureus ATCC
25923

9 ± 1 8.66 ± 0.57 9 ± 0

Tableau XIV : Les résultats des activités antibactériens des extraits aqueux et organiques d’Inula viscosa.

Figure 32 : Histogramme montrant les écart-types des différents extraits (aqueux, méthanolique et

éthanolique).
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Figure 33 : Photos montrant l’activité antibactérienne des extraits aqueux, éthanoliques et

méthanoliques d’Inula viscosa par la méthode de diffusion sur disque (photos prises au

Laboratoire).

AQ : extrait aqueux ; Eth : extrait éthanolique ; Meth : extrait méthanolique.
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D’après nos résultats les diamètres des zones d’inhibitions varies de 8 à 9 mm pour les

souches de références E. coli ATCC 25922 et S. aureus ATCC 25923 et de 8 à 14 mm pour

les souches K. pneumoniae.

Il apparait que les extraits éthanoliques, méthanoliques et aqueux, ont des actions

inhibitrices légères sur la croissance des souches (E. coli ATCC25922 et S. aureus

ATCC25923).

La souche K. pneumoniae 1212 semble a être sensible vis-à-vis de l’extrait

éthanolique et moyennement vis-à-vis d’extrait méthanolique et aqueux et les souches K.p

4683, 4936 apparaissent plus sensibles vis à vis de l’extrait méthanolique que d’autres

extraits. De nombreux travaux soulignent cet effet antibactérien des principes actifs naturels

(DJAHRA, 2013).

Les différences de sensibilité des microorganismes pourraient être attribués à des

variations des taux de pénétration des constituants des extraits à travers la paroi cellulaire et

la membrane cellulaire.

Nos résultats se rapprochent de ceux rapportés par MUSTAFA et al (2009) réalisée en

Turquie sur l’extrait éthanolique d’Inule visqueuse exerce une activité inhibitrice vis-à-vis

souches de K.pneumoniae avec un diamètre de 8 mm.

Selon une autre étude qui a été faite par KHADIJA et al (2013) au Maroc, les extraits

éthanoliques et méthanoliques d’Inule visqueuse ont des activités antibactériennes contre les

bactéries à Gram positif et à Gram négatif. L’activité concernant l’extrait méthanolique a été

la plus efficace contre toutes les souches bactériennes dont les diamètres d’inhibitions varient

de 14 à 60 mm. Un diamètre de 57 mm a été observé vis-à-vis de K. pneumoniae, 60 mm vis-

à-vis d’E. coli et 60 mm vis-à-vis de S. aureus. L’extrait éthanolique a révélé une activité avec

un diamètre de 43 mm vis-à-vis de K.pneumoniae, 49mm vis-à-vis de S. aureus et 40 vis-à-vis

de E. coli.

D’après les résultats de notre étude et celle de KHADIJA et al (2013), l’extrait

méthanolique a montré des activités supérieures à celui de l’extrait éthanolique. Ceci pourrait

s’expliquer par le faite que le méthanol peut extraire une dizaines de molécules organiques

telles que les anthocyanines, terpènes, saponine, tannins, xanthophylles, lactones et les

flavones de la plante (MARJORIE, 1999).
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BENSEGUINI-TOUNSI (2001) a constatée que l’extrait hydro-alcoolique à base de

méthanol- eau et le chloroforme de l’Inula viscosa ont une action inhibitrice légère sur la

croissance de S. aureus ATCC 25923 et aucun effet n’a été observé sur E. coli ATCC 25922.

Par contre les extraits à base d’acétate d’éthyle et à base d’hexane sont inactifs sur ces deux

germes.

Les travaux de RAMLI (2013) à Oran, montrent que l’extrait hydro-alcoolique

(méthanol-eau) lyophilisé d’Inula viscosa possède un effet inhibiteur sur les souches à Gram

positifs (Staphylococcus aureus ATCC 6538 et Bacillus subtilis ATCC 6633). Aucune zone

d’inhibition n’a été observée pour les bactéries à Gram négatifs (E. coli ATCC 25922 et

Pseudomonas aeruginosa ATCC 14028).

Ces mêmes travaux rapportent l’absence des zones d’inhibition chez les bactéries à

Gram négatif résulte que ces bactéries sont résistantes aux substances végétales contenues

dans la plante Inula viscosa.

Une autre étude qui a été réalisée en Jordanie (2013) par ABOUHAMDAH et al,

rapporte un effet inhibiteur des extraits méthanoliques d’Inula viscosa sur les souches de

Staphylococcus aureus ATCC 25923 et une autre souche Bacillus subtilis. Le diamètre de la

zone d’inhibition est de 11,16 mm et 14,4mm respectivement.

G¨OKBULUT et al (2013), rapportent que les extraits méthanoliques d’Inula viscosa

ont une activité efficace contre les Gram positif tels que S. aureus et moins sensibles contre

les Gram négatif.

D’autres travaux qui ont étés effectués en Allemagne par LAMPRINI et al (2014) sur

les parties aériennes d’Inula viscosa en utilisant deux solvants (acétate d’éthyle et le

méthanol) ont trouvés des activités très efficaces contre de nombreux pathogènes à Gram

positif et à Gram négatif tels que E .coli et S. aureus.

De même qu’une étude qui a été réalisée en Turquie par ALBAYRAK et al (2015)

sur les extraits éthanoliques et méthanoliques d’une plante de même genre Inula helenium L.

Ont trouvés des inhibitions de croissance de Klebsiella pneumoniae avec des diamètres 8mm

et 10 mm respectivement.
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Les mécanismes d’action des composés naturels sont expliqués de différentes

manières selon les auteurs.

Selon CHABOT et al (1992) l’activité antimicrobienne est liée à la polarité des

substances bioactives.

L’étude phytochimique de la matière végétale d’Inula viscosa qui a été réalisée par

ULUBELEN et GOUNE en 1986 et BENAYACHE en 1991 ont mis en évidence la présence

d’une série importante de flavonoïdes, tritérpènes et plus d’une vingtaine de molécules

sesquiterpéniques. Sachant que ces molécules ont une action antibactérienne contre certains

Gram positif, Gram négatif et mycobactéries.

De plus la présence des flavonoïdes et l’acide phénolique d’Inula viscosa ont montrés

leur efficacité antibactérienne qui pourrait être due à une inhibition des enzymes bactériennes,

de fait de la réaction d’addition avec le groupement thiol ou amine (SALVADOR, 2007 ;

GRANDE, 1992).

Les flavonoïdes peuvent induire une fuite d’ion de potassium au niveau de la

membrane et par voie de conséquence des lisions irréversibles au niveau de cette dernière.

Cette perméabilité au potassium est un effet précurseur de leur mort (RHAYOUR, 2002).

Les composants biologiquement bioactifs sont soupçonnés de perturber la perméabilité

de la membrane cytoplasmique ce qui provoque la fuite d’éléments nutritifs et la mort de la

cellule (AL-DISSI, 2001 ; ALARCON, 1993).

Il a été démontré par TALIB et al (2012), qu’un composant d’Inula viscosa nommé

3,3’-di-O-methylquercetin peut détériorer les membranes cytoplasmiques après sa pénétration

dans la paroi bactérienne. La différence entre les activités des extraits pourrait s’expliquer par

la différence des composés chimiques extraits.



Conclusion

90

Les infections à Klebsiella pneumoniae productrices de ß-lactamases à spectre élargi

(BLSE) représentent une cause importante de morbidité et de mortalité en milieu hospitalier.

Ce travail a été réalisé sur une collection de dix souches cliniques de K. pneumoniae

isolées en 2013 et 2014 au niveau de différents services de CHU de Tizi-ouzou.

Les résultats de notre étude révèlent que toutes les souches de Klebsiella pneumoniae

présentent des pourcentages de résistances de 100% vis-à-vis de (l’amoxicilline, céfotaxime,

aztréonam et triméthoprime sulfaméthoxazole) ; 90% vis-à-vis de (céftazidime, la cefépime,

et la gentamicine) ; 80% vis-à-vis de (l’amoxicilline + acide clavulanique) ; 50% vis-à-vis de

(ciprofloxacine) ; 30% vis-à-vis de (amikacine et chloramphénicol), 0% vis avis d’imipénème.

Des images de synergies sont observées pour 9 souches sur 10 entre l’AUG et les C3G

(CTX, CAZ), l’ATM et C4G (FEP). L’apparition de telles images témoignent de la

production de BLSE par les souches cliniques étudiées. La souche K.pneumoniae 825 a

montré un test de synergie négatif.

Trois transconjugants ont été obtenus au cours de notre expérimentation, un co-

transfert des gènes qui codent pour la résistance aux ß-lactamines et les gènes qui codent pour

les aminosides, quinolones et les sulfamides a était observé. La présence de ces déterminants

de résistance sur des plasmides conjugatifs favorise la dissémination de la résistance surtout

dans le milieu hospitalier.

Les extraits aqueux et organiques l’Inula viscosa se sont montrés actifs contre les

souches étudiés. Les diamètres d’inhibitions pour E. coli ATCC 25922 est de 9.16±0.28mm

pour l’extrait aqueux tandis qu’ils sont de 8 et 9mm pour les extraits éthanoliques et

méthanoliques respectivement. Ceux de S. aureus ATCC 25923 sont de 9±1mm pour

l’extrait aqueux tandis qu’ils sont de 8 et 9mm pour les extraits éthanoliques et méthanoliques

respectivement. Les diamètres d’inhibitions de Klebsiella pneumoniae varient de 9 et

10.66±0.57 mm pour l’extrait aqueux, du 8 à 14 mm pour l’extrait éthanolique et de 8.33 à

12.33 mm pour l’extrait méthanolique.

Ces résultats montrent que l’espèce Klebsiella pneumoniae demeure toujours une

espèce très résistante aux antibiotiques et le support génétique de cette résistance n’est pas

uniquement chromosomique mais également plasmidique. L’inhibition des ces souches

multirésistantes par les différents extraits de l’Inula viscosa montrent non seulement que cette

plante pourrait constituer une source naturelle de principes actifs antimicrobiens mais

également la richesse et le potentiel régional en termes de plantes médicinales.
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 Isolement et purification des plasmides des transconjugants pour pouvoir les

caractériser du point de vu moléculaire ;

 Caractérisation moléculaire des BLSE transférées ;

 Détermination des CMI pour les différents types d’extraits ;

 Détermination de la composition chimique des extraits ;

 Extraction et détermination de l’activité antimicrobienne des huiles essentielles de

l’Inula viscosa.
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Annexes

Annexe 1

Composition des milieux utilisés:

 Bouillon BRAIN HEART INFUSION (BHIB)

• Protéose- peptone ..........................................................................................................................10g

• Infusion de cervelle de veau ......................................................................................................12.5g

• Infusion de cœur de bœuf................................................................................................................ 5g

• Chlorure de sodium.......................................................................................................................... 5g

• Hydrogénophosphate de sodium .................................................................................................2,5g

• Glucose ............................................................................................................................................. 2g

• pH 7.4, répartir en tubes à essai et autoclaver 15 min à120°C.

 Bouillon nutritif

• Peptone ........................................................................................................................................ 15g/L

• Extrait de viande......................................................................................................................... 10g/L

• Extrait de levures.......................................................................................................................... 2g/L

• pH 6,8-7,6, répartir en tubes à essai et autoclaver 15min à120°C.

 Eau physiologique stérile

• Eau distillée.......................................................................................................................................1L

•NaCI .................................................................................................................................................... 9g

• Répartir dans des tubes à essai (10 ml) et stériliser à 120°C pendant 15 min.

 Gélose Mac Conkey

• Peptone de caséine .................................................................................................................... 15g/L

•Extrait de viande .......................................................................................................................... 3 g/L

• Lactose......................................................................................................................................... 10g/L

• Sels biliaires .................................................................................................................................. 5g/L

• Cristal violet...........................................................................................................................0,001g/L

• Rouge neutre ............................................................................................................................0,07g/L

• Chlorure de sodium...................................................................................................................... 5g/L

• Agar.............................................................................................................................................. 20g/L

• pH 7,1 Autoclaver 15min à120°C.
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 Gélose nutritive

• Extrait de viande........................................................................................................................... 3g/L

• Extrait de levure ........................................................................................................................... 3g/L

• Peptone ....................................................................................................................................... 10 g/L

•NaC1 .............................................................................................................................................. 5 g/L

• Agar............................................................................................................................................. 18 g/L

• Ajuster le pH 7,4 puis stériliser à 120°C pendant 15 min.

 Mueller-Hinton

• Extrait de viande ......................................................................................................................... 3g/L

• Amidon ......................................................................................................................................1 ,5g/L

• Hydrolysat acide de caséine ..................................................................................................17,4g/L

•Chlorure de sodium .................................................................................................................... 40 g/L

• Agar.............................................................................................................................................. 16g/L

• Ajuster le pH à 7.4. Autoclaver 15min à 115°C.
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K.p 1895K.p 1212

K.p 2042 K.p 6252

K.p 825 K.p 1766

K.p 1115 K.p 1766
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Annexe 3

K.p 4683

Aspect macroscopique des colonies de Klebsiella pneumoniae purifiées sur milieu Mac Conkey

(photos prises au laboratoire).
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Annexe 3

Identification des souches de Klebsiella pneumoniae par la galerie API 20 E (photos

prises au laboratoire).
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Tests Substrat Caractère recherché Résultats

Négatif Positif

ONPG
Ortho-nitro-phenyl

galactoside Beta-galactosidase Incolore Jaune

ADH Arginine Arginine dihydrolase Jaune Rouge/orangé

LDC Lysine Lysine décarboxylase Jaune Rouge/orangé

ODC Ornithine Ornithine décarboxylase Jaune Rouge/orangé

CIT Citrate de sodium Utilisation du citrate Vert pâle/jaune Bleu-vert/vert

H2S Thiosulfate de
sodium

Production d'H2S Incolore/grisâtre Dépôt noir/ fin
liseré

URE Urée Uréase Jaune Rouge/orangé

TDA Tryptophane Tryptophane désaminase TDA Immédiat

jaune Marron foncé

IND Tryptophane Production d'indole IND /2 min maxi

jaune Anneau rouge

VP Pyruvate de sodium Production d’acétoine
(Voges Proskauer)

VP 1 + VP 2 / 10 min

incolore Rose-rouge

GEL Gélatine de Kohn Gélatinase Non diffusion Diffusion du
pigment noir

GLU Glucose Fermentation/oxydation Bleu/ bleu-vert Jaune

MAN Mannitol Fermentation/oxydation Bleu/ bleu-vert Jaune

INO Inositol Fermentation/oxydation Bleu/ bleu-vert Jaune

SOR Sorbitol Fermentation/oxydation Bleu/ bleu-vert Jaune

RHA Rhamnose Fermentation/oxydation Bleu/ bleu-vert Jaune

SAC Saccharose Fermentation/oxydation Bleu/ bleu-vert Jaune

MEL Melibiose Fermentation/oxydation Bleu/ bleu-vert Jaune

AMY Amygdaline Fermentation/oxydation Bleu/ bleu-vert Jaune

ARA Arabinose Fermentation/oxydation bleu/ bleu-vert Jaune

Tableau de lecture des résultats de la galerie API 20E
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E.coli ATCC 25922

E.coli K12

Kp 1115

Kp 1212
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Kp 1766

Kp 2042

Kp 4328

Kp 4683
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Kp 4936

Photos des antibiogrammes des souches

étudiées
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Tableau représentant les valeurs critiques des diamètres des zones d’inhibition pour les

entérobactéries selon le Manuel de standardisation (2011).
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Antibiotiques testés Charge des disques E.coli ATCC 25922 S.aureus ATCC25922

Amikacine 30 µg 19-26 20-26

Amoxiciline +Ac

clavulanique

20/10 µg 18-24 ---

Ampicilline 10 µg 16-22 27-35

Aztréonam 30 µg --- ---

Céfotaxime 30 µg 29-35 25-31

Ceftazidime 30 µg --- ---

Ciprofloxacine 5 µg 30-40 ---

Chloramphénicol 30 µg 21-27 19-26

Gentamicine 10 µg 19-26 19-27

Imipineme 10 µg 26-32 ---

Tétracycline 30 µg 18-25 24-30

Triméthoprime

+sulfaméthoxazole

1.25/23.75 µg 23-29 24-32

Tableau représentant les valeurs limites des diamètres des zones d’inhibition pour

les souches de références utilisées pour le control de qualité.
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 Préparation de la solution d’azide de sodium

L’azide est utilisé à une concentration finale de 300µg/ml, le volume final de gélose MH

est de 20ml.

- Préparation de la solution mère

La solution mère est préparée en pesant 0,1g d’azide dans 10ml d’eau distillée stérile.

 Préparation de la solution CTX

La CTX est utilisée à une concentration finale de 8µg/ml. Le volume final de gélose MH

est de 20ml.

- Préparation de la solution mère

La solution mère est préparée en pesant 0,01g de CTX en poudre dans 10ml d’eau

distillée stérile.
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 Préparation des solutions et diluées des extraits organiques et aqueux :

 Extrait organique (méthanolique et éthanoliques)

Une solution mère est préparée en pesant 0.4g de l’extrait dans 1ml d’éthanol/méthanol.

La dilution de la solution mère est réalisée dans le DMSO à 5%. 1 ml de la solution

mère est dilué dans 9ml de DMSO de telle manière à avoir une solution concentrée à

40mg/ml.

 Préparation de la solution DMSO à 5%

Mélanger 0,5 ml de DMSO pure d’une concentration 99,5% avec 9,5 ml d’eau

distillée stérile.

Cette solution diluée est utilisée pour réalisé les tests d’inhibition.

 La solution mère de l’extrait brut aqueux est préparée en pesant 0.5g de la poudre

lyophilisée dans 1ml d’eau distillée.

Tr 2042 Tr 4683

Photos représentant les transconjugants sur MH+AZID +CTX (photos prises

au Laboratoire).
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Kp 4936

Kp 1895

Kp 1115

Aq

Aq

Aq

DMSO

Meth

Eth

DMSO Aq

Aq

Aq

DMSO

Aq

Aq
Aq

Meth

Meth

Eth

Eth

Meth

Meth

Meth

Eth

Eth

Eth

Eth

Eth

Eth

Meth

Meth
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Kp 825

Aq

Aq

Aq

DMSO

Eth

Meth Eth

Eth

Meth

Meth

Photos montrant les activités des différents extraits (aqueux (Aq), éthanoliques

(Eth), méthanoliques (Meth)) contre les souches étudiées.



Résumé

Klebsiella pneumoniae est une bactérie qui appartient au genre Klebsiella connue pour sa
multirésistance et sa virulence. L’évolution génétique des souches et l’utilisation abusive des ß-
lactamines ont permis l’apparition de résistance enzymatique par production de ß-lactamases à spectre
élargi (BLSE) et de carbapénèmases.
Dans notre étude la sensibilité vis-à-vis de 12 molécules d’antibiotiques appartenant à 5 familles
différentes dont 7 β-lactamines, 2 aminosides, 1 quinolone, 1 phenicol et 1 sulfamide a été évaluée
pour 10 souches de Klebsiella pneumoniae provenant du CHU de Tizi-ouzou par la méthode de
diffusion sur disques en milieu gélosé, selon les normes du CLSI. Les fréquences de la résistance chez
cette espèce présentent des pourcentages de résistances de 100% vis-à-vis de (l’amoxicilline,
céfotaxime, aztréonam et triméthoprime sulfaméthoxazole) ; 90% vis-à-vis de (céftazidime, la
cefépime, et la gentamicine) ; 80% vis-à-vis de (l’amoxicilline + acide clavulanique) ; 50% vis-à-vis
de (ciprofloxacine) ; 30% vis-à-vis de (amikacine et chloramphénicol), 0% vis-à-vis de l’imipénème,
ainsi que nos résultats montrent que 90% de nos souche productrices de BLSE.
Un co-transfert des gènes qui codent pour la résistance aux ß-lactamines, aminosides, quinolones et les
sulfamides a été observé. La présence de ces déterminants de résistance sur des plasmides conjugatifs
favorise la dissémination de la résistance surtout dans le milieu hospitalier.
Les extraits aqueux et organiques d’Inula viscosa se sont montrés actifs contre les 10 souches de
Klebsiella pneumoniae (8-14mm) ainsi que les souches de références S. aureus ATCC
25923(8,66±0,57-9±1mm) et E. coli ATCC 25922(8-9,16mm). L’inhibition des ces souches
multirésistantes par les différents extraits d’Inula viscosa montrent non seulement que cette plante
pourrait constituée une source naturelle de principes actifs antimicrobiens mais également la richesse
et le potentiel régional en termes de plantes médicinales.

Mots clés: Klebsiella pneumoniae, BLSE, Inula viscosa, activité antibactérienne.

Abstract

Klebsiella pneumoniae is an bacteria in the genus of Klebsiella known for its multi resistance
and virulence. The large use of ß-lactamines and the genetic evolution of this strain allowed
the appearance of enzymatic resistance mediated by the production of BLSE and
carbapenemases.
In this study we have evaluated the sensitivity of 10 Klebsiella pneumoniae strains provided
by CHU of Tizi-Ouzou against 12 antibiotics within 5 families (7 β-lactamines, 2 aminosides,
1 quinolone, 1 phenicol et 1 sulfamide) using the disc diffusion in agar medium essay
according to the CLSI standards.
The resistance frequency of this bacteria was estimated at 100% against (amoxicilline,
céfotaxime, aztréonam and triméthoprime sulfaméthaxazole); 90% against (céftazidime,
cefépime, and gentamicine); 80% against (amoxicilline + acide clavulanique); 50% against
(ciprofloxacine); 30% against (amikacine and chloramphénicol), 0% against imipénème. In
addition our result shows that 90% of our bacteria strains produce BLSE.
A co-transfert of genes encoding the ß-lactamines resistance, aminosides, quinolones and
sulfamides was observed. The presence of these resistance determinants on the plasmid
conjugates enables the resistance dissemination especially in the hospital environment.
Interestingly we found that the aqueous and organic extracts of Inula viscosa exhibit a high
anti-microbial activity against 10 Klebsiella pneumonia(8-14mm) strains as well as other
reference strains like E. coli ATCC 25922(8-9,16mm) and S. aureus ATCC 25923(8,66±0,57-
9±1mm). The inhibition of these multi-resistance strains using different Inula viscosa extracts
illustrate that this plant represent a promising resource for the development of new anti-
microbial agents and also demonstrate the potential of our region in term of medicinal plant
research and discovery.

Keys words: Klebsiella pneumoniae, BLSE, Inula viscosa, antibacterial activity.


