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Les entérocoques sont des bactéries lactiques utilisées depuis des siecles dans I’industrie
alimentaire. Ces microorganismes jouent un role essentiel dans la conservation et dans la
gualité bactériologique des aliments. Cependant, ce sont des marqueurs de contamination
fécale (Aguilar-Galvez et al., 2011). En effet les entérocoques sont tres répandus dans la
nature et peuvent étre retrouves dans le sol, les plantes, I’eau et la nourriture (Teixeira et al.,
2007), sauf que leur habitat le plus important reste I’intestin de I’homme et des animaux a
sang chaud (10°-108 UFC/g de la matiére fécale) (Murray, 1990; Devriese et al., 2006).

Les entérocoques sont des bactéries commensal es non virulentes, néanmoins elles peuvent
passer du stade commensal au stade pathogene opportuniste (Mutnick et al., 2003). Ainsi, les
infections a entérocoques sont principalement dorigine endogéne, €elles proviennent
directement du microbiote digestif du patient, mais de nos jours, une forte contamination
exogene, est aussi démontrée (Hidron et al., 2008; Werner et al., 2008; Ariaset al., 2010).

Longtemps considérés comme des germes a faible pouvoir pathogéne essentiellement
responsables de quelques infections extrahospitaliéres. Leur implication dans les infections
urinaires ou intra-abdominales, les abceés viscéraux, les pneumonies, les septicémies, les
endocardites et les méningites est bien établi, en effet leur pouvoir pathogene s exerce en
association avec d’ autres germes, mais il passe au second plan par rapport a celui des agents
étiologiques principaux de ces infections. C'est pourquoi les laboratoires poussaient peu
I"identification de ces bactéries et la bornaient bien souvent a un groupage antigénique
permettant de classer |’ agent isolé comme streptocoque du groupe D (M egran, 1992; Bouvet
et Couvry, 1994; Jett et al., 1994).

L’ élasticité génomique de ces bactéries et leur grande capacité a accumuler les génes de
résistance aux antibiotiques permet, d' une part de s adapter a de nombreux écosystémes et,
d’ autre part, d ére des vecteurs d antibiorésistance et de virulence bactérienne. Par
conséguent, les entérocoques sont maintenant clairement identifiés comme une des causes
majeures d'infections nosocomiales (Lyytikainen et al., 2008; Ogier et Serror, 2008), en
effet, ils occupent la quatrieme position derriere Escherichia coli, Saphylococcus aureus et

Pseudomonas aeruginosa (Coignard et al., 2006).
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. Geénéralitéset propriétés physicochimiques des entérocoques

En 1906, Andrewes et Horder ont isolé un organisme d'un patient présentant une
endocardite et ont estimé que ce streptocoque était si caractéristique de I'intestin de I’ homme
gue le terme streptococcus faecalis lui a été attribué. Orla-Jensen, en 1919 a utilisé une autre

terminol ogie pour décrire les souches de streptococcus faecium (Murray, 1990).

Au début des années 1930, et sur la base de la classification antigénique de Lancefield, S.
faecalis et S faecium ont été classées dans le groupe sérologique D (Lancefield, 1933).
Quelgues années plus tard (1937), Sherman a proposé un schéma de classification qui séparait
les streptocoques en quatre divisions: pyogenes, viridans, lactiques et entérocoques (Klein,
2003). En effet ce dernier terme a été proposeé pour la premiéere fois en 1899 par Thiercelin qui
a introduit en 1903 en collaboration avec Jahaud le terme du genre Enterococcus (Murray,
1990; Stiles et Holzapfel, 1997).

Mais ce n'est qu' en 1984 que les especes Sfaecalis et Sfaecium ont été officiellement
transférées dans le genre Enterococcus, cela a été établi gréce aux méthodes génotypiques, tels
que I'hybridation ADN-ADN et le séquencage de I'ARN 16S (Moreno et al., 2006).
Actuellement, 44 espéces forment le genre Enterococcus de la famille des Enterococaceae,
ordre des Lactobacillales, issus de I’embranchement des Firmicutes (L adjouzi, 2013; Aguilar-
Galvez et al, 2012).

Les entérocoques sont des bactéries a Gram positif qui se présentent sous forme de coques
isolés ou arrangés en paires ou en courtes chainettes et dont le génome contient un faible
pourcentage en G+C (37.5% a 44%) (Pulsen et al., 2003). Ce sont des organismes anagrobies
aérotolérants, non sporulants, immobiles, oxydase et catalase négative bien que le gene codant
cette derniere enzyme de détoxification existe dans leur génome (Francois et Mainardi, 1989;
Horaud et LeBouguenec, 1989; Devriese et al., 1993; Frankenberg et al., 2002).

lls sont pour la plupart apha ou non hémolytiques, le caractére béta hémolytique de
certaines souches est codé par un géne d’origine plasmidique facilement transférable d’ une
souche a une autre (Francois et Mainardi, 1989; Horaud et LeBouguenec, 1989).Les
entérocoques sont des microorganismes meésophiles qui se développent dans une gamme de
températures alant de 10°C a 45°C, avec une température optimale de 35°C. Certaines espéces
peuvent survivre a 60°C pendant 30 min. Ils poussent dans des conditions hostiles de 6.5% de
NaCl, de concentration en sels biliaires de 40% et dans une gamme de pH comprise entre 4.4 et
9.6 (Huycke, 2002; Teixeiraet al., 2007).
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L’ espece Enterococcus faecalis se caractérise par la résistance au tellurite de potassium
(Robert et al., 1999), ains qu’ aux agressions de I’ environnement (stress oxydant, stress acide,

agression de la paroi par lelysozyme) (Casadevall et Pirofski, 2001).

La maorité des entérocogques sont positifs au test de Vogues-Proskauer qui relie la
production d'acétoine a la fermentation du ribose. Ce test est largement utilisé dans la
discrimination entre Enterococcus et Streptococcus (Higashide et al., 2005). Les entérocoques
sont homofermentaires, ils produisent essentiellement de |'acide lactique et en quantité
moindre, de |’ acétate, du formate et de I’ é&hanol. IIs sont capable de métaboliser divers types de
sucres comme le ribose, N-acétyl glucosamine, I’amygdaline, |’ arbutine, le cellobiose, le D-
fructose, le galactose, le 3-gentiobiose, le glucose, e lactose, le maltose, le D-mannose, le [3-D-
meéthyle glucopyranose, la salicine et le tréhalose ( Schleifer et al., 1984; Gentry-Weeks et
al., 1999; L eBlanc, 2006).

1. Implication des entérocoques dans les infections nosocomiales

Une infection est dite nosocomiale s €elle apparait au cours ou a la suite d'une
hospitalisation et si celle ci était absente a I’admission a |’ hdpital. Ce critére est applicable a
toute infection. Lorsgue la situation précise al’admission al’hdpital n’est pas connue, un délai
de 48 heures aprés I’admission (ou un délai supérieur a la période d’incubation lorsque celle-ci
est connue, est communément accepté pour distinguer une infection d’ acquisition nosocomiae
d une infection communautaire (Comité technique national des I'infections nosocomiales,
1999). Pour les infections du site opératoire, on considere comme nosocomiales les infections
survenues dans les 30 jours suivants I’ intervention, ou, S'il ya mise en place d une prothése ou

d un implant, dans I’ année qui suit I’intervention (Horan et al., 1992).

Les entérocoques ont vu ces dernieres annees leur réle prendre de I'importance dans les
infections nosocomiales (Courvalin, 2006) et chez les sujets ayant des terrains debilités
(insuffisants rénaux, diabétiques, immunodéprimés et transplantés (Cereda, 2001; Caglar,
2006).

Ces bactéries sont dangereuses de part leur multi résistance naturelle a de nombreuses
familles d’ antibiotiques (L eclercg, 1997; Courvalin, 2006), aggravée ces dernieres annees par
I’ émergence des souches résistantes aux glycopeptides (Caglar et Citak., 2006; Courvalin,
2006).
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Les premieéres souches d’ Enterococcus faecium résistantes aux glycopeptides (ERG) ont été
isolées au Royaume Unis en 1986 et en France en 1987 (Leclercq et al., 1988). Mais C'est aux
Etats Unis (USA) que les ERG ont émergé a la fin des années 1980 ou elles sont devenues
endémiques et se placent au 3°™ rang des bactéries multi résistantes (National Nosocomial
Infections Surveillance, 2004), devenant un important probleme de santé publique. On attribue
cette émergence a I'utilisation massive de la vancomycine orale dans les traitements des
infections a Clostridium difficile a partir de 1984 (Rice, 2001).

Aux USA, le rapport national Antibiotic Resistance Threats in The United States, of
Centersfor Disease Control and Prevention (CDC), 2013 fait état de 30% de résistance pour

les entérocoques.

Les recommandations du CDC pour la maitrise des ERG n’ont é&é émises qu’en 1995, ce
qui a éé beaucoup trop tardif pour enrayer |'épidémie d§a largement implantée

(Recommandations and Reports, 1995).

Aux USA et en Europe le type de résistance prédominant est van A alors que pour les pays
Asiatiques et I’ Australie, le phénotype van B est prédominant (Yang et al., 2007).

En Europe, les données du réseau European Antimicrobial Resistance Surveillance
System (EARSS) montrent une augmentation de ERG, mais avec des proportions contrastées.
Concernant les bactériémies a ERG, leur proportions est au-dela des 20% pour plusieurs pays
comme : Irlande, Portugal, Grand Bretagne,...mais les taux restent inférieur 1% pour la plupart

des pays surveillés.

En France, peu de signaement sont réalisés entre 2001 et 2003, ensuite le nombre a
augmenté depuis 2004 jusqu’en 2008 puis une diminution a pu étre observé en 2009 avec une
stabilité inférieur 1% en 2010 jusgu’a2013 (Thiol et al., 2011).

[11. Lesinfectionsa entérocoqueen Algérie
A ce jour, trés peu de données sont disponibles concernant |'épidémiologie des
entérocoques en Algérie, seulement quelques cas d’ Enterococcus résistant a la vancomycine
(VRE) ont été décrits pendant une dizaine d’ années.
Le premier cas d E. faecalis résistant ala vancomycine isolé en Algérie n’a pas été dans un
complexe d épidémie hospitaiere. L’examen cytobactériologique (ECBU) d'un échantillon
d urine recu en novembre 2006 a révélée un E.faecalis résistant a la vancomycine chez un

patient agé de 24 ans qui souffre d’ une uropathie malformative (Aggoune et al., 2008).
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Par la suite, deux autres cas d'infections a ERG ont été signalés. Parmi eux, un cas
d'infection causée par E. faecalis résistant ala vancomycine isolé al” hépital central de |I’armée
en Algérie (Aggoune et al., 2008).

En novembre 2010, selon le Réseau algérien de surveillance de la résistance aux
antibiotiques, signalons pour la premiere fois, I'isolement a partir d’ une hémoculture un E.
faecium résistant a la vancomycine et a la teicoplanine, portant un géne de van A. L’ enquéte a
révélé qu'il s agit bien d'un cas autochtone survenu chez un patient agé de 47 ans hospitalisé

pour bralure grave.

En 2011, un total de 8 souches d'ERV, dont 5 a |’hdpital et 3 en externe, ont éé signalés
par certains laboratoire du Réseau algérien de surveillance dela résistance des bactéries aux
antibiotiques, il sagit d’'E. faecium porteurs de gene van A exprimant une résistance de tres

haut niveau alavancomycine et alaté coplanine.

En 2012, une étude épidémiologique sur les entérocoques a été menée afin d’ évaluer la
prévalence des ERV au CHU d’Alger, quatre souches Enterococcus gallinarum résistant a la

vancomycine décrite portant le géne van C1 (Djahmi et al., 2012).

Un autre cas de résistance aux glycopeptides a été récemment signalé par les travaux de
Hamidi ( Hamidi et al., 2013).

V. Multirésistance aux antibiotiques des entérocoques

La résistance est particuliérement importante chez les entérocoques puisgue ce groupe de
bactéries est intrinsequement résistants aux agents antimicrobiens couramment utilisés dans les
hopitaux (céphalosporines et autres bétalactamines tels que les pénicillines, aminoglycosides,
clindamycine et lincomycine, quinolones, streptogramine A et glycopeptides (Tannock et
Cook, 2002).

La résistance partielle ou compléte aux bétalactamines est due a la présence chez les
entérocoques d’ une PLP, la PLP5, qui possede une faible affinité pour ces antibiotiques.

Les entérocoques possedent un bas niveau de résistance aux aminosides, cette résistance est
le fait d'une inefficacité du transport actif de ces molécules a travers la membrane
cytoplasmique (Dressel et al., 1999). Chez E. faecium, la production naturelle d’ une enzyme,
la 6-N’acétyl transférase confére un phénotype de résistance de type K (kanamycine), T
(tobramycine), N (nétilmicine), épargnant la gentamycine. La synergie entre la gentamycine
(Concentration minimale inhibitrice = 4 et 16 ug/ml) et les B-lactamines, est conservée

(Leclerq et Courvalin, 1997).
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E. gallinarum, Enterococcus casseliflavus et Enterococcus flavesens ont une résistance
modérée a la vancomycine (CMI entre 8 et 32 ug/ml) mais une sensibilité conservée pour la
teicoplanine (0.5 et 1 pg/ml), cette résistance est la conséquence de la présence du gene
chromosomique van C qui code pour une ligase D-ala-D-ser (Uttley et al., 1988; Cattoir et
L eclerq, 2010).

Les Macrolides, lincosamides, et streptogramines (MLS), antibiotiques qui inhibent la
synthese protéique en stimulant la dissociation du ribosome et du complexe ARNt-peptide, cela
entraine une inhibition de I’ élongation protéique (Robertset al., 1999).

E. faecalis présente la particularité de résister a la streptogramine A et aux lincosamides,
cette résistance est due a la présence du gene Isa dont la séquence en acide aminés serait
similaire a une proténe transmembranaire de type transporteur ABC a efflux actif (Ross et al.,
1990; Allignet et al., 1992; Singh et al., 2001).

Avec |’ utilisation abusive et intensive des antibiotiques, |es entérocoques se sont adaptés et
ont développé de nouvelles résistances. Soit par des mutations spontanées soit par transfert de
plasmides ou de transposons provenant d’autres microorganismes (Donskey et al., 2003;
Brandl et al., 2008; Ubeda et al., 2010).

La résistance acquise aux bétalactamines consiste soit en une production de pénicillinase
soit en une modification de la cible, la PLP5, ou en une hyperproduction de celle-ci. La
résistance par production de pénicillinase concerne exclusivement I’espece E. faecalis, Le
support de cette résistance est un géne bla Z codant pour la pénicillinase du S. aureus, exprimée
de maniére congtitutive. En ce qui concerne la résistance par modification de lacible; il s agit
de mutations survenant prés du site actif de la PLP5 chez E. faecium, conduisant ainsi a la
diminution d’affinité de celle-ci pour les B-lactamines. Alors que 1’hyperproduction de la PLP5
conduit a des CMI de pénicilline G de 8 a 32 ug/ml (Patterson et al., 1988; Rybkine et al,
1988; Fontana et al., 1994).

Quant aux meécanismes de résistance acquis aux aminosides, la résistance par production
d enzymes est le mécanisme le prédominant chez les entérocoques, ce mécanisme d origine
plasmidique en est le méme décrit chez les staphylocoques et conférant les mémes phénotypes
de résistance. Ces enzymes, classées en 3 catégories en fonction de la réaction qu'elles
catalysent (nucléotidation, phosphorisation ou acétylation) sont nommeées en fonction de leurs
substrats. Ainsi I’enzyme ANT(6) induit une résistance ala streptomycine ; APH (3') se traduit
par une résistance a la kanamycine, alanétilmicine et al’amikacine ; I' ANT (4’) induit quant &

elle une résistance a la tobramicine alors que I’enzyme bi fonctionnelle APH (2'’) _AAC (6")
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détoxifie la kanamycine, |'amikacine, la nétilmicine, la tobramicine et la gentamycine
(Tolmasky, 2007).

Le mécanisme de résistance développé par les entérocoques contre les glycopeptides est
une modification de la cible de I’ antibiotique, c'est-a-dire de la nature du précurseur D-ala-D-
ala (Depardieu et al, 2007). Larésistance acquise a la vancomycine est due a I’ expression par
la bactérie d’un opéron de résistance (opéron van) qui code des enzymes impliquées a la fois
dans la synthése d’un précurseur du peptidoglycane de faible affinité et dans I’ @imination du
D-ala-D-aa. (Courvalin, 2006; Cattoir et Leclercq, 2010; Xu et al. 2010).

Ainsi, 8 types de résistance acquise ont été caractérisés: Van A, Van B, Van D, Van G,
Van L, Van M, Van N. Les résistances de type Van A, Van B, Van D e Van M sont
responsables de la synthése du précurseur D-ala-D-lac, tandis que lestypes Van E, Van G, Van
L et Van N conduisent a la synthése du dipeptide D-ala-D-ser (Depardieu et al., 2007; Boyd et
al., 2008; Cattoir et Leclercq, 2010; Xu et al., 2010, L ebreton et al., 2011).

Larésistance acquise de type MLS chez les entérocoques est due soit, a une modification de
la cible soit, al’inactivation d’ antibiotique ou a un efflux actif de celui-ci. Dans le premier cas
le mécanisme repose sur I’ action d’ une méthylase réalisant la méthylation d’ une adénine de la
sous unité 23S de I’ ARN ribosomique (Hunt, 1988; Leclercq et Courvalin, 1993; Jensen et
al., 1999). Ces enzymes sont codées par les génes eem A ou erm B présentant 100%
d homologie avec les déterminants erm impliqués chez S. aureus (Portillo et al., 2000). En
effet une seule atération de I’ARNr 23S confére une résistance croisee aux Macrolides,
Lincosamides et Sterptogramines (phénotype MLSB) (Hunt, 1988; Leclercq et Courvalin,
1993; Jensen et al., 1999). En ce qui concerne le mécanisme de pompe, les genes mef A, mef E,
msr A, msr C et mre A sont impliqués dans |’ efflux actif des macrolides, Les genes mef et mrc
A ont été associés a une résistance limitée aux macrolides (phénotype M), le gene msr A a été
associé a la résistance aux macrolides et a la streptogramine B, aors que le gene msr C a été
impliqué dans I’ efflux de I’ érythromycine, de la pristinamycine et de la virginiamycine. Le
meécanisme d'action enzymatique confere uniquement une résistance aux antibiotiques MLS
structurellement liés (Ross et al., 1990; Clancy et al., 1996; Clancy et al., 1997;
Tait_Kamradt et al., 1997; Portilo et al., 2000).

Le contexte de cette étude s inscrit dans la contribution afaire |’ état des lieux préliminaires

des infections dues aux entérocoques dans la wilaya de Begaia (hopital d’ Amizour), ains
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d étudier la prévalence de la résistance des souches d entérocoques principalement a la

vancomycine, aux bétalactamines et aux autres familles d antibiotiques.

Tableau 1: Types derésistance aux antibiotiques des entérocoques (Dupont et Plantefeve,

2002)

Typesderésistance

Antibiotiques

Naturelle

céphal osporines
aminosides bas niveau
clindamycine
fluoroquinolones

contrimoxazole

Acquise

[3-lactamines
aminosides haut niveau
glycopeptides
erythromycine
tétracycline
rifampicine

chloramphénicol

acide fusidique
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|. Contextedel étudeet lieu de stage

A fin de faire I'é&at des lieux des infections dues aux entérocoques dans la wilaya de
Bejaia, I'hopital d’ Amizour a été visé pour contribuer a cette étude, du fait de I'importance
gu’il occupe au niveau régional. En effet, ¢’ est le seul hopital de la wilaya doté de service
oncologie, en plus des services médecine interne, chirurgie, réanimation, pédiatrie et
maternité; renfermant un nombre total de lit de 209, ainsi le nombre d admissions
enregistrées en 2015 a atteint 11378 patients. L’ éude s est déroulée au niveau du laboratoire

de microbiologie de I’ hdpital durant une période allant du début janvier au début mai 2016.
Il. Recueil dessouches

Un total de 420 prélevements (urines, prélevements vaginaux, prélévements de gorge,
hémocultures, pus, liquides d'ascite, liquides péritonéaux, liquides pleuraux, liquides
céphalorachidiens, et selles) issus de patients hospitalisés et de patients a titre externe ont été
anaysés dans le but disolement, didentification et de caractérisation des souches
d’ entérocoques. Des prélevements provenant d’ environnement hospitalier ont fait également

I’ objet de cette étude dans le cadre de suspicion d’infections nosocomiales.
[11. I'solement, purification et identification des souches d’ entérocoques

Les entérocoques sont identifiés par leur capacité a hydrolyser I’esculine sur milieu
sdlectif, et I’examen direct qui inclut la coloration de Gram et le test de la catalase. A fin de
pousser I'identification, d autres tests sont nécessaires, a savoir : la croissance sur milieu
hyper salé, la résistance a la chaeur, la résistance au tellurite de potassium qui met en
évidence E. faecalis et la résistance a bas niveau aux aminosides. Le schéma ci dessous

représente la démarche d’ identification.

Les milieux de culture; leur composition et les produits chimigques sont rapportés dans

I’annexel.
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( Echantillons : urines, prélévements vaginaux, hémocultures, pus, liquides corporels ]

3

ﬂ Culture sur BEA D_y Colonies fines avec halo noire

’ Repiquages sur milieu M17-Glucose \
\ Coloration Test de )

de Gram catalase

A 4
E Cocci Gram+ en diplocoques ou en courtes chainette ; catalase- ]

ﬁulture sur bouillon hyper salé. N

Test delarésistance alachaleur.

Test de résistance au tellurite.

Q@ stance aux aminosides de bas niveau /

Figure 1: Protocol d’identification des entérocoques

[11.1. Isolement sur gélose Bile, Esculine et Azide de sodium (BEA)

La gélose BEA est un milieu destiné al’isolement séectif des streptocoques du groupe D
et des entérocoques qui tolerent la bile et hydrolysent |’esculine en glucose et esculéitine.
Cette derniére donne une coloration noire avec le citrate de fer; La sélection se fait grace ala
bile qui est un inhibiteur des bactéries autres qu’intestinales et que les entérocoques, et |’ azide
de sodium qui inhibe les bactéries a Gram négatif.

Aprées homogeénéisation, les échantillons ont été ensemencés en stries sur la gélose BEA;
puis incubés & 37°C pendant 24 a 48h; les entérocoques forment de fines colonies avec halo
noire (esculine positif).
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[11.2. Repiquage sur gélose M 17-Glucose

La gélose M17 additionnée du glucose a 0,5% est utilisée pour améliorer la croissance
des entérocoques, les colonies sélectionnées a partir du BEA ont été repiquées et incubées a
37°C pendant 24h.

[11.3. Coloration de Gram

La coloration de Gram a été réalisee selon la méthode représentée dans I'annexe I1. Les
entérocoques apparaissent sous forme de cocgi Gram positif (couleur violette) regroupés en

diplocoques ou en courtes chainettes.
[11.4. Test decatalase

Pendant leurs respiration aérobie, certaines bactéries produisent du peroxyde d’ hydrogéne
(H202) qui est toxique, ces derniéres le dégrade alors grace a la catalase, cette enzyme est

capable de décomposer I’ H202 selon laréaction
2H202— 2H20+02

A finderéaliser ce test nous avons sélectionné les colonies pures ayant poussées sur M17-
glucose; une parcelle de colonies a été aors préleveée et mise en contact avec une goutte d’ eau

oxygénee sur une lame propre.

Une catal ase positive se traduit par le dégagement de bulles d’air, alors gque les colonies

catalase négative ont été sélectionnées pour la suite de I’ identification.
[11.5. Croissance sur bouillon hyper salé

Une eau peptonée (1L) additionnée de 65g de NaCl est utilisée; 2 a 3 colonies sont
ensemenceées dans 5ml du bouillon hyper salé; I'incubation s est faite a 37°C pendant 24h a
48h.

[11.6. Resistance ala chaleur

La magjorité des entérocoques sont capables de pousser sous des températures allant de 10
a45°C et peuvent survivre a une température de 60°C pendant 30min et 45°C pendant 24h.
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Un volume de 100 pl d’une suspension bactérienne de 108 UFC/ml & entérocoque est
ensemence dans 5ml du bouillon nutritif ou trypticase de soja puis placé 30 min au bain marie
a60°C; I'incubation s est faite a 37°C pendant 24h.

I11.7. Resistanceau tellurite de potassium

En plus de propriétés de résistance aux milieux hostiles, propres aux entérocoques, E.
faecalis possede un pouvoir réducteur tres marqué: il est capable de réduire le tellurite de

potassium, qui constitue souvent une substance inhibitrice pour les autres especes.

Un volume de 4,5 ml de bouillon nutritif est additionné de 0,5 ml de tellurite de
potassium préalablement dilué a 1/250 (1 ml de tellurite de potassium est dilué dans 249 mi
d’ eau digtillée).

V. Etudedelasenshbilité dessouchesaux antibiotiques

La sensibilité des souches aux antibiotiques a été déterminée par la méthode de diffusion
sur gélose Mueler Hinton selon les recommandations du comité de I’ antibiogramme de la
société francaise de microbiologie (CASFM, 2015). Des boites de gélose Mueller Hinton ont
été ensemencées par écouvillonnage a partir d’ une suspension bactérienne ayant une turbidité
équivalente a celle de I’ éalon 0,5 de la gamme de Mc Ferland (10 UFC/m). Les diamétres
des zones d’inhibition ont été interprétés par référence au CASFM-EUCAST 2015 apres
incubation a 37°C pendant 18h a 24h.

Tableau I : Antibiotiques testés et diametres critiques d’ interprétation

‘Vancomycine VA 30ug Glycopeptides >17 -
Rifampicine Rif S5ug  Rifamycines >20 <17
Tétracycline TE 30ug Tétracyclines  >19 <17
Ampicilline AMP 10pg  Betalactamines > 19 <16
Imipenéme |PM 10ug  Betalactamines >21 <18
Pristinamycine RP 15ug  Synergistines — >22 <19
Spiramycine SR 100pg Macrolides >24 <19
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V. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) sur
milieu liquide

Les CMI ont été déterminée pour les souches ayant un diametre de zone d'inhibition

réduit ala vancomycine (souche N° 439) selon la méthode de dilution sur milieu liquide.

A partir d’ une solution meére de vancomycine a 6mg/ml, des volumes croissants (multiple
de deux) ont été additionnés a des volumes de 5ml du bouillon nutritif puis ensemencés par
100 pl de la suspension bactérienne (108 UFC/mI). L’incubation s est faite a 37°C pendant
24h et la CMI est définie comme étant la plus faible concentration en antibiotique inhibant
toute croissance visible a I’ ceil nu. L’interprétation est faite suivant les recommandations du
comité de I" antibiogramme de la soci été francai se 2015.

Le tableau ci- dessous montre les volumes de la solution de vancomycine correspondants
pour chaque CMI. Le Protocol de préparation de la solution mere, et la méthode de calcul des

volumes équivalents pour chague CM1 sont démontrés dans |’ annexe 1.

Tableau I11: Les volumes de la solution de vancomycine correspondant pour chaque
CMI
e erta)
0 0
0.833 1
1.66 2
333 4
6.66 8
13.33 16
26.66 32
53.33 64
106.66 128

VI. Portage anal d’entérocoquesrésistants a la vancomycine

Un Protocol d'isolement et de caractérisation des souches d’ entérocoques résistantes a la

vancomycine a été réaisé. 11 comprend I’ ensemencement d' un écouvillon ana dans 1ml de
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bouillon d enrichissement Trypticase Soja, aprés une incubation de 2h a 37°C, 50ul de la
culture sont additionnés a 150ul du bouillon Rothe contenant de vancomycine a 20ul/ml, puis
150ul du mélange précédant est ensemencé par inondation sur gélose BEA additionnée de
vancomycine (20ul/ml), I'incubation s’ est faite a 37°C pendant 24h, les entérocoques donne

des colonies grises avec halo noire. Le schéma ci-dessous représente le Protocol du portage.

Ecouvillon w

Incubaton37T2Ci2h

S0 pl

Eouillon Trypticase

soja (T SE)

L 150ul
(’_ Ensementememparmnndaﬁh
Q Incubation37°C/24h

Bouillon Roth+ .
vancomycine a :?:E-;L'H;al;c omycine
20pg/nl a 20pg/p

Figure 2 : Protocol du portage anal de VRE
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|. Recuell des souches

Résultats

L’identification des entérocoques a été faite sur la base de |’ aspect des colonies sur gélose

BEA (figure 3), ainsi que leurs aspects microscopiques apres |a coloration de Gram (figure 4),
et le test de catalase (figure5). L’identification a été basée encore sur les tests classiques

comprenant la croissance sur bouillon hyper salé (figure 6), la résistance a un traitement
thermique de 60°C pendant 30 min (figure 7) et la résistance au tellurite de potassium pour E.
faecalis (figure 8). Le tableau IV en annexe IV représente les résultats d'identification.

L’ étude de la résistance a bas niveau aux aminosides est également considérée comme un

critére d'identification de ces souches (tableau V en annexe IV).

Figure 3 : Aspect des colonies
d entérocoques sur BEA

Figure 4 : Aspect microscopique des
entérocoques

T+

Figure 5 : Résultat du test de catalase

Figure 6 : Croissance sur bouillon hyper
salé
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T+ T-

Figure 7 : Résistance a 60°C / 30min Figure 8 : Réduction de tellurite de
potassium

De ce fait, au cours de cette étude, nous avons isolé et identifié 62 souches d’ entérocoques
dont 54 seraient E. faecalis et 8 autres entérocoques, pour les quelles ont été notées la

provenance, lanature ainsi que la date du prélevement. (Tableau VI en annexe 1V).

Dans les prélevements, les entérocoques ont été isolés seuls dans 53,22% des cas et
associés a d autres germes dans prés de 46,77% des cas. Le tableau VII en annexe IV montre

les germes associés aux entérocoques dans les infections.

Nous avons également identifié cing souches d entérocoques provenant d’ environnement
hospitalier au cours d’ une suspicion d’infections nosocomiaes. Le tableau VIII en annexe IV
présente la provenance et les résultats d’identification.

I1. Répartition des souches selon la provenance des préevements

La répartition des souches d entérocoques isolées en fonction de la provenance du
prélévement est rapportée dans la figure 9. On note que les souches sont le plus souvent
isolées dans les infections communautaires avec 69.35% des souches. Quant aux infections
hospitaliéres, les entérocoques sont majoritairement isolés au niveau de service médecine
interne avec 14.51% des souches, suivi par le service de pédiatrie (6.45%), puis par les

services maternité, chirurgie et réanimation (3.22% pour chacun d’ eux).
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3.22% 3.22% _ 3.22%

6.45%

M externes

H medecine interne
M pediatrie

B maternité

M chirurgie

M réanimation

Figure9 : Répartition des souches selon |a provenance des prélevements

[11. Répartition des souches selon la nature du préevement

Sur un total de 62 souches, 80,64% ont été isolées a partir de prélevements urinaires,

12,9% a partir de prél évements vaginaux, 4,84% a partir de pus et seulement une seule souche

(1,61%) a été isolée des hémocultures.

100%
80%
60%
40%
20%

Pour centage

0%

~ 80,84%

12,90%
4,84%
urine pus prélevement
vaginal
Nature de prélevement

1,61%

hémoculture

Figure 10 : Répartition des souches d’ entérocoques selon la nature du prélévement.

V. Répartition des souches en fonction del'age et du sexe

L’ &ge des patients dont les entérocoques ont été isolés varie de lans a 92ans et leurs

répartition en catégories d'ége est rapportée dans la figure 11, le résultat montre que le

nombre maximal des cas rentre dans la catégorie d’ age de 16ans a 39ans, suivie par |’ age de

40ans a 59ans puis par les catégories de lans a 15ans et plus de 60ans. Sur la totalité des
patients, 45 (73,77%) était de sexe féminin, et 16 (26,22%) de sexe masculin (figure 12).
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100% -

80% -

60% -

40% -

Pour centage

20% -

0% -
115

45,90%

16,39% 21,31%

16 _39 40_59
Catégoried'age

16,39%

> 60

B Femme

B Homme

26.22
%

73.77
%

catégorie d' &ge

Figure 11 : Répartition des souches en fonction de

Figure 12 : Répartition des
souches en fonction de sexe

V. Répartition des souches par espéces

Se basant sur la faculté d'E. faecalis a réduire les tellurites de potassium, notre résultat

montre que I’ espéce la plus fréguemment isolée serait E. faecalis avec 87,09% des souches,

les 12,90% des souches représentent les autres entérocoques (figure 13). Cependant, d’ autres

analyses sont nécessaires pour confirmer |’identité d' E. faecalis.

12,9%

87,09%

M E. faecalis

M Enterococcus spp

Figure 13 : Répartition des souches selon I’ espéce

V1. Sensibilité des souches aux antibiotiques

Les résultats de I’ étude de sensibilités des souches d’ entérocoques aux antibiotiques (In

vitro) sont représentés dans la figure 14, ainsi dans le tableau IX en annexe 1V. Des taux de

résistance élevés de 97,5% et 66,67% ont été déterminés respectivement pour la spiramycine

et la pristinamycine qui appartiennent aux macrolides et apparentés. La tétracycline et la
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rifampicine ont également des taux de résistance élevés, de 80% et 56,14% respectivement.
Concernant les 3-lactamines les taux sont variables, ils varient de 5,35% a 24,56% pour
I’'imipénéme et I’ampicilline. I est a noter que toutes les souches testées étaient sensibles a la
vancomycine a |’exception de la souche 439 qui présentait un diametre réduit a la

vancomycine et pour laquelle la CMI a été déterminée.

100% -
80% -
60% -
M sensible
40% - B intermédiare

20% - résistant

Pour centage de sensibilité

0% -
AMP IPM VAN RIF TET RP SR

Antibiotiques

Figure 14 : Sensibilité des souches aux antibiotiques

V1I. Déter mination des concentrations minimalesinhibitrices (CMI)

La CMI de la vancomycine obtenue pour la souche 439 était de 16ug/ml ; elle correspond

aune résistance modérée.

Figure 15 : Résultats de la CMI sur milieu liquide.
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VIII. Profil de sensibilité des souches d’ entérocoques isolées selon la nature
du prélevement

Urine

Les pourcentages de résistance aux [3-lactamines pour les souches d origine urinaire
étaient de 31,11% et 6,81% pour I'ampicilline et imipenéme respectivement, a noter
également des taux de résistance de 86,35% alatétracycline, 60% alarifampicine, 65,71% a

la pristinamycine, et 83,86% ala spiramycine.
Pus

Nous avons obtenu 100% de sensibilité al’ampiciline, al’imipeneme et alatétracycline.
Les souches avaient des taux de résistance de 33,33% a la rifampicine, de 66,67% a la

pristinamycine et de 100% ala spiramycine.
Hémoculture

La seule souche d’ hémoculture était sensible al’ampicilline et al’imipeneme, et présente

une résistance intermédiaire alarifampicine, pristinamycine et spiramycine.

Pr élévements vaginaux

Nous avons obtenu 100% de sensibilité a I’ampicilline et a I’'imipenéme, et une bonne
activité de la rifampicine avec une sensibilité de 62,5% des souches. Le pourcentage de
résistance a la tétracycline éait de 71,42%. Un taux de 83,34% des souches étaient

résistantes ala pristinamycine. Enfin, toutes les souches étaient résistantes ala spiramycine.

Toutes les souches provenant de différentes origines étaient sensibles a la vancomycine a

I’ exception d’ une souche d’ origine urinaire.
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100%

8 90%
S 80%
'g 70%
8 00% M urines
S 50%
& 40% " pus
g 30% - M hémocultures
5 20% - H prélévements vaginaux
£ 10% -
0% - i I
AMP IPM VA RIF TET RP SR
Antibiotiques

Figure 16 : Profil de sensibilité des souches selon la nature du prélévement

I X. Résistance des souches d’ environnement hospitalier aux antibiotiques

Lesisolats d' entérocoques présentaient des taux de résistances de 80% pour larifampicine
et la pristinamycine, 60% pour la tétracycline et 40% de résistance pour I'ampicilline et
I’imipenéme, en revanche 100% des souches présentaient une sensibilité a la vancomycine.
Les résultats de I’ étude de la sensibilité des souches aux antibiotiques sont rapportés dans la
figure 16 et letableau X en annexe IV.

100%

80%

60%
40% M résistant
H sensible

20%

O% T T T T T
IPM AMP VAN RIF RP TE

Antibiotiques

Pourcentage de résistance

Figure 17 : Résistance des souches d’ environnement hospitalier aux antibiotiques
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X. Portage des entérocoquesrésistants a la vancomycine

Dans notre étude les cing portages réalises chez les patients ayant recus de la
vancomycine pendant au moins 7 jours révéle I’ absence de VRE.
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Discussion

Les infections couramment causées par les entérocoques comprennent les infections des
voies urinaires et génitaes, les infections intra abdominales et pelviennes, les infections de
plaies, les bactériémies et les endocardites (Schimidt_Heiber et al., 2007; Sakka et al.,
2008; Mittal et al., 2016).

Dans notre étude, le taux le plus élevé d'isolement des souches d’ entérocoques, étant de
I’urine (80,64% des souches), suivi par les préléevements vaginaux, les pus et enfin les
hémocultures. Ces résultats sont comparables avec d autres travaux rapportant un nombre
maximal d’ entérocoques dans les échantillons urinaires (Adhikari., 2010; Preeti et al., 2013;
Kudo et al., 2014). De plus, une éude similaire a rapporté des proportions de 64,6% pour les
isolats cliniques d origines urinaires, 15,7% d'origines des pus et 11,2% d hémocultures
(El_Ghazawy et al., 2016). Cependant d’ autres éudes ont montré que les hémocultures
(25% des isolats cliniques) étaient |e deuxiéme site d'isolement des entérocoques, suivies par
les pus (19%), autres liquides corporels (8%) et les prélevements vaginaux (7%), contre 41%
d’isolats d origines urinaires (Mittal et al., 2016).

Dans notre étude, E. faecalis serait I’ espece d’ entérocogue la prédominante présentant
87,09% des isolats cliniques, De nombreuses études rapportent que E.faecalis est |’ espece la
plus isolée parmi les entérocoques, notamment |’étude rapportée en Inde (Wavare et al.,
2015) et celle rapportée en Algérie, cette derniere signale un taux de 75,3% pour les souches
d’E. faecalis, suivi par un taux de 21,2% pour E. faecium, puis par E. gallinarum (2,4%) et E.
casseliflavus (1,2%) (Bourafa et al., 2016). Dans d’ autres pays, les infections a entérocoques
sont le plus souvent causees par E. faecalis avec 80-85% des isolats cliniques, suivies par E.
faecium avec 10-15% des isolats et plus rarement par Enterococcus durans, Enterococcus
avium, Enterococcus raffinosus, Enterococcus munndtii Enterococcus hirae, E. gallinarum et
E. cassdliflavus (Parvati et Applaraju., 2003; DePerio et al., 2006 ).

Les infections a entérocoques sont le plus fréquemment retrouvées chez les femmes que
chez les hommes, en particulier les infections urinaires, ou il ya possibilité d entrée
d’ entérocoques intestinaux dans la voie urinaire en raison de la proximité des flores urétrale et
anale (Steven et al., 1992).

Dans notre étude, les entérocoques étaient majoritairement isolés chez les femmes avec un
taux de 73%, ces résultats se rapprochent de ceux retrouves par (Tornero et al., 2014). En
Algérie autres auteurs ont rapporté aussi que les entérocoques sont majoritairement isolés

chez les femmes avec 59% des souches (Djahmi et al., 2012).

23



Discussion

Dans notre étude, le nombre maximal de cas d'infection a entérocoques est retrouvé chez
la catégorie d’'age de 16 a 39 ans comprenant 45.9% du total des cas. Ces résultats sont
similaires a ceux rapportés en Inde, en revanche, dautres études ont rapporté un taux
d’isolement plus élevé chez les sujets agés de plus de 60 ans (Bhat et al., 2015; Wavare-
Sanjay et al., 2015).

L’implication des entérocoques dans les infections a été moins établi, principaement a
cause du caractére poly microbiens de ces infections, en particulier dans les infections intra
abdominales ou |es entérocoques sont toujours presgue en association avec les entérobactéries
et les germes anaérobies (M odllering, 1992; Montravers et Carbon, 1994).

Dans notre étude 53,22% des infections a entérocoque étaient poly microbiennes, ces
résultats se rapprochent de ceux retrouvés en Europe montrant que les infections a
entérocoques sont dans 54% des cas poly microbiennes et que les germes retrouvés en
association étaient les SCN, S aureus, E. coli, P. aeruginosa et Enterobacter cloacae
(Tornero et al., 2014). En revanche, les résultats retrouvés en Algérie montrent que les
entérocoques étaient majoritairement isolés seuls dans les infections cliniques (83.66% des

isolats sont mono microbiens) (Djahmi et al., 2012).

Aujourd’hui, les entérocoques occupent une place importante en pathologie humaine et
posent bien souvent un probléme thérapeutique du fait de leur résistances naturelles a
plusieurs antibiotiques couramment utilisés en clinique, ce probléme est amplifié en raison de
la résistance acquise des entérocoques a tous les antibiotiques actuellement disponibles
(Murray, 2000; Deshpande et al., 2013).

L’ éude des profils de résistance de nos isolats a partir des antibiogrammes a montré que
les souches d’ entérocoques qu’ elles soient isolées en communauté ou a |’ hopital, étaient peu
sensibles aux aminopénicilines avec une prévaence de 24,56% (n=57). Nos résultats sont
similaires & ceux rapportés en Algérie par (Djahmi et al., 2012) rapportant une prévalence de
30,4% (n=125), en revanche nos résultats sont relativement faibles comparés al’ éude réalisée
en France en 2014 par le Réseau EARS-Net et montrant un taux élevé (45%), adors qu’il était
presgue a moitié en 2002 avec une prévalence 19,5% (n=2008) (Trystran et al., 2014).

En ce qui concerne le taux de résistance a I'imipenéme retrouvé dans notre éude, il
présentait 5,35% (n=56), ce taux est relativement faible comparé aux résultats rapportés en
Mont-Goddine et rapportant une prévalence de 11% (n=143) de résistance (Muthur et al.,
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2003; Delaere et al., 2007). Larésistance aux [3-lactamines est peut étre liée a la production
de [¥lactamase plasmidique. Ceci a été rapporté chez quelques souches d’E. faecalis et
rarement chez E. faecium (Rice., 2001), ou bien par hyperproduction de la PLP5, fréquente

chez E. faecium responsable d’ une faible affinité aux 3-lactamines (Bonin et al., 1996).

Dans notre étude, nous avons détecté un taux de résistance tres élevé a la tétracycline, qui
valait 80% (n=30), nos résultats sont similaires a ceux rapportes en Algérie (82,4%) (Djahmi
et al., 2012), en revanche d’ autres études en Inde ont rapporté respectivement des résistances
moyennes de 60% (n= 100) a 80% (Hinnong Brown, 1995; Weijia et al., 2014).
L’ acquisition de la résistance a la tétracycline peut étre conférée par différents mécanismes et
genes, y compris les mécanismes d efflux codés par les genes tet K et tet L. De plus une
protection du ribosome codée par les genes tet M, tet O ou tet S ains gu’un mécanisme
inconnu codé par le géne tet U (Chopra et Roberts., 2001).

La résistance aux rifampicines est également décrite, révélant un taux de résistance de
56,14%. Le résultat obtenu dans notre étude n’est pas trés éloigné de ceux rapportés par en
Chine (66% pour n= 100) et en Liban (Zouain et Araj., 2001; Weijia et al., 2014). La
plupart des résistances aux rifampicines sont mediées par des mutations dans le gene rpo B

qui code pour lasous unité 3 del’ ARN polymérase (Enne et al., 2004).

Nos résultats montrent des taux de résistance de 66,67% et 87% ala pristinamycine et ala
spiramycine respectivement. Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés en Tunisie
(Abbassi et al., 2003). Le mécanisme de résistance habituellement impliqué est la
méthylation de I’ARN ribosoma 23S codé par le gene erm B (erythromycine ribosomal
methylase) (Robertset al., 1991).

L’ERG est endémique aux USA a cause de I’ utilisation a partir des années 1980 de la
vancomycine orae, il en est dapparition récente en Europe suite a I'utilisation de
I"avoparicine. Dans notre pays, I'isolement d ERG reste rare (Hamidi et al., 2013). Dans
notre étude, une seule souche a été trouvée résistante a la vancomycine chez une personne
ayant jamais recu une antibiothérapie a base de la vancomycine, I’ origine alimentaire de la
souche est écartée vue de non utilisation de I’avoporcine en Algérie. Le portage na pas éé
possible en raison du déces du patient. Le taux de résistance ala vancomycine était de 1,61%,
ces résultats sont similaires a ceux rapportés en Algérie en 2011 par le Réseau de
surveillance des bactéries aux antibiotiques, et en 2016 indiquant I’absence d'ERV dans

leurs isolats (Bourafa et al., 2016), également en Inde, la prévalence des souches d' E.
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faecalis résistantes a la vancomycine est comprise entre 2% et 6% (Tanga et al., 2004;
Kapoor et al., 2005). En revanche le taux d’'ERV éait plus élevé (35,5%) en Amérique du
Nord selon Health-Care National Safety Network (NHSN) en 2009. La CMI de la
vancomycine pour la souche était de 16upg/ml, montrant une résistance modérée a cet
antibiotique. La résistance modérée a la vancomycine est peut étre due a |’ acquisition de la
souche de I’ un des genes van B, van E, van G ou van N, codant pour des enzymes impliquées
dans la synthése de précurseurs du peptidoglycane de faible affinité pour la vancomycine et
conférant des CMI variables a celle-ci, adlants de 4a 1000pug/ml pour le géne vanB, 8 a

32ug/ml pour le géne vanE, et 16pg/ml pour vanG ou vanN (Cattoir et L eclerq, 2010).

Dans notre étude seules les souches d origine urinaire présentaient des résistances aux 3
lactamines et aux glycopeptides, avec des prévalences de 2,22% pour la vancomycine et de
(31,11%) pour I’ampiciline, nos résultats se différent de ceux rapportés en Tunisie ou le taux
de résistance aux [3-lactamines est plus élevé chez les souches provenant d’ hémoculture (Ben
Redjab et al., 2008).

Concernant la résistance aux autres antibiotiques (macrolides, rifampicine), le taux de
résistance des souches est élevé de 65% a 100% il est plus ou moins similaire entre les
souches provenant de différentes origines. Nos résultats ne sont pas trés éloignés de ceux
rapportés en Tunisie (Ben Redjab et al., 2009).

L’hygiéne hospitaliere est un probleme fréguent rencontré dans tous les services
hospitaliers. Au fil des années, la résistance des micro-organismes n'a cesse de croitre

entrainant un risque nosocomial grandissant (Brucker., 1998).

Les cing souches provenant de I’ environnement hospitalier présentaient un pourcentage de
40% de résistance aux antibiotiques testés al’ exception de la vancomycine. La problématique
posée N’ est pas seulement liée a la présence d’ entérocoques dans |’ environnement hospitalier
et le risque de colonisation et |e déclanchement d’infection chez les patients hospitalisés, mais
aussi |’ acquisition de la résistance chez ces entérocoques a divers familles d’ antibiotiques, qui
laisse les cliniciens avec des options thérapeutiques tres limitées faces a ces souches multi

résistantes en cas d’infection.

Bien qu'il soit difficile de démontrer si la contamination de |’ environnement hospitalier
est la cause ou la conséquence de I'infection, des arguments indirects permettent le plus
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souvent dimpliquer I’environnement comme réservoir primaire ou secondaire

potentiellement al’ origine d’infections nosocomiaes (Cavello et al., 2002).
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Conclusion et perspectives

Au cours de cette étude réalisée au laboratoire de microbiologie de I" hdpital d’ Amizour
durant une période de 4 mois, 420 échantillons ont été analysés, notre objectif de départ était
d’isoler, identifier, puis caractériser les phénotypes de résistance des souches d’ entérocoques

principalement alavancomycine, aux bétalactamines et aux autres familles d’ antibiotiques.

Cet objectif trouve tout son intérét et son importance dans le fait que le traitement de
référence d'infections séveres a entérocoques reposait jusqu’a présent sur une association
bactéricide synergique entre un agent actif sur la paroi (vancomycine ou bétalactamine) et un
aminoside de haut niveau. Par conségquent des souches d’ entérocoques ayant résisté al’un ou
a I'ensemble des antibiotiques précités peuvent causer de multiples infections sévéres
(communautaires et nosocomiales) dont le traitement s avere difficile voire problématique. De
ce fait, les conséquences se traduisent par une plus grande mortalité, et auss par une

augmentation des co(ts et la durée d’ hospitalisation.
On vue de notre étude les conclusions suivantes ont été établies :

v Les résultats d'identification de 420 prélevements révéle 62 souches
d’ entérocoques cliniques, parmi les quelles 87.09%  correspondraient a
Enterococcus faecalis. Ains 5 souches dentérocoques provenant de
I’ environnement hospitalier.

v Les résultats montrent que les souches, sont le plus souvent isolées dans les
infections communautaires (69.35%), suivi par le service médecine interne
(14.51%).

v' La majorité des infections causées par les entérocoques sont d’origine urinaire
(80.64%).

v Les entérocoques ont été fréquemment isolés chez les patients agés de 16 a 39 ans,
avec une prédominance du sexe féminin a 73.77% des cas contre 22.33 % du sexe
masculin.

v La caractérisation des phénotypes de résistances aux antibiotiques de I’ ensemble
des isolats cliniques et d’ environnement hospitalier révéle des multi résistances aux
divers antibiotiques au sein du méme isolat.

v Les taux de résistance vis-avis de la spiramycine, tétracycline, pristinamycine,
rifampicine sont de 87%, 80%, 66.66%, et 54.16% respectivement. Des faibles taux
de résistance de 5.36% et 24.56% sont enregistrés pour I'imipeneme et

I"ampicilline respectivement.
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v Concernant la résistance a la vancomycine, uniquement une seule souche a montré
un diamétre réduit.

v Un taux de 80% des souches d’ environnement sont résistantes alarifampicine et la
pristinamycine, 60% a la tétracycline et 40% de résistance a I’ampicilline et

I’imipeneme.

Malgre la faible prévalence des ERV, une surveillance étroite et des mesures préventives
doivent ére mener. De plus, une nécessité a maintenir une politique d utilisation des
antibiotiques d’ une facon raisonnable, notamment la vancomycine et |a teicoplanine puisque

ces derniers sont considérés comme agent du dernier ressort.

Tous les laboratoires de microbiol ogie doivent rester vigilants devant I’ isolement de toutes
souches d’ Enterococcus présentant un diamétre réduit aux glycopeptides. Il en est de méme
pour les comités de lutte contres les infections nosocomiaes (CLIN) qui devraient inclure
dans leur protocole de surveillance des bactéries multi résistantes (BMR) et la recherche des

entérocoques et notamment les ERV.

Enfin, notre étude nous a permis de faire un état des lieux préliminaire dans la région de
Begaa, commune d’Amizour et de mettre I'accent sur les infections a entérocoques
auparavant méconnues par les établissements hospitaliers de larégion de bgaia. Ceci afin de

prévenir |’ émergence des entérocoques vancomycine Résistants.
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ANNEXE |

Composition des milieux de culture (pour 1l d’eau distillée) et produits

chimiques

<+ Milieux decultures

Gélose BEA
Extrait de viande 39
Peptones 179
Extrait de levure 59
Citrate de sodium 19
Citrate de fer 0.59
Chlorure de sodium 59
Esculine 19
Bile de beeuf (désoxycholate) 10g
Azide de sodium 0.25g
Agar 139
PH 7,3+ 0,1
Gélose M17
Peptone universelle 59
Peptone de farine de soja 59

Extrait de levure 2.59




199

+
o
N

Eau peptone tamponnée

Bouillon nutritif

Bouillon trypticase soja



159

59

Gélose Mudller Hinton

Bouillon Rothe




+« Produits chimiques

Fushine phénique

Fushine cristalisée 19

Alcool éhylique 10ml

Phénon 5g
Eaudistillée 10ml

Violet de gentiane phénique

Violet de gentiane 19
Phénol 11g
Ethanol 10ml
Eaudistillée 100ml

NaCl (0.9%)

Sodium 154mmol/I

Chlorure 154mmol

pH 45-7.0
H202(10%)

Telluritede potassium (4%)

Formule moléculaire : K2O3Te
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ANNEXE Il

Coloration de Gram
« Préparation defrottis
Prélever une goute de |a suspension bactérienne et la déposer au centre delalame;
Etaler avec la pipette sur lalame, de fagon a obtenir un éaement mince ;
Sécher et fixer en portant lalame au —dessus de la flamme du Bec Bunsen
% Coloration

Déposer quel ques goutes de solution de violet de gentiane sur le frottis fixé, et laisser agir 1

min puisjeter |’exces;;

Déposer quelques goutes de lugol, laisser agir quelques secondes ;
Décolorer al’alcool en laissant laisser agir 5 a 10 secondes ;
Rincer al’eau;

Contre-colorer en déposant la fushine pendant 1 minute ;

Rincer al’eau ;

Laisser secher al’air ;

Déposer une goutte de I’ huile a émersion;

Observer au microscope optique (Gx100), laforme, ladisposition, et le Gram (Gram+ :

couleur violette ; Gram- : couleur rose).
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ANNEXE 111

Préparation de la solution de vancomycine

Vancomycine pure : 6mg/ml ———=— 6mg vancomycine + 1ml eau ultra pure (UP)

————— 3mg vancomycine + 500ul UP

g — — —

500pl

Solution mere (6mg/ml)

Vi1 VT2 AVAK! Vs Vfs Vfs Vf7 Vfs

Bouillon nutritif (5ml)

CMI (pg/pl) 0 1 2 4 8 16 32 64

Calcul de Vf2
Ona CiVi=CfVf —» Ci2Vi2 = CfaVf2

— lug/ul x 500ul = 6pg/ul xVf2

Vf2 =1pg/ul x 500ul / 6000l

Vf2=0.833pl



ANNEXE IV

Tableau IV: Identification des souches d’ entérocoques isolées au niveau de |’ hopital Ben
Merad El Meki d’ Amizour

Souches code | solement sur Gram Catalase Résistance Croissan Réduction
BEA a cesur detélurite
60°C/30mi  bouillon de
n hyper potassium
salé
1 700 Culture Coguea  Catalase Trouble Trouble  Dépot noir
positive, Gram négative
coloniesgrises  positif,
avec halonoir  disposé en
chainettes
2 702 + + - + + +
3 716 + + - + + Absence du
dépbt noir
4 1 + + - + + +
5 838 + + - + + +
6 2 + + - + + +
7 1062 + + - + + +
8 1067 + + - + + +
9 1068 + + - + + +
10 1055 + + - + + +
11 1099 + + - + + +
12 225 + + - + + -
13 1105 + + - + + +
14 1193 + + - + + +
15 1322 + + - + + +
16 261 + + - + + +
17 1412 + + - + + -
18 3 + + - + + -
19 4 + + - + + -
20 1469 + + - + + +
21 1480 + + - + + 3
22 1482 + + - + + +
23 1494 + + - + + +
24 5 + + - + + +
25 286 + + - + + +
26 1528 + + - + + +
27 317 + + - + + +
28 6 + + - + + +
29 7 + + - + + +
30 1982 + + - + + +
31 8 + + - + + +




32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42

45
46
47
48
49
50
51
52
53

55
56
57
58
59
60
61
62

1925
1856

2228
2214
2186
395
2232
2254
2263
2267
439
10
454
2261
2393
11
12
13
490
497
526
533
545
562
564
614
715
722
157
1293

+ ++++++++++F A+ A+ o+

R T i T i T o o S e e e e S S S S Sy S S A S

+ ++++++++++F A+ A+ o+

+ ++++++++++F A+ A+ o+

+ + 4+ ++++++F+HFFF A+

+ +

Tableau V : Résistance aux aminosides de bas niveau chez les souches cliniques

d’ entérocoques

Code

700
702
716
1
838
2
1062
1067
1068
1055
1099
225

Résistance aux aminosides de bas niveau

GEN

ND

ND

ND

ND

ND
17mm (R)
18mm (R)
16mm (R)
15mm (R)
16mm (R)
19mm (R)
21mm (1)

AK

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
15mm (R)
ND
ND




1105
1193
1322
261

1412

1469
1480
1482
1494

286
1528
317

1982

1925
1856

2228
2214
2186
395
2232
2254
2263
2267
439
10
454
2261
2393
11
12
13
490
497
526
533
545
562
564
614
715
122
157
1293

19mm (R)
20mm (1)
18mm (R)
19mm (R)
21mm (1)
14mm (R)
15mm (R)
15mm (R)
15mm (R)
15mm (R)
15mm (R)
10mm (R)
6mm (R)
13mm (R)
15mm (R)
15mm (R)
16mm (R)
18mm (R)
16mm (R)
6mm (R)
21mm (1)
17mm (R)
14mm (R)
6mm (R)
16mm (R)
20mm (1)
14mm (R)
12mm (R)
13mm (R)
14mm (R)
17mm (R)
17mm (R)
18mm (R)
18mm (R)
mm (R)
6mm (R)
6mm (R)
18mm (R)
19mm (R)
15mm (R)
ND

ND

13mm (R)
ND

14mm (R)
17mm (R)
ND

ND

ND

ND

ND

mm (R)
14mm (R)
11mm (R)
13mm (R)
22mm (1)
13mm (R)
6mm (R)
11mm (R)
14mm (R)
12mm (R)
11mm (R)
6mm (R)
6mm (R)
14mm (R)
14mm (R)
14mm (R)
14mm (R)
14mm (R)
6mm (R)
21mm (1)
15mm (R)
14mm (R)
8mm (R)
14mm (R)
RH

13mm (R)
11mm (R)
12mm (R)
12mm (R)
14mm (R)
14mm (R)
11mm (R)
14mm (R)
10mm (R)
6mm (R)
6mm (R)
17mm (R)
6mm (R)
17mm (R)
6mm (R)
6mm (R)
10mm (R)
6mm (R)
12mm (R)
13mm (R)
ND

ND

ND

ND




Tableau VI : Renseignements collectés au cours de |’ étude.

Code | Datede Service Sexe Age Typede
préévement préevement
700 01/02/2016 externe femme 3ans ECBU
702 01/02/2016 externe femme 10ans ECBU
716 01/02/2016 externe femme 39ans ECBU
1 03/02/2016 externe femme 39ans PV
838 07/02/2016 externe femme 40ans ECBU
2 10/02/2016 externe femme 32ans PV
1062 14/02/2016 externe femme 3lans ECBU
1067 14/02/2016 externe femme 52ans ECBU
1068 14/02/2016 externe femme 60ans ECBU
1055 14/02/2016 externe femme 54ans ECBU
1099 15/02/2016 externe femme 35ans ECBU
225 15/02/2016 médecineinterne | homme 82ans ECBU
1105 15/02/2016 externe femme O5ans ECBU
1193 22/02/2016 externe femme 12ans ECBU
1322 22/02/2016 externe femme 34ans ECBU
261* 23/02/2016 réanimation femme 22ans ECBU
1412 24/02/2016 externe homme 9ans ECBU
3 24/02/2016 externe femme 29ans PV
4 24/02/2016 externe femme 35ans PV
1469 28/02/2016 externe femme 48ans ECBU
1480 28/02/2016 externe femme 36ans ECBU
1482 28/02/2016 externe femme 38ans ECBU
1494 28/02/2016 externe femme 56ans ECBU
5 29/02/2016 externe femme 76ans ECBU
286* 29/02/2016 réanimation femme 22ans ECB de
cathéter
centra
1528 29/02/2016 externe femme 46ans ECBU
317 03/03/2016 médecineinterne | homme 80ans PUS
6 09/03/2016 externe femme 38ans PV
7 11/03/2016 externe femme 35ans PV
1982 13/03/2016 externe femme 34ans ECBU
8 13/03/2016 externe femme 30ans PV
1925 15/03/2016 externe femme 48ans ECBU
1856 15/03/2016 externe femme 50ans ECBU
9 17/03/2016 externe femme 39%ans ECBU
2228 20/03/2016 externe femme 24ans ECBU
2214 20/03/2016 externe homme 48ans ECBU
2186 21/03/2016 externe homme 80ans ECBU
395 21/03/2016 maternité femme 25ans ECBU
2232 21/03/2016 externe femme 25ans ECBU




2254 21/03/2016 externe homme 29ans ECBU
2263 22/03/2016 externe femme 40ans ECBU
2267 22/03/2016 externe femme 25ans ECBU
439 23/03/2016 médecine interne | homme 88ans ECBU
10 23/03/2016 externe femme 40ans PV
454 24/03/2016 médecineinterne | femme 68ans ECBU
2261 24/03/2016 externe homme 04ans ECBU
2393 25/03/2016 externe homme 16ans ECBU
11 28/03/2016 pédiatrie homme 20ans ECBU
12 28/03/2016 médecineinterne | femme 60ans ECBU
13 28/03/2016 médecineinterne | femme 84ans ECBU
490 05/04/2016 médecineinterne | homme 32ans ECBU
497 07/04/2016 médecineinterne | femme 23ans ECBU
526 14/04/2016 pédiatrie homme lans ECBU
533 17/04/2016 chirurgie homme 92ans ECBU
545 20/04/2016 médecineinterne | femme 29ans hémoculture
562 22/04/2016 pédiatrie homme 3ans ECBU
564 24/04/2016 pédiatrie homme lans PUS
d’ ombilic
614 25/04/2016 chirurgie femme 42ans PUS
715 25/04/2016 externe femme 56ans ECBU
722 28/04/2016 externe femme 38ans ECBU
157 28/04/2016 maternité femme 29ans ECBU
1293 30/04/2016 externe femme 29ans ECBU

(* deux souches isolée chez le méme patient)

Tableau VII : les germes associés aux entérocoques dans les infections

Code Germes associ €s avec |es entérocoques
715 Escherichia coli
722 Saphylococcus aureus
157 Staphylococcus aureus
2 N
1062 Protus mirabilis
1055 Esherichia coli
1105 CN
1293 Echerichia coli
261 CN
1469 N
1494 Proteus mirabilis
5 Corynebacterium. Spp
286 Klebseila. Sop
317 Pseudomonas aeruginosa
7 Staphylococcus aureus
9 N
2214 Escherichia coli
2232 N




2254 Staphylococcus aureus
439 Saphylococcus aureus

10 CN

454 Escherichia coli

11 Escherichia coli

12 Escherichia coli

13 Staphylococcus aureus
490 N

526 Escherichia cali
562 Escherichia coli
614 Staphylococcus aureus

Tableau VIII : provenance et identification des souches d’ environnement hospitalier

Souche Provenanc Isoleme Gram Catalas Résistance Croissan Réductio

S e nt sur e a cesur n du
BEA 60°C/30mi  bouillon  télurite
n hyper de
salé potassiu
m
1 Lit Culture  Couque Catalas Trouble Trouble Dépbt
(médecine  positive, aGram e noir
interne) colonies positif,  négativ
grises disposee e
avec en
halo noir  chainette
s
2 Poignetde  + + - + + +
port
(réanimatio
n)
3 Lit + + - + + +
(médecine
interne)
4 Poignetde + + - + + +
port
(médecine
interne)
5 Lit + + - + + +
(médecine
interne)

Tableau | X : Etude de la sensibilité aux antibiotiques des souches cliniques d’ entérocoques

Code AMP |PM VAN RIF TE RP SR

700 28mm(S) 28mm(S) 20mm(S)  17mm(l) 18mm(l) ND ND
702 21mm(S) 25mm(S) 21mm(S) (ND) ND ND ND




716

838

1062
1067
1068
1055
1099
225

1105
1193
1322
261

1412

1469
1480
1482
1494

286
1528
317

1982

1925
1856

2228
2214
2186
395
2232
2254
2263
2267
439
10
454
2261
2393
11
12
13
490
497

ND
26mm(S)
25mm(S)
23mm(S)
17mm(l)
14mm(R)
15mm(R)
16mm(R)
17mm(l)
18mm(l)
15mm(R)
31mm(S)
28mm(S)
30mm(S)
26mm(S)
24mm(S)
22mm(S)
24mm(S)
22mm(S)
23mm(S)
22mm(S)
22mm(S)
6mm(R)
23mm(S)
23mm(S)
24mm(S)
26mm(S)
24mm(S)
22mm(S)
22mm(S)
23mm(S)
28mm(S)
27mm(S)
22mm(S)
22mm(S)
27mm(S)
19mm(S)
22mm(S)
20mm(S)
18mm(S)
18mm(S)
25mm(S)
26mm(S)
23mm(S)
6mm(R)
17mm(l)
19mm(S)
6mm(R)
16mm(l)
26mm(S)

ND
33mm(S)
31mm(S)
29mm(S)
33mm(S)
34mm(S)
31mm(S)
32mm(S)
35mm(S)
34mm(S)
32mm(S)
28mm(S)
35mm(S)
34mm(S)
32mm(S)
28mm(S)
30mm(S)
28mm(S)
32mm(S)
30mm(S)
28mm(S)
30mm(S)
6mm(R)
24mm(S)
26mm(S)
24mm(S)
30mm(S)
31mm(S)
28mm(S)
28mm(S)
27Tmm(S)
28mm(S)
29mm(S)
31mm(S)
32mm(S)
31mm(S)
25mm(S)
27mm(S)
24mm(S)
24mm(S)
24mm(S)
34mm(S)
33mm(S)
30mm(S)
6mm(R)
27mm(S)
26mm(S)
10mm(R)
31mm(S)
30mm(S)

24mm(S)
25mm(S)
20mm(S)
23mm(S)
22mm(S)
22mm(S)
21mm(S)
20mm(S)
23mm(S)
26mm(S)
22mm(S)
25mm(S)
22mm(S)
25mm(S)
26mm(S)
20mm(S)
23mm(S)
17mm(S)
19mm(S)
19mm(S)
18mm(S)
18mm(S)
22mm(S)
20mm(S)
20mm(S)
20mm(S)
21mm(S)
19mm(S)
19mm(S)
18mm(S)
24mm(S)
20mm(S)
20mm(S)
19mm(S)
20mm(S)
21mm(S)
19mm(S)
18mm(S)
21mm(S)
19mm(S)
16mm(R)
20mm(S)
21mm(S)
20mm(S)
20mm(S)
17mm(S)
18mm(S)
20mm(S)
23mm(S)
17mm(S)

22mm(S)
13mm(R)
18mm(l)
14mm(R)
18mm(l)
17mm(l)
16mm(R)
17mm(l)
15mm(R)
20mm(S)
15mm(R)
18mm(l)
16mm(R)
18mm(l)
32mm(S)
21mm(S)
21mm(S)
21mm(S)
17mm(l)
18mm(l)
18mm(l)
17mm(l)
6mm(R)
22mm(S)
23mm(S)
23mm(S)
25mm(S)
18mm(l)
18mm(l)
15mm(R)
26mm(S)
20mm(S)
19mm(l)
19mm(l)
21mm(S)
22mm(S)
20mm(S)
21mm(S)
17mm(l)
21mm(S)
12mm(R)
24mm(S)
24mm(S)
22mm(S)
15mm(R)
19mm(l)
18mm(l)
22mm(S)
20mm(S)
17mm(l)

19mm(S)
6mm(R)
6mm(R)
6mm(R)
14mm(R)
12mm(R)
11mm(R)
6mm(R)
8mm(R)
ImMmM(R)
12mm(R)
ImMmM(R)
26mm(S)
10mm(R)
7mm(R)
12mm(R)
6mm(R)
7mm(R)
12mm(R)
13mm(R)
ND
IMmM(R)
27mm(S)
6mm(R)
24mm(S)
24mm(S)
24mm(S)
7mm(R)
11mm(R)
6mm(R)
ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND
22mm(S)
ND

ND

ND
30mm(S)
26mm(S)
30mm(S)
6mm(R)
6mm(R)
30mm(S)
6mm(R)
6mm(R)
22mm(S)
6mm(R)
6mm(R)
6mm(R)
6mm(R)
21mm(l)
21mm(l)
30mm(S)
25mm(S)
6mm(R)
6mm(R)
19mm(l)
27mm(S)
22mm(S)
6mm(R)
24mm(S)
27mm(S)
6mm(R)
22mm(S)
20mm(l)
6mm(R)
6mm(R)
10mm(R)
6mm(R)
6mm(R)
7mm(R)
6mm(R)
6mm(R)
6mm(R)
6mm(R)
6mm(R)

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND
6mm(R)
6mm(R)
6mm(R)
18mm(R)
6mm(R)
6mm(R)
21mm(l)
6mm(R)
8mm(R)
6mm(R)
8mm(R)
18mm(R)
6mm(R)
6mm(R
18mm(R)
8mm(R)
6mm(R)
6mm(R)
6mm(R)
6mm(R)
18mm(R)
21mm(l)
18mm(S)
6mm(R)
6mm(R)
8mm(R)
6mm(R)
6mm(R)
6mm(R)
6mm(R)
6mm(R)
6mm(R)
6mm(R)
6mm(R)




526
533
545
562
564
614
715
722
157
1293

24mm(S)
28mm(S)
22mm(S)
30mm(S)
26mm(S)
22mm(S)
ND
ND
ND
ND

ND
32mm(S)
22mm(S)
31mm(S)
28mm(S)
24mm(S)
ND
ND
ND
ND

22mm(S)
21mm(S)
18mm(S)
20mm(S)
19mm(S)
18mm(S)
ND
ND
ND
ND

19mm(l)
22mm(S)
17mm(l)
25mm(S)
21mm(S)
14mm(R)
ND

ND

ND

ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

23mm(S)
ND
20mm(l)
6mm(R)
22mm(S)
6mm(R)
ND

ND

ND

ND

26mm(S)
6mm(R)
21mm(l)
6mm(R)
21mm(l)
6mm(R)
ND

ND

ND

ND

Tableau X : Profil de sensibilité aux antibiotiques des souches d’ environnement

hospitalier
code AMP IPM VAN RIF {3 TE
1 6mm (R) 6mm (R) 21mm(S) 14mm(R) 6mm(R) 6mm(R)
2 25mm(S) 24mm(S) 18mm(S) 16mm(R) 22mm(S) 9mm(R)
3 23mm(S) 27mm(S) 21mm(S) 13mm(R) 13mm(R) 23mm(S)
4 27mm(S) 34mm(S) 20mm(S) 20mm(S) 6mm(R) 6mm(R)
5 6mm (R) 6mm (R) 20mm(S) 9Imm(R) 6mm(R) 24mm(S)




Résumé:

Notre étude a pour objectif la contribution a faire I’ état des lieux des infections dues aux
entérocoques dans la wilaya de Begaia. La démarche expérimentale consiste a analyser
différents types de prélevements au niveau du laboratoire de microbiologie de I'hdpital
d’Amizour, puis identifier les souches d’ entérocoques par une série de tests classiques, et
enfin les caractériser selon leur profil de résistance aux antibiotiques. Au cours de cette étude,
62 souches d’entérocoques ont été identifiées chez les deux sexes et chez les différentes
catégories d’ age. Parmi ces souches, 97,5% et 66,66% ont été résistantes a la spiramycine et a
la pristinamycine de la famille des MLS respectivement, 24,56% et 5,36% al’ampicilline et
I’imipenéme de |a famille des bétal actamines respectivement, 80% et 56,14% ala tetracycline
et la rifampicine respectivement. Concernant les glycopeptides une seule souche a présenté
un diametre réduit a la vancomycine. Dans |’ environnement hospitalier, cing souches
d’ entérocoques ont été isolées. Ces derniéres présentent des taux de résistance de 80% a la
rifampicine et a la pristinamycine, 60% a la tétracycline, 40% |I’ampicilline et I’imipenéme
puis 100% de souches ont été sensibles a la vancomycine. Le rapport du portage anal des
VRE chez les patients sous traitement de vancomycine était nul. Enfin, la résistance des
souches d'entérocoques a la vancomycine reste rare dans nos hopitaux, cependant,
I’émergence des VRE et I'acquisition des génes de résistance aux autres familles
d’ antibiotiques, probablement par le bais de souches multi résistantes de |’ environnement
hospitalier, doit étre sous une extréme surveillance.

Mots-clés: Milieu hospitalier, entérocoques, résistance, antibiotiques.

Abstract

The present study aims to contribute to the inventory of infections due to enterococci in
Begaa Therefore, different types of samples were analyzed at the microbiological 1aboratory
of the hospital of Amizour; the strains were identified by a series of conventional tests, then
characterized by their antibiotic resistant profile. During this study, 62 strains of enterococci
were identified in both sexes and in different age groups. Among these strains, 97.5% and
66.66% were resistant to spiramycin and pristinamycin belonging to the family of MLS
respectively, 24.56% and 5.36% ampicillin and imipenem belonging to the family of the beta-
lactam respectively, 80 % and 56.14% were resistant to tetracyclin and rifampicin
respectively. Concerning glycopeptides, only one strain was resistant to vancomycin. In the
hospital environment, five strains were isolated. They present hight level of résistance to
rifampicin and pristinamycin (80%), to tetracycline (60%), to ampicillin and imipenem
(40%). However, al strains were susceptible to vancomycin. Ana carrier rate of VRE in
patients on vancomycin treatment was negative. The rate of resistance of enterococci to
vancomycin was very low, but, the emergence of VRE and the acquisition of resistance genes
to other families of antibiotics, probably by the drop of multi-resistant strains of the hospital
environment, must be closely controlled.

Keywords. Hospital, enterococci, resistance, antibiotic.
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