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Introduction

Klebsiella spp. sont des bactéries à Gram négative, appartenant à la famille des

Enterobacteriaceae (Sylvain et al, 2006), elles sont retrouvées dans l’environnement (dans

les eaux de surface, le sol, sur les plantes) et dans la flore humaine normale (comme un

résident commensal du nasopharynx et du tractus gastro-intestinal) (Didier, 1998; Pérez-

Moreno et al, 2011 ; El Fertas-Aissani et al, 2013).

Le genre Klebsiella est un agent pathogène opportuniste qui provoque souvent des

infections chez les sujets immunodéprimés suite à des actes chirurgicaux lourds, de pose de

cathéter et de dialyse. Elles surviennent surtout chez les débilités (cancéreux, diabétiques,

vieillards et nourrissons) (Richard et Grimont, 1992; Cabral et al, 2012; El Fertas-Aissani

et al, 2013).

Klebsiella spp. est une cause importante de la pneumonie, la septicémie et des infections

des voies urinaires ainsi que des maladies inflammatoires de l’intestin, des abcès du foie,

de pus divers, de la maladie d’ozéne et de rhinosclérome (Avril et al, 1992; Podschun et

Ullmann, 1998; Jerom et al, 2004). En outre, ces dernières années ont également vues

l'augmentation des taux de résistance aux antimicrobiens dans les Klebsiella spp.(Pérez-

Moreno et al, 2011).

La résistance aux antibiotiques chez les entérobactéries et en particulier chez Klebsiella

spp. est enprogression continue à l’échelle mondiale, alors que ce problème était

essentiellement d’ordre hospitalier, leur diffusion aujourd’hui dans le domaine

communautaire présente un problème majeur de santé publique (Pérez-Moreno et al,

2011; Ben Haj Khalifa et Khedher, 2012).

Dans la partie bibliographique de cette étude, il a été décritles caractères

morphologiques, culturaux, antigéniques, les facteurs de virulence ainsi que les

mécanismes génétiques de résistance aux antibiotiques de Klebsiella spp. La partie

expérimentale a été consacrée à étudier les taux et l'évolution de la résistance de Klebsiella

spp. aux antibiotiques durant la période 2007 à 2013 dans l’hôpital "sept frères Maghlawa"

de Mila. Une Analyse en Composantes Principales a été conduite à fin d’élucider les

interactions qui pourraient y avoir dans la résistance aux différents antibiotiques. Les

résultats obtenus ont été confrontés aux données existantes dans la bibliographie.
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1. Historique :

Le genre Klebsiella, appartient à la famille des Enterobacteriaceae, il a été nommé par

Trevisan (1885) à l'honneur du  microbiologiste allemand Edwin Klebs. La première espèce

type été Klebsiella pneumoniae. Elle a été décrite la première fois chez des  patients atteints

de rhinosclérome. L'organisme a été nommé "Klebsiella rhinoscleromatis" par Trevisan

(1887).

Abel (1893) a observé un bacille encapsulé, Bacillus mucosus ozaenae dans la sécrétion

nasale des patients atteints d’ozène. La bactérie a été plus tard transférée au genre Klebsiella

(K. ozaenae). Friedländer (1982) à découvert  une bactérie dans les poumons d'un patient

décédé d'une pneumonie. Cette bactérie  a été nommée Hyalococcus pneumoniae et

Klebsiella pneumoniae plus tard, un groupe de K.pneumoniae a été nommé Klebsiella

aerogenes.

Cowan et al, (1960) ont subdivisé K. pneumoniae sensu lato en K. pneumoniae (stricto

sensu), K. aerogenes, K. edwards subsp. edwards, et K. edwards subsp. atlantae. Ainsi K.

ozaenae et K. rhinoscleromatis ont été traités comme des sous-espèces de K. pneumoniae

dans le Manuel de systématique Bactériologique  de Bergey. En 1886  Flügge a isolé une

bactérie dite Bacillus oxytocus  perniciosus à partir du lait. Cette bactérie  était  nommée

Oxytocum aerobacter et Klebsiella oxytoca.

Le recours à des tests d'utilisation de source de carbone et l’hybridation de l'ADN permet

la caractérisation de deux nouvelles espèces principalement  isolés à partir d'échantillons

environnementaux: K. terrigena et K. planticola (Sylvain et al, 2006).

2. Classification :

Selon Bergey en 1994 (Delarras, 2007)

Embranchement : Gracilicutes, Gram-

Groupe 05: Bâtonnet, anaérobie facultatif, Gram-

Famille : Enterobacteriaceae

Genre : Klebsiella.
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Classification phylogénique de Klebsiella spp. selon Bergey en 2004 (Delarras, 2007)

Domaine : Eubactéria

Phylum XII : Protéobactéria

Classe : Gamma Proteobacteria

Ordre : Enterobacteriales

Famille : Enterobacteriaceae

Genre : Klebsiella. (Figure 01).

Selon Avril et al, (1992), 6 espèces de Klebsiella spp. sont reconnues, quatre espèces ont

un pouvoir pathogène pour l'homme: K. pneumoniae, K. oxytoca, K. ozaenae et K.

rhinoscleromatis et deux espèces sont trouvées dans  l'environnement et sont rarement

pathogènes: Ce sont K. terrigena et K. planticola.

Fauchere et Avril (2002) ont divisé le genre Klebsiella en sept espèces, Klebsiella

pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Klebsiella ozaenae, Klebsiella rhinoscleromatis, Klebsiella

planticola, Klebsiella terrigena et Klebsiella ornitholytica.

Les espèces couramment rencontrés sont: K. pneumoniae subsp. pneumoniae, K.

pneumoniae subsp ozaena, K. pneumoniae subsp rhinoscleromatis et K. oxytoca (Didier,

1998 ; Delarras, 2007 ; Denis et al, 2007).
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Figure 01: Les Microbiologistes utilisent  une taxonomie microbienne

(Betsy et Keogh, 2005).
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3. Caractères généraux :

3.1. Caractères morphologiques et culturaux :

Klebsiella spp. est  une bacille à Gram négatif, leur taille varie de 0,3 à 1 µm de diamètre et

de 0,6 à 6 µm de longueur. Les cellules sont isolées par paires ou en chaines courtes, non

mobile et très souvent encapsulés (Singelton, 2005 ; Delarras, 2007; Cavaret et Briffaud,

2009; Arafa, 2011). Cette capsule de nature polysaccharidique contient des acides

glycuronique et galacturonique, et de 2 à 4 sucres (galactose, glucose, mannose, fucose et

rhamnose) (Diallo, 2010). L’aspect des cultures est très florissant avec des colonies grasses

(Figure 02) généralement rondes, de 3 à 4 mm de diamètre, bombées, muqueuses et ayant une

tendance à la confluence (Figure 03) (Avril et al, 1992 ; Didier, 1998).

Klebsiella spp. développe entre 20 à 40°C avec un optimum de 37°C, ces germes

mésophiles et neutrophiles (pH optimum voisin de 5.5-8) sont assez tolérants aux variations

de la pression osmotique, ils ont un type respiratoire aéroanaérobie facultatif (Maurice,

2007).

Klebsiella oxytoca et Klebsiella pneumoniae se cultivent sur les milieux classiquement

utilisés pour les entérobactéries : Gélose nutritive, gélose trypticase soja, gélose au sang,

gélose de MacConkey, gélose lactosé, gélose éosine bleu de méthylène (EMB), gélose de

Drigalski. Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae, se cultivent en 24

heures. Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae, Klebsiella pneumoniae subsp.

rhinoscleromatis ainsi que quelques souches de Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae de

type capsulaire K1 cultivent plus lentement (Djelouat, 2011).
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Figure 02: Colonies de Klebsiella pneumoniae avec
un bord lisse et une surface luisante (Kenneth et

George, 2004).

Figure 03: L’étirement d’une colonie de K. pneumoniae

provoque la formation d’un fil de plus de 5mm

de longueur (Victor et al, 2007).

3.2. Caractères biochimiques :

Ce sont des caractères permet de distinguer entre le genre Klebsiella et les autres

entérobactéries (Tableau 01) et de distinguer les caractères des  espèces  au sein du même

genre Klebsiella (Tableau 02).
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Tableau 01: Identification biochimique des Entérobactéries (Guiraud, 1998; Prescott et

al, 2003; Jerom et al, 2004; Madigan et Martinko, 2007).

V : variable ; (-) ou (+) : irrégulier ou lent ; - ou + : majorité des biotypes.
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Caractères   biochimiques

Entérobactéries

+ + - + - - - - + + + + + - + + V - - - Arizona

+ + + + V V - - + + + - + - - - V - - + Citrobacter freundil

+ + + + V V + - + - + + + - - + V - - - Citrobacter intermedius

+ + - - - - + - + + - - - - + + - - - - Edwardsiellatarda

+ + + + + - - + - - + + + - + + - - - + Enterobacter aerogenes

+ - + + + - -

(+
)

(-) - V V + - - - - - - V Enterobacteragglomerans

+ + + + + V - + - - + + + - - + + - - + Enterobacter cloacae
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- - - + + - - - + - - - + - - + - - - - Shigellasonnel

- - - - + - V - + - - - + - - - - - - - Shigella ( autres)

(+) - - + + + V - + - - - + - - + - - - - Yersinia enterocolitica

- + + + + + + + - - + + + - + - - - - + K .oxytoca

- + + + + + - + - - + + + - + - - - - + K. pneumoniae

- V V - - - - - + - V + + - + V - - - + K. ozaenae
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Tableau 02 : Caractéres phénotypiques des espéces de Klebsiella spp. et des subsp.

K.pneumoniae (Sylvain et al,  2006; Podschun et Ullmann, 1998; Denis et al, 2007).

Klebsiella pneumoniae subsp

Test K. pneumoniae K. ozaenae K. rhinoscleromatis K. oxytoca

Croissance à 5 ° C - - - -

Croissance à 41 ° + + + +

Croissance à 44,5 + ND ND d

Mobilité - - - -

Hydrolyse de l'urée + d - +

Essai ONPG + + - +

Indole produit - - - +

Voges –Proskauer (VP) + - - +

Lysine décarboxylé + d - +

Ornithine décarboxylée - - - -

Gluconate déshydrogénase + - -

Utilisation d’Adonitol d + (+) +

D-alanine + + - +

L- Arabitol - - - d

Benzoate d - - d

Dulcitol d - - d

I- érythritol - - - -

D- galacturonate + + - +

D- Glucuronate + + - +

Histamine - - - -

Lactulose + d - +

Malonate d - d d

1-O-méthyl-β-galactoside + + - +

3-O- méthyl-D- glucose - - - -

1-O-méthyl-α-D- glucoside d + - +

Le phénylacétate d d - +

L-rhamnose + d + +

D- Saccharate + d d +

D-sorbitol + d d +

L-sorbose d d - +

Saccharose + d + +

D- tartrate d - - -

L-Tyrosine - - - -

+ : 95–100%  souches  positives (1–2  jours), (+), 95–100% souches positives (1-4 jours)
- : 95–100%  souches  négatives (4 jours); d: réactions variables ; ND: non déterminé.
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3.3. Ecologie et épidémiologie :

Les bactéries du genre Klebsiella sont des bactéries retrouvées dans l’environnement et dans

la flore normale (tube digestive de l’homme et des animaux) (Didier, 1998). K. pneumoniae et

K. oxytoca sont les espèces les plus souvent rencontrées. Elles sont fréquemment isolées des

eaux, du sol, des végétaux et d’aliments divers. Elles sont aussi présentes dans la flore fécale

de 30 à 40 % des animaux sauvages ou domestiques et de l’homme, sont souvent

commensales de la peau, des muqueuses et des voies respiratoires. Klebsiella ozaenae et

Klebsiella rhinoscleromatis ne sont pratiquement isolées que de l’arbre respiratoire de

l’homme (Minor et Veron, 1989 ; Avril et al, 1992).

Les malades s'infectent soit avec leurs propres souches, soit avec des souches responsables

de petites épidémies hospitalières (Avril et al, 1992). Le portage digestif de Klebsiella spp. est

plus important chez les malades hospitalisés que dans la population normale. Les épidémies

hospitalières sont dues à des souches multi résistantes et la transmission d’un malade à l’autre

est habituellement manuelle (Fauchere et Avril, 2002).

Klebsiella spp. est très bien adapté à l'environnement de l'hôpital car elle présente une

survie sur les mains et les surfaces environnementaux plus élevée que d'autres entérobactéries

ainsi que les moyens de se propager rapidement et de provoquer des épidémies nosocomiales

(Fauchere et Avril, 2002; Pérez-Moreno et al, 2011).

4. Caractères antigéniques :

4.1. Antigène K :

Les polysaccharides capsulaires sont des acides composés des répétitions de quatre à six

sucres. Il a été montré que des groupes non glucidiques sont également présents sur certains

types capsulaires (Podschun et  Ullmann, 1998).

Il existe 77 antigènes capsulaires K: K1 à K72, K74, K79 à K82 (les antigènes K73 et K75

à K78 ne sont plus reconnus). Les souches les plus souvent pathogènes pour l'homme et les

animaux appartiennent aux types capsulaires K1 et K2 et  plus rarement K3 et K4 (Avril et al,

1992; Victor et al, 2007 ; Djelouat, 2011).
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L’antigène K joue un rôle crucial dans la protection de la bactérie contre la phagocytose en

bloquant le dépôt du complément ou leur activation. Il a été montré que les sérotypes K1 et

K2 sont les plus virulentes et que les sérotypes K7 et K21 ont une faible virulence. La teneur

de la capsule polysaccharidique en mannose peut déterminer le degré de virulence d’un

sérotype K (Podschun et  Ullmann, 1998).

4.2. Antigène O :

Klebsiella spp. possèdent 13 antigènes somatiques O différents, neuf types d’antigène O se

distinguent dans K. pneumoniae, dont les antigènes O1 étant les plus fréquents. Le rôle le plus

important de l'antigène O est de protéger K. pneumoniae à l'action bactéricide du complément.

Merino et al, (2000) ont montré que l’antigène O5 est également essentiel pour la

résistance au sérum et pour l'adhérence sur les cellules uroépithéliales (Podschun et  Ullmann,

1998 ; Sylvain et al, 2006).

5. Pouvoir pathogène :

Klebsiella  pneumoniae est une cause importante d’infection opportuniste telle que la

pneumonie, la septicémie et les infections des voies urinaires ainsi que des maladies

inflammatoires de l’intestin et des abcès du foie (Podschun et Ullmann, 1998).

Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae et Klebsiella pneumoniae subsp rhinoscleromatis

sont responsables de pathologies spécifiques respectivement l’ozéne et le rhinosclérome. Les

autres espèces sont responsables de pneumopathies et d’infections urinaires communautaires

ou nosocomiales. K. pneumoniae, est la plus souvent rencontrée peut  provoquer une

pneumonie grave susceptible d’entrainer des lisions ulcéreuses chroniques des poumons

(Tableau 03) (Jerom et al, 2004).

K. pneumoniae et K. oxytoca sont isolées principalement de broncho-pneumopathies aiguës

ou subaiguës, mais aussi d'infections urinaires, hépatobiliaires ou de pus divers. En raison du

terrain débilité sur lequel elles se développent. K. ozaenae n'est pratiquement isolée que

d'infections respiratoires chroniques. Elle est rarement isolée d'urines ou d'hémocultures. En

milieu hospitalier elles sont aussi responsables de bactériémies, sur tous associés à des
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infections sur cathéters et de surinfection de plaies chirurgicales (Tableaux 03) (Avril et al,

1992).

Tableau 03 : Le pouvoir  pathogène de différentes espèces de Klebsiella spp. (Jerom et al,

2004; Didier, 1998; Denis et al, 2007)

L’espèce La pathologie

Klebsiella oxytoca.

Pneumopathies, infection urinaire, infection plaies,

bactériémies, infection intra-abdominale, infection sur cathéter

et surinfection de plais chirurgicale, colites aigues, infection

respiratoire et infection rénale.

Klebsiella. pneumoniae

subsp. Ozaenae.
Ozène, infection de la peau et de la muqueuse nasale.

Klebsiella. pneumoniae

subsp. Rhinoscliromatis.
Rhinosclérome, infection de la peau et de la muqueuse nasale.

Klebsiella pneumoniae

subsp. pneumoniae.

Pneumopathies, lésions respiratoire fibrineuse, méningite

cérébro-spinale, infection urinaires, infections de plaies,

bactériémie, infection intra-abdominales.

6. Facteurs de virulence:

Les recherches actuelles sur le pouvoir pathogène de Klebsiella spp. se concentrent sur la

capsule, les pilis, les sidérophores et les Lipopolysaccharides.

 La capsule :

A été le premier facteur de virulence décrit, Klebsiella spp. développe habituellement des

capsules composées des acides polysaccharidiques complexes (Figure 04), ces sous unités

répétées sont constituées de quatre à six sucres et des acides uroniques. Peuvent être classés

en 77 types sérologiques. Ceci protège la bactérie de la phagocytose d'une part et empêche la

destruction des bactéries par des facteurs sériques bactéricides. In vitro, la présence d'une
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capsule diminue l'attachement aux cellules intestinales  et aux cellules vésicales. Cependant,

La plupart des rapports sont d'accord que le sérotype K2 est parmi les types de capsules les

prédominants des isolats cliniques humains dans le monde entier avec des infections urinaires,

de pneumonie ou  de bactériémie. Alors que les souches K2 sont très rarement rencontrées

dans l'environnement (Podschun et  Ullmann, 1998 ; Djelouat, 2011).

Figure 04 : Des cellules de K. pneumoniae entouré par d'épaisses couches de matière

capsulaire (Podschun et Ullmann, 1998).

 Pili (Fimbriae):

Pili (autrement connu comme fimbriae) sont des projections non flagellaire et filamenteux sur

la surface bactérienne. De 10 μm de longueur et de 1 à 11 nm de diamètre, ils sont constitués

de sous unités protéiques globulaires (piline) avec une masse moléculaire de 15 à 26 kDa.

Parmi les différents types de pilis décrit dans les entérobactéries, il existe deux types de pili

prédominants chez Klebsiella spp. (Podschun et  Ullmann, 1998).

 Pili de type I :

Ces adhésines bactériennes sont synthétisés uniquement par K. pneumoniae et K. oxytoca, les

fimbriae de type I semblent impliquées dans l'attachement aux cellules ciliées de l'appareil

respiratoire et aux cellules vésicales (Podschun et Ullmann, 1998 ; Djelouat, 2011).

 Pili de type III :

Ce type fimbriale a été trouvé dans la majorité des souches de K. pneumoniae productrices de

BLSE de type SHV-4. Les souches de K. pneumoniae exprimants des pili de type III adhèrent

aux cellules endothéliales et épithéliales des voies respiratoires et les cellules uroépithéliales.
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Ces pili pourraient permettre un attachement sur des surfaces inertes comme le matériel

médical (Podschun et Ullmann 1998 ; Djelouat, 2011).

 Sidérophores :

La croissance des bactéries dans un tissu hôte est limitée non seulement par des mécanismes

de défense de l'hôte, mais également par son approvisionnement en fer disponible. Le fer est

un élément essentiel pour la croissance bactérienne, qui fonctionne principalement comme un

catalyseur d'oxydoréduction dans les protéines (Podschun et Ullmann, 1998). De nombreuses

bactéries  sécurisent leur approvisionnement en fer chez l'hôte en sécrétant un chélateur de fer

à haute affinité et à faible poids moléculaire appelés sidérophores, des systèmes de captation

du fer (Djelouat, 2011). Chez Klebsiella spp. , il a été montré que la production des

aérobactines est rarement observée. Alors que les entérobactines sont synthétisées par presque

toutes les souches (Podschun et Ullmann, 1998).

 Lipopolysaccharides :

Les micro-organismes pathogènes ont développé des stratégies pour lutter contre l'effet

bactéricide du sérum. En raison de leurs propriétés endotoxiques, LPS sont considérés comme

importants dans la pathologie de la septicémie. Les LPS du Klebsiella spp. ont été

généralement considérés comme masqués par les polysaccharides de la capsule et donc de ne

pas être exposés sur surface. Les chaînes polysaccharidiques terminales (chaînes O

spécifiques) du lipopolysaccharide protègent les bactéries de l'activation du complément et

des anticorps spécifiques (Figure 05) (Podschun et Ullmann, 1998 ; Djelouat, 2011).

Figure 05: Facteurs de virulence de Klebsiella spp. (Podschun et  Ullmann, 1998).
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1. Classification des antibiotiques :

Le mot « antibiotique » (du grec anti : contre, et bios : la vie) est défini comme étant une

substance naturelle ou synthétique capable d’empêcher la multiplication de certaines bactéries

ou de les détruire en altérant l’activité chimique à l’intérieur de celles ci ou l’action des

substances chimiques dont elles ont besoin pour former des parois cellulaires saines (Savard

et Pierre, 2008). La Figure 06 présente l'ordre chronologique de la découverture des

différentes classes d’antibiotiques enusage clinique.

Figure 06:Ordre chronologique de la découverture des différentes classes d’antibiotiques

enusage clinique (Maurice, 2007).

La classification des antibiotiques est basée sur leur mécanisme d’action, leur origine, leur

nature chimiqueet leur spectred’action(Tableau 4)(Maurice, 2007).
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Tableau 04:Classification des antibiotiques selon leurs modes d’action et leurs cibles
(Maurice, 2007).

Cible Classe Exemple Mode d’action Spectre d’action

Paroi
cellulaire

β-lactamines Penicilline

Inhibition des
transpeptidases

Gram +

Céphalosporines Céfotaxime
Gram +

Gram -

Glycopeptides Vancomycine
Blocage de la synthèse
du peptidoglycane Gram +

Fosfomycines Fosfomycine
Bloque la formation

d’acide N-
acétylmuraminique

Gram +

Gram -

Membrane
plasmique

Polymexines
Polymexine B

Colistine

Intéraction avec les
phospholipides
membranaires

Gram -

Lipopeptides Daptomycine
Formation des canaux

ioniques
Gram +

Synthèse
des acides
nucléiques

Rifamycines Rifampicine
Blocage de la

transcription par l’inhibition
de l’ARN polymérase

Gram +

Gram -

Quinolones Ciprofloxacine
Blocage de la

réplication de l’ADN par
l’inhibition du gyrase

Gram +

Métabolisme
de l’acide

folique

Sulfamides Sulfadiazine
Inhibition de la

dihydrofolate synthétase
Gram +

Gram -

Diamino-pyrimidines Triméthoprime
Inhibition de la

dihydrofolate réductase
Gram +

Gram -

Synthèse
des

protéines

Tétracyclines Doxycycline

Inhibition de la fixation
de  l’ARN de transfert

aminoacylé à la sous
unité 30 S

Gram +

Gram -

Glycylcyclines Tigécycline
Blocage de la sous unité

30 S par fixation au site de
liaison de l’ARNt

Gram +

Gram +

Oxazolidinones
Linezolid

Inhibition de
l’association des sous unités

30S et 50 S
Gram +

Macrolides Erythromycine

Inhibition de
l’élongation de la chaine
peptidique par fixation au
site P de la sous unité 50S

Gram +

Kétolides Télithromycine

Fixation sur un site
suplémentaire de la sous
unité 50S par rapport aux

macrolides

Gram +

Synergistines

Stréptogamine A

Stréptogamine B

Action synergique au
niveau de la sous unité

50S :
Inhibition de la fixation

de l’ARN de transfert au
ribosome  et inhibition de la

transduction de l’ARN m

Gram +

Gram -

Acide fusidique Acide fusidique

Fixation aux facteurs
EF-G d’élongation de la

transduction, empêchant la
fixation de l’ARNt

aminoacylé

Gram +
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Tableau 05 :Les principaux antibiotiques en Algérie (Rahal, 2010).

Famille
Exemple Abréviation

β-lactamines

Pénicilline
Oxacilline
Ampicilline
Amoxicilline
Amoxicilline+Ac.clavulanique
Ticarcilline
Ticarcilline +Ac.clavulanique
Pipéracilline
Céfalexine
Céfazoline
Céfalotine
Céfpirome
Céfoxitine
Céfotaxime
Céftiofur
Céftriaxone
Céftazidime
Aztréonam
Imipénème

P
OX
AM

AMX
AMC
TIC
TCC
PIP

LEX
CZO
CEF
CPO
FOX
CTX
TIO
CRO
CAZ
ATM
IPM

Aminosides

Gentamicine
Gentamicine Haut niveau
Streptomycine
Streptomycine Haut niveau
Kanamycine
Amikacine
Tobramycine
Nétilmicine
Spectinomycine
Néomycine

GEN
GEH
STR
STH
KAN
AMK
TOB
NET
SPT
NEO

Cyclines
Tétracycline
Doxycycline

TCY
DOX

Macrolides

Erythromycine
Azithromycine
Clindamycine
Pristinamycine
Spiramycine
Tilmicosine

ERY
AZM
CLI
PRI
SPI
TIL

Phénicoles Chloramphénicol CHL
Polypeptides Colistine COL

Glycopeptides
Vancomycine
Teicoplanine

VAN
TEC

Sulfamidesetassocies Triméthoprime + ulfaméthoxazole SXT

Quinolones

Acide nalidixique
Ciprofloxacine
Ofloxacine
Norfloxacine

NAL
CIP

LVX
NOR

Nitrofurantoines Furanes NIT

Autres

Acide fusidique
Rifampicine
Fosfomycine

FUS
RIF
FOS
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2. Bases moléculaires de l'antibiorésistance chez Klebsiella spp. :

Trois grands mécanismes de la résistance aux médicaments chez les bactéries à Gram négatif

qui sont:L'acquisition de nouveaux gènes catalytiques  des antibiotiques, desmutations de

cibles d'antibiotiques  et de protéines membranaires et l'expression différentielledes gènes

spécifiques tels que ceux pour les pompes à efflux (Vinod et al, 2011).

2.1. Gènes de la résistance aux β-lactamines:

Les β-lactamines ont une longue histoire dans le traitement des maladies infectieuses, même

si leur utilisation a été  continue d'être confondu par le développement de la résistance chez

les organismes cibles.

Un mécanisme majeur de la résistance aux β-lactamines est la production des β-

lactamases :(Céphalosporinases de classe C (AmpC), les b-lactamases à spectre étendue

(BLSE) classe A et D, et  les Carbapénémase (classes A, B et D). Ces enzymes hydrolytiques

perturbent la liaison amide du cycle β-lactamines à quatre chaînons caractéristiques, ce qui

rend l'agent antimicrobien inefficace. Les  BLSE constituent un problème majeur dans

l'utilisation des β-lactamines pour traiter les maladies infectieuses, ils ont apparu après une

large utilisation des  β-lactamines à large spectre (Poole, 2004).

Les premières souches de Klebsiella  pneumoniae productrices de BLSE était rapportées en

Allemagne en 1982 (Ben Haj Khalifa et Khedher, 2010). Après, la résistance à la Céftazidime

et à l’Aztréonam a permis de retrouver une nouvelle β-lactamase  chez une Klebsiella

pneumoniae aux États-Unis en 1988 (Tlamçani1 et al, 2009). Etdepuis cette date la découverte

de nouvelles enzymes n’a pas cessé de croitre (Ben Haj Khalifa et Khedher, 2010).

Les gènes codants pour les β-lactamases sont variables chromosomiques ou plasmidiques,

souvent associés avec des éléments génétiques mobiles tels que les transposons et les

intégrons, ces enzymes sont le plus souvent reportés dans Escherichia coliet

Klebsiellapneumoniae(Poole, 2004).

Les organismes producteurs de BLSE sont généralement résistants aux Pénicillines,

Céphalosporines de première et de deuxième génération ainsi que les Oxyimino-

Céphalosporines de troisième génération (Céfotaxime, Céftazidime, Ceftriaxone) et aux

Monobactames (Aztréoname), en conservant la sensibilité qu'à Céphamycines,

Céphalosporines de quatrième génération (Céfepime, Céfpirome) et les Carbapénèmes (Poole,

2004; Cabral, 2012).Les types les plus répandus de BLSE sont :
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Enzymes de classe A :

TEM(TEM-1 ou TEM-2) et SHV (SHV-1) qui proviennent de mutations dans les gènes TEM

classique (Temoneira) et SHV (variables sulfhydryle). Ces Pénicillinases TEM-1 et SHV-1

Hydrolyse seulement les pénicillines et les céphalosporines à spectre étroit (Poole, 2004;

Cabral,2012 ; Jina Lee, 2013).

Plus de 100 variations et mutations ponctuelles dans le gène TEM ont été signalées, Ces

mutations sont le facteur le plus responsable de la résistance aux β- lactamines dans des

isolats de Klebsiella spp.

La famille SHV des β-lactamases a été dérivée de Klebsiella spp.SHV-1 est universellement

trouvé dans K. pneumoniae, évolué comme un gène chromosomique dans Klebsiella spp. et

plus tard a été incorporée dans un plasmide.

Les gènes TEM et SHVétaient très résistants aux antibiotiques (Ampicilline,

Amoxicilline+Acide Clavulanique, Pipéracilline, Pipéracilline+Tazobacteme, Ticarcilline,

Ticarcilline+Acide Clavulanique, Céfixime, Céfuroxime, Céfpodoxime, Céfotaxime,

Céftazidime, Aztreonam, Netilmycin, Amikacine, Gentamycine, Chloramphénicol,

Cotrimoxazole, Tétracycline, Imipénéme et Méropenème) ainsi qu'aux Céphalosporines de

3ème génération (Jain et Mondal, 2008).

La plupart des souches de K. pneumoniae sont sensibles aux Céphalosporines à spectre

étroit et aux β-lactamines associés  avec des inhibiteurs des β-lactamase (BLIS) le principal

mécanisme responsable de la résistance à ces composés dans K. pneumoniae est

l'hyperproduction de SHV-1(Pérez-Moreno et al,2011).

Carbapénémases classe A:

La propagation rapide de K. pneumoniae productrice  de KPC estune préoccupation clinique.

Ce large spectreβ-lactamases est en augmentation dans de nouveaux endroitsdans le monde

entier (Gaëlle et al,2010). LesKPC sont des enzymes plasmidiques actives sur la plupart des

β-lactamines, y compris les Oxyimino-céphalosporines et l'Imipenème.Un enzymeKPC-

1récemment trouvée chez K. pneumoniae, une seconde KPC-2 a été signalé chez K. oxytoca

et K. pneumoniae et les enzymes KPC-3 qui ont été décrit  à K. pneumoniae(Poole, 2004).

Récemment, untransposon Tn4401, était identifiés dansK. pneumoniae productrice de

KPC(Figure 07). Les gènes KPC hébergent  tous les ingrédients moléculaires du transposon
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aux plasmides autotransférables,ce qui facilite leur propagation rapide à K. pneumoniaeet

d'autres espèces bactériennes (Gaëlle et al, 2010).

Oxacillinases de classe D :

Ayant une activité Carbapénémase,contre les Carbapénèmes, ils sont rares et sont des

enzymes  sérine actifs inhibées par les inhibiteurs de β-lactamase disponibles (Acide

Clavulanique). Ces enzymes sont capables d'hydrolyser des Pénicillines, Céphalosporines

(première et deuxième génération), Imipénème (parfois Méropenème) et l'Aztréoname

(Gaëlle et al, 2010).Aussi une enzyme OXA-48 a été décrite dans K. pneumoniae elle est

codée par des plasmides et ayant une activité contre l'Imipenème (Vatopoulos, 2008).

Métallo-β-lactamases de classe B:

Une enzyme SHV de type SHV-38 codée par des chromosomes  fournissant une sensibilité

réduite à la Céftazidime et l'Imipenème a été décrite récemment chez K.pneumoniae

(Poole, 2004).

La proportion de K. pneumoniae résistante à l'Imipenème en Grèce qui est passée de

moins de 1% en 2001 à 20% des isolats provenant des services hospitaliers et50% dans les

isolats de soins intensifs en 2006 semble être dû à la propagationde la cassette blaVIM-1 grâce

à l’évolution rapide des plasmides multi résistants chez les souches de K. pneumoniae, mais

aussi d'autres espèces d’entérobactéries.Le blaVIM se trouvent au niveau des intégrons de

typeI principalement fourni par des plasmides transférables dans la plupart des espèces des

entérobactéries y compris K.pneumoniae. Ces intégrons contient typiquementles gènes :

blaVIM-1, aacA4, dhfrI et aadA. Un gène blaVIM différent appeléblaVIM-12a été isolé

dansKlebsiellapneumoniae et E. coli(Vatopoulos, 2008).
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Figure07 :Représentation schématiquedesisoformesTn4401sur le plasmidede

Klebsiellapneumoniaequi produits les Carbapénémases de K.pneumoniae(KPC).

Les gènes et leursorientationsde transcriptioncorrespondantessont indiqués par des flèches

horizontales. Les triangles grisreprésentent lesrépétitions inverséesgauche (IRL) etdroite

(TRI) de Tn4401. Les petits etvidestriangles représententlesrépétitions

inverséesd'ISKpn6etISKpn7(Gaëlle et al, 2010).

β-lactamase de type CTX-M :

La résistance aux Céphalosporines à spectre élargi peut se produire en Klebsiellaspp. via la

production de (BLSE) qui sont capables d'hydrolyser les Céphalosporines et les

Monobactames. Les organismes produisant des  β-lactamases  de types CTX-M émergent

partout dans le monde comme une source de résistance aux Céphalosporines tels que le

Céfotaxime (CTX) (Pitout et al, 2004).

Les β-lactamases de type CTX-M-68 conférant la résistance au Céfotaxime, mais pas la

Céftazidime (Helen et al,2009).Les résultats de Cabral en 2012 ont indiqué que  les isolats

de K. pneumoniaequi présentaient le même profil de résistance aux antibiotiquesne pas

présenter le même profil plasmidiquece qui montre qu'il n'existe aucune corrélation

entreles plasmides et les gènes blaSHV, blaTEM, et bla CTX-M.

Parmi les types CTX-M, CTX-M-15 semble être la plusmondialement répandu, tandis que

beaucoup d'autres BLSE de type CTX-M ont tendanceà être plus limitée dans leur distribution.

Il était également rapporté que CTX-M-15est la plus dominante dans des études enAustralie,

France, Canada etInde (Helen et al, 2009).
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Les Céphalosporinases de classe C (AmpC) :

Les Céphalosporinases de classe Cprésententdes facteurs importants de la résistance aux β-

lactamines chez les entérobactéries.Les β-lactamases AmpC chez Klebsiella spp. sont codées

par des plasmides. Les gènes AmpC d’origine  plasmidique  ont été mobilisés avec les

chromosomes de certains organismes naturellement AmpC positifs.

La production des AmpC à  médiation plasmidique est cliniquement importante en raison

de leur capacité à conférer une résistance aux Pénicillines à large spectre, aux

Céphalosporines, aux Monobactames à spectre étendu et aux Céphamycines. Les plasmides

AmpC peuvent transporter des déterminants supplémentaires de la résistance aux

antibiotiques autres que  les β-lactamines (Poole, 2004 ; Chelsie et al, 2012). Il a été détecté

dans des  isolats  deK. pneumoniae des  gènes à médiation plasmidique  codants pour des

enzymes AmpC tels que le DHA-1 et CMJ-1 (JinaLee, 2013).D'autres chercheurs ont signalés

que la résistance  au Céfoxitineétait en général un indicateur non spécifique de la production

AmpC(Philip et Coudron, 2005).

AutresBLSE :

Au cours des dernières années, un excès des  BLSE non TEM, non SHV et non OXA ont été

signalés dans plusieurs organismes partout dans le monde (les familles BES, GES, PER, TLA,

VEB). Contrairement aux BLSE (TEM, SHV et OXA) et ces dérivés qui résultent de mutation

de leurs homologues à spectre étroit, beaucoup de ces autres BLSE sont généralement des

enzymes naturellement à large spectre, est issue d'origine naturelleà savoir

chromosomique,plasmidiques ou issues d’autres éléments mobiles.

-PAR-2 : a été identifiée dans K. pneumoniae, cetteenzymes hydrolyse préférentiellement et

favorisela résistance aux deux Céphalosporines (Céftazidime et Aztréonam).

-IBC-1 : est codée par un gène associé à un intégron, il est vu dansK. pneumoniae et

E. coli.

- GES-1 et GES-2 : enzymes rapportés dans K. pneumoniae, leurs  gènes sont associée à des

intégrons.

-OXY-2 : une enzyme chromosomique  en Klebsiella oxytoca précédemment surnommé K1 et

maintenant appelé OXY-2(Poole, 2004).
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2.2.Gènes de la résistance aux Quinolones:

Klebsiella spp. est naturellement sensible aux Quinolones ; l’utilisation abusive de ces

molécules en médecine humaine a fait augmenter la résistance de Klebsiella spp. aux

Quinolones.Pendant plus de 30 ans, les seuls mécanismes de la résistance aux Quinolones

connus avaient un support chromosomique. Depuis 1998, des déterminants d’origine

plasmidique ont été découverts.

En 1998, Martinez a découvert le premier déterminant de la résistance plasmidique aux

Quinolones chez Klebsiella pneumoniae(gèneQnr A1). Depuis, de nouveaux types résultants

de successions d’acides aminés ont été identifiés (Qnr A2, Qnr B1, Qnr S1…) (Tlamçani et al,

2009).

La résistance aux Quinolones a connu ces dernières années une augmentationimportante, la

situation épidémiologiquemondiale de la résistance de Klebsiella spp. aux Quinolones est très

variable,10 % à Tawain, 28 % au Libanet 33 % au Maroc (Ben Haj Khalifa et Khedher,

2010).Les déterminants plasmidique de la résistance aux Quinolones (PMQR)  ont ajouté une

nouvelle dimension dans la résistance aux Quinolones. Ces déterminants transférables

comprennent:

-Les protéines Qnr (QnrA, QnrB, QnrS, QnrC, et QnrD) appartenant à la famille des penta-

peptides répétés, qui protège l'ADN gyrase et la topoisomérase IV de l'inhibition par les

Quinolones.

-Aac (6')-Ib-cr est uneAminoglycosides Acétyltransférase, capable d'acétyler la

Ciprofloxacine et la Norfloxacine,  en réduisant ensuite leurs activités(Figure08).

-La protéine spécifique pompe d'efflux Fluoroquinolones, QepA, impliqué dans le pompage

du Quinolones hors les cellules bactériennes (Tlamçani et al, 2009 ; Karah et al, 2010).

Des mutations dans QRDR (région déterminant de la résistance aux Quinolones), sur les

gènesgyrA et parCont été trouvées dans certaines  des isolats résistants à l'Acide Nalidixique

et à la Ciprofloxacine. Il a  été également décrit dans d'autres étudesun gèneQnr parmi les

isolats sensibles à l'Acide Nalidixique, avec l’absence des mutations dans le QRDRdans ces

isolats,cela est probablement due à une propagation cachée de ces gènes. (Karah et al, 2010).
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Figure 08 : Structures des Fluoroquinolones acétylées par l’aac (6’)-Ib-cr, l’amine

acétyléeest colorée en rouge (Maurice, 2007).

2.3. Gènes de la résistance aux Aminosides:

Dans une étude réalisée en Algérie  sur des souches de K.pneumoniae ; une résistanceaux

Aminosides a été marquée pour la Gentamicine et la Tobramicine, 67% et 65%

respectivement. En revanche l’Amikacine reste relativement plus efficace avec un taux de

résistance plus bas touchant 52% des souches (Arafa et al, 2009).

Habituellement, la résistance aux Aminoglycosides est due à la présence des enzymes

modifiantes des Aminoglycosides (Aac (3)-II et Aac (6 ')-Ib) qui sont censés avoir une

activité élevée contre l'Amikacine et la Gentamicine, et la diffusion de la résistance peut

s’effectuée par des intégrons. Des études sur les mécanismesde la résistance aux

Aminoglycosides ont montré la production  d'enzymes modifiantes des Aminoglycosides, y

compris: Aminosides acétyltransférases, Aminoglycosides phosphotransférases, et des

Aminoglycosides adenyltransférases (Figure 09)(Ling Ma et al, 2009).

Ainsi, des rapports récents ont mis en évidence l'importance de l’émergence des gènes

codants pour des méthylases de l'ARNr16S (gènes armA et rmtB) portés par un plasmide. Les

méthylases de l’ARNr 16S sont  capables de conférer une résistance à haut niveau aux

Aminoglycosides souvent en association avec les  BLSE et les  Carbapénémases (Ling Ma et

al, 2009; Bjørg et al, 2014).
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L'étude réalisée  en 2009 par Ling Ma et al, a montré que les déterminants de la résistance à

l'Amikacine étaient cotransférables avec les déterminants des BLSE par conjugaison dans

toutes les souches de K. pneumoniae étudiées.Aussi, dans une  étude en Norvège, il a été

montré qu’une  grande proportion des souches résistantes  aux

Aminoglycosidesétaientproductrices de  BLSE ce qui  soutient l'idée que la prévalence

croissante des souches  résistantes aux  Aminosidesest en partie associée à l'augmentation de

la prévalence deBLSE et que les gènes codants pour lesenzymes modifiantes des

Aminoglycosides et les méthylases de l’ARNr 16S sont situés sur des éléments génétiques

mobiles avec d'autres déterminants de la résistance tels que les β-lactamases à spectre

étendu(BLSE) et les Carbapénémase en  résultant des isolats multirésistantes (Bjørg et

al,2014).

Figure 09: Effets des enzymes modifiantes des Aminoglycosides (Arafa, 2011).

2.4. Gènes de la résistance aux Macrolides :

Les Macrolides sont généralement actifs contre les cocci et les bacilles à Gram positif, ces

antibiotiques ne sont pas actifs contre la plupart des entérobactéries. Cependant, ils possèdent

une activité modérée contre d'autres organismes à Gram négatif in vitro. Larésistance pour les

Macrolides est un résultat des  modifications à médiation plasmidique : soit par diminution

de la perméabilité de  l’antibiotique  à travers l'enveloppe cellulaire, par production des

estérases qui hydrolysentles Macrolidesou par production d'une enzyme méthylase qui

méthyle spécifiquement les résidus d'adéninedansl'ARNr23S et modifie la cible ribosomale,

ce qui réduit la liaison des Macrolides aux ribosomes.La résistance aux Macrolides peut aussi
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se produire par des mutations chromosomiquesqui modifient une protéine ribosomique

50S(Fayaiz et al, 2002).

Ritchie et al, (1993) ont déclaré que Klebsiella pneumoniae est  résistante  à l'Erythromycine,

il a été égalementobservé  que Klebsiella spp. a montré une très grande résistance contre

l'Erythromycine, la Clarithromycine et Roxithromycine. Les taux de résistance sont: 86%, 83

% et 86 % respectivement p et que  la résistance à l’Erythromycine à deux origines

chromosomique et plasmidique.

2.5. Gènes de la résistance aux Sulfamides et aux Chloramphénicols:

Vinod et al,(2011) ont trouvé parmi les séquences complètes du génome de K. pneumoniae un

gènesul1 codant pour la protéine de la résistance aux Sulfamides et un gène catcodant pour

l'enzymeChloramphénicolacétyltransférase.

3.Exemples des études réalisées dans le monde sur l'antibiorésistance de Klebsiella spp.:

3.1. Etude  espagnole sur les mécanismes moléculairesde la résistanceimpliqués dansla

réduction de la sensibilitéà l'Amoxicilline / Acide ClavulaniquechezKlebsiella

pneumoniae:

Une enquête rétrospective de la résistance aux antibiotiques été réalisées par Pérez-Moreno et

al,(2011)dans un laboratoire de Microbiologie dans un hôpital en Espagne a révélé une

augmentation importante de la résistance à l'Amoxicilline+ Acide Clavulanique (AMC) parmi

les isolats de K. pneumoniae sensibles à la Céfazoline provenant de patients d'un hôpital de

soins chroniques. Le but de ce travail était d'étudier l'épidémiologie et les mécanismes

moléculaires responsables de cette réduction.

Au total, 51 (29,8 %) des 171 isolats de K. pneumoniae récupérés entre 2006 et 2008

étaient non sensibles à AMC, dont 45 étaient sensibles à la Céfazoline. l'analyse par

séquençage nucléotidique a révélé que 19 isolats étaient producteurs  du IRT -11et   26 étaient

producteurs de OXA -1. Tous les isolats producteurs de OXA -1hébergent  la cassette aac (6')

-Ib- cr- blaOXA- 1, qui a été dans 23 isolats localisé avec catB3 et arr3 dans un intégron de

classe I et associés avec qnrS2. Les gènes codant pour IRT - 11 et OXA -1 ont été transférés

par conjugaison, et aac (6') -Ib-cr et qnrS2étaient systématiquement co-transféré avec

blaOXA - 1. Ces résultats démontrent que la prévalence élevée de la sensibilité diminuée à

AMC entre K. pneumoniae est principalement due à la propagation simultanée de deux

clones différents, l'un qui représentait des isolats produisantIRT - 11 et les autresisolats qui
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avaient acquis soit le gène blaOXA- 1 situé dans un intégron de classe 1 et liée à qnrS2 ou le

gène blaIRT-11 (Pérez-Moreno et al,2011).

3.2. Etude indienne sur la résistance plasmidique à la Céfoxitine chez des souches cliniques

de Klebsiella pneumoniae et d'Escherichiacoli :

Les β-lactamines, en combinaison avec des Aminoglycosides, sont parmi les antibiotiques les

plus commandés. Toute fois, en raison de l'utilisation très étendue et non nécessaire, la

résistance à ces médicaments n’arrêtepas d'augmenter. Au cours des dernières années, la

résistance bactérienne dans la population indienne est augmentée, il est nécessaire de

connaître la prévalence et la complexité de la résistance de ces souches, afin de formuler une

politique pour le traitement empirique.

180 isolats d'E. Coli et 61 isolats de Klebsiella pneumoniae obtenus à partir de  (912)

échantillons de pus et 1743 d'urine  aussi leurs taux et leurs mécanismes de résistance ont été

observées. Les isolats ont été analysés pourdéterminer les phénotypes de résistance aux

Aminoglycosideset Céphalosporines etla présence de β-lactamase à spectre étendu (BLSE) et

des enzymes AmpC. 14 isolats de l’E.coli et 6 de K. pneumoniae, résistants à tous les

antibiotiques testés, ont été sélectionnés pour l'étude.

Les Résultats ont montré que les souches de E. Coli d'origine urinaire ont une sensibilité

maximale à l'Amikacine (57,1%), suivie par la Tobramycine (38,5%) et de la Gentamicine

(31,9%), (19,8%) des isolats étaient sensibles à la Céfotaxime, alors que (12,1%) étaient

sensibles à la Céftriaxone.

Les échantillons deK. pneumoniae isolés à partir d'urine ont montré une sensibilité

maximale à la Tobramycine (63,6%), suivie par l'Amikacine (54,5%). 31,8% des souches K.

pneumoniae, étaient sensibles au Céfotaxime et 13,6% étaient sensibles à la Céftriaxone. Une

tendance plus ou moins similaire de sensibilité aux antibiotiques a été notée dans E. coliet

K.pneumoniae isolés à partir d'échantillons de pus. (14,4%) E. coli et (24,6%) K.

pneumoniaeétaient des producteurs de BLSE. (9,9%) de E. coli et 19 (31,1%) K.

pneumoniaeétaient producteurs des enzymes AmpC. L'apparition simultanée des enzymes

BLSE et AmpC a été noté dans 7,7% et 9,8% des isolats de E. coli et K. pneumoniae

respectivement.

Ils ont conclus que la fréquence des isolats bactériens multi résistants est assez élevée dans

la population bactérienne. Un plasmide de 19,9 kb a été constamment présent dans tous les
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isolats analysés de E. coli et K. pneumoniae, et été pour coder la résistance à la Céfoxitine et à

la Tétracycline(Shahid etal,2008).

3.3. Etude espagnole sur les infections à Klebsiella pneumoniaedansles d'organes

solidesgreffés (épidémiologie etrésistance aux antibiotiques):

Klebsiella pneumoniae est une source d'infection nosocomiale chez les bénéficiaires des

organes pleins. Ce sont également les espèces les plus communes capables de produire les

BLSE, son traitement peut donc être un défi en raison de la résistance aux antibiotiques.

Cette étude a été réalisée sur les receveurs de greffe à partir de Juillet 2003 à Décembre

2007. Un total de 1057 patients ont été inclus , ( 48 % ) rénale , ( 34 % ) du foie , ( 7 % ) cœur

et  (10%) des greffes doubles. Ils ont diagnostiqué116 infections de K pneumoniae,chez 92

patients au cours de la période d'étude, (53%) étaient des souches productrices de BLSE.(29

%) des épisodes avaient des bactériémies, dont 15 ont été causés par des souches productrices

de BLSE. Il n'y avait pas des souches de K. pneumoniae productrices des Carbapénèmases

(KPC).

Les principaux sites d'infection étaient 72 % des voies urinaires, 5% plaie chirurgicale, 6 %

intra-abdominale, 5% le cathéter, 1% du poumon, 1% circulation sanguine, et 2% d'autres.Ils

ont conclu qu'il y avait une forte incidence des infections par K. pneumoniae productrices de

BLSE chez les transplantés rénaux et ceux qui doivent dialyser étaientplus susceptibles de

développer une infection par cette souche (Linares et al, 2010).
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Matériel et Méthodes :

Durant nos stages de Licence (2012) et de Master (2014) dans le laboratoire de

Microbiologieàl’hôpital "sept frères Maghlawa" de Mila, nous nous sommes intéressés à

isoler, identifier et étudier l’incidence de la résistance aux antibiotiques des souches de

Klebsiella spp.Les isolats provenaient des urines, des pus, des prélèvements vaginaux et

hémocultures chez des patientsconsultants et hospitalisés. Lesrésultats obtenu durant nos

séjours sont renforcés par les résultats d’analyses microbiologiques gardés dans l’archive du

laboratoire de 24/02/2007 à 18/06/2013(Voire l’Annexe de A à E).

1. Durée de l’étude :

La collecte des souches de Klebsiella spp.ests’étendue sur environ  5 ans  (de Février 2007 à

Juin 2013) avec des fréquencesd’isolements indiqués dans le Tableau06 et laFigure 10.

Tableau 06: Fréquences d’isolement des souches de Klebsiella spp. selon les années d’étude

dans l’hôpital de Mila.

Années Nombre des souches Pourcentage

2007 48 27.58%

2008 25 14.36%

2009 27 15.51%

2012 64 36.78%

2013 10 5.74%

Totale 174 100%
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Figure10:Fréquencesd’isolementsde 174 souches  de Klebsiella spp.à l’hôpital de Mila.

2. Souches bactériennes :

Notre étude a porté sur des souches  isolées et pré-identifiées au niveau du laboratoire de

Microbiologie  de l’hôpital  « sept frèresMeghlawa » de Mila  par des méthodes

microbiologiques standardisées (galerie biochimique). Nous avons étudié des souches

provenant de patients hospitalisés dans les différents services, et des patients de

consultationexterne, dont la distribution est donnée dans le (Tableau 07).

Tableau 07 : Incidence des souches Klebsiella spp.selon l’origineexterne ou interne à l’hôpital

de Mila.

Souches Nombre de souches Pourcentage

Souches hospitalières 16 9.41%

Souches externes 32 18.82%

Souches d’origine inconnue 126
71.76%

Totale 174 100%

2007 2008

27.58%

Matériel et Méthodes

29

Figure10:Fréquencesd’isolementsde 174 souches  de Klebsiella spp.à l’hôpital de Mila.

2. Souches bactériennes :

Notre étude a porté sur des souches  isolées et pré-identifiées au niveau du laboratoire de

Microbiologie  de l’hôpital  « sept frèresMeghlawa » de Mila  par des méthodes

microbiologiques standardisées (galerie biochimique). Nous avons étudié des souches

provenant de patients hospitalisés dans les différents services, et des patients de

consultationexterne, dont la distribution est donnée dans le (Tableau 07).

Tableau 07 : Incidence des souches Klebsiella spp.selon l’origineexterne ou interne à l’hôpital

de Mila.

Souches Nombre de souches Pourcentage

Souches hospitalières 16 9.41%

Souches externes 32 18.82%

Souches d’origine inconnue 126
71.76%

Totale 174 100%

2008 2009 2012 2013

14.36% 15.51%

36.78%

Pourcentage

Matériel et Méthodes

29

Figure10:Fréquencesd’isolementsde 174 souches  de Klebsiella spp.à l’hôpital de Mila.

2. Souches bactériennes :

Notre étude a porté sur des souches  isolées et pré-identifiées au niveau du laboratoire de

Microbiologie  de l’hôpital  « sept frèresMeghlawa » de Mila  par des méthodes

microbiologiques standardisées (galerie biochimique). Nous avons étudié des souches

provenant de patients hospitalisés dans les différents services, et des patients de

consultationexterne, dont la distribution est donnée dans le (Tableau 07).

Tableau 07 : Incidence des souches Klebsiella spp.selon l’origineexterne ou interne à l’hôpital

de Mila.

Souches Nombre de souches Pourcentage

Souches hospitalières 16 9.41%

Souches externes 32 18.82%

Souches d’origine inconnue 126
71.76%

Totale 174 100%

2013

5,74%



Matériel et Méthodes

30

3. Matériel:

Tableau 08:Matérielet produits utilisé au niveau de l’hôpital de Mila

Matériel Produits

-Boites de pétri

-Lames et lamelles

-Pipettes Pasteur

-Tubes à essai

-Microscope optique

-Bec benzen

-Etuve d’incubation (BINDER)

-Anse de Platine

-Ecouvillons

-Bleu de méthylène

-Eau physiologique

-Violet de gentiane

-Lugol

-Alcool

-Fushine

-Mannitol-Mobilité

-Citrate de Simmons

-TSI (glucose, lactose,
saccharose, H2S)

-Bouillon  Clarks et  Lubs

-Disques ONPG

-Milieu Hektoen

- Milieu Muller-Hinton

-Disques d’antibiotiques
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Compteur des colonies Microscope optique Etuve (BIDER)

Les colorants de Gram
Figure 11:Matériel d’étude et colorants de Gram.

4. Méthodes :

4.1.Culture etisolement :

L’isolement est une méthode qui permet d’obtenir des souches bactériennes pures à partir

d’un échantillon poly-microbien (Figure 12).

Figure 12: Méthode d’isolement de Klebsiella spp. selon la nature des prélèvements.

Prélèvementurinaire Dilution : 2 gouttes d’urine

dans 5 ml d’eau distillée

Prélèvement de pus +

Prélèvement vaginal

Enrichissement dans un bouillon

nutritif (24h à 37°C)

Culturesur
Hektoen

(24h à
37°C)

Hémoculture
Incubation à CASTANEDA

pendant 72h à 37°C
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Les figures 13 et 14 présentent  la méthode d’ensemencement et l’aspect des colonies après

incubation.

Si les colonies sont plus que 100, la culture est positive.

Si les colonies sont moins que 100, la culture est négative.

Figure 13: L’ensemencementsur le milieu
Hektoen par la méthode de stries.

Figure 14: ColoniesdeKlebsiella spp.
sur milieuHektoen dans l’hôpital.

4.2.Identification :

4.2.1. Identification macroscopique :

Avec l’œil nue les colonies de Klebsiellaspp. sont de grande taille, muqueuses, comme une

goutte de miel et sans odeur (Avril et al, 1992).

4.2.2. Identification microscopique :

L’examen à l’état frais :

L’examen a l’état frais est une technique qui permet l’observation des bactéries vivantes

entre lame et lamelle à l’objectif x40, le but de cette étape est de déterminer la forme des

bactéries ainsi le type de mobilité (Joffin et leyral ,2006).L’observation est réalisée comme

suite :

-Déposer une petite goutte d’eau physiologique  sur une lame à l’aide d’une pipette Pasteur.

-Prélever une partie d’une colonie bactérienne pure avec l’anse de platine et la dissociée avec

lagoutte d’eauphysiologique sur la lame.
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-Appliquer une lamelle stérile sur la goutte en évitant la formation des bulles d’aire puis

observer au microscope optique à l’objectif x40.

Coloration de Gram :

Le protocole est réalisé selon les étapes suivantes :

-Entre lame et lamelle, mettre une goutte d’échantillon avec une goutte d’eau distillée  et

bien mélanger.

-Sécher par bec benzène.

-Mettre le violet de Gentiane 2 minutes puis laver.

-Mettre le Lugol  une minute puis laver.

-Mettre l’alcool 45 secondes puis laver.

-Mettre leFushine 2 minutes puis laver.

-Laisser la lame à sécher.

-Observer au microscopeà l’objectif x100.

Les cellules de Klebsiella spp.apparaissenten rouge ou rose donc elles sont des Gram

négatives.



Matériel et Méthodes

34

4.2.3. Identification biochimique :

L’identification biochimique est basée sur les caractères biochimiques, les tests utilisés à

l’hôpital de Mila sont citésdans le Tableau09:

Tableau 09 :Identification biochimique de Klebsiellaspp.

Les milieux La méthode Résultat

TSI
Ensemencement parpiqure

centrale et incubation (24h à
37°C)

Pente jaune
fermentation du lactose

et saccharose
culot jaune fermentation

du glucose.

Citrate de Simmons Ensemencement et
incubation (24h à 37°C)

Coloration bleu du
milieu et croissance sur

la pente :
utilisation de citrate

Mannitol-Mobilité
Ensemencementpar piqure
centrale, incubation (24h à

37°C)

Aucun changement :

les souches

sontimmobiles

Indole
Ensemencer, incuber (24h à
37°C) et ajouter le réactif de

KOVACS

Annaux rouge  à la
surface

donc production
d’indole

Urée-indole
Ensemencement et

incubation (24h à 37°C)
Couleur rouge :

présence d’uréase

Clark and Lubs

Ensemencement(24h à
37°C).

Séparation du milieu en 2 :
1- ajouter le RM
2- ajouter le VP

1- Couleur jaune : RM-.
2-Couleur rouge cerise :

VP+

ONPG

Faire une suspension dense
en eau distillée stérile,

déposer un disque imprégné
d’ONPG et incuber (24h à

37°C)

ONPG + : une coloration
jaune traduit l’hydrolyse

de l’ONPG
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Les figures de 15 à 21 présentent les résultats de l’identification biochimique de Klebsiella

spp.

Figure 15: Aspect du milieu
TSI

Figure 16: Aspect du
testONPG positif Figure 17 : Aspect du milieu

citrate de Simmons

Figure 18: Aspect du test
positif  d’indoleavec

Klebsiella pneumoniae.

Figure 19: Aspect du test VP
positif avec Klebsiella

pneumoniae.

Figure 20 : Aspect du test
RM négatif avec Klebsiella

pneumoniae.

Figure 21: Aspect du test positif  du test Uréase avec Klebsiella pneumoniae.
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4.3.Teste de l’antibiogramme:

L'antibiogramme est l'examen biologique destiné à mesurer l'interaction entre chacune des

molécules antibactériennes utilisables et une souche bactérienne susceptible d'êtrepathogène,

isolée d'un patient. Le résultat contribue à évaluer la sensibilité de la souchebactérienne

examinée ou sa résistance, ce qui signifie que la molécule sera probablementactive au sens

thérapeutique ou le traitement sera un échec. Le résultat numérique brut estaccompagné d'une

interprétation ou remplacé par elle: résistant, sensible, intermédiaire, ou indéterminée

(Figure22)(Arafa, 2011).

La méthode de diffusion ou l’antibiogramme standard est la plus utilisée par les

laboratoires de diagnostic, des disques de papier buvard imprégnés d’antibiotiques à tester,

sont déposés à l’aide d’une pince stérile à la surface d’un milieu Muller-Hinton.

Figue 22:Schéma d’un antibiogramme par la méthode des disques (Joffin et Leyral, 2006).

Incuber 24 heures à 37 °C

Préparation de la suspension

initiale

Ecouvillonner le milieu

Muller-Hinton avec la

suspension initiale

Déposer les disques choisis

à la surface de la gélose avec

un applicateur ou une pince

stérile

Mesurer les diamètres et

interpréter

Isolement
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Le tableau10 résume les  principaux  disques d’antibiotiques utilisés à l’hôpital de Mila pour

le tested’antibiogramme.

Tableau 10: Principaux disques d’antibiotiques utilisés dans le teste de l’antibiogramme à

l’hôpital de Mila.

Charge du disque
(µg)

AntibiotiquesFamilles

25Amoxicilline (AMX)

-β lactamines

10Ampicilline (AM)

30Amoxicilline + Ac. Clavulanique (AMC)

10Imipinéme (IPM)

5Oxacilline (OX)

6Pénicilline G (P)

75Pipéracilline (PIP)

30Céfotaxime (CTX)

30Céfazoline (CZ)

10Gentamycine (GM)
Aminosides

6Amikacine (AN)

30Acide nalidixique (NA)

Quinolones 5Ciprofloxacine (CIP)

5Norfloxacine (NOR)

25Cotrimoxasole (SXT)Sulfamides

15Lincomycine (L)

Macrolides
15Erytromycine (ERY)

2Clindamycine (CM)

100Spiramycine (SP)

50Fosfomycine (FOS)
Autres

50Colestine (CS)
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Figure 23:Position des disques du teste
del’antibiogramme.

Figure 24: Résultat de l’antibiogramme.

5. Analyse statistique :

L’utilisation du Logiciel XLSTAT 2008nous a permis de construirel’Analyse en

Composantes Principales (ACP)  pour les 8 antibiotiques les plus utilisés à l’hôpital de Mila

de 2007 à 2012. Les variables étudiées dans cette analyse sont les années d’étudeet

l’incidence de la résistance aux antibiotiques.
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Résultats et discussion:

1. Incidence deKlebsiella spp. isolées à l’hôpital de Mila:

De Février 2007 à juin 2013, 174 souches de Klebsiella spp. ont été recueillies, parmi elles

16 d’origine hospitalières, 32 externes et 126 souches de sources inconnues. Ces résultats

ont montré une prédominance des souches communautaires par rapport aux souches

hospitalières. Contrairement au résultat d’une étude réalisée au centre hospitalier

universitaire à Constantine qui a trouvé que158 était des souches  hospitalières et 12

externes(Arafa, 2011).Faucher et Avril (2002) ont rapportés que les infections àKlebsiella

spp. sont prédominante en milieux hospitalier qu’en milieu externe.

2. Incidencede Klebsiella spp.selon le sexe :

Tableau 11 :Incidence de Klebsiella spp.selon le sexe à l’hôpital de Mila de 2007 à 2013.

Sexe Nombre de souches Pourcentage

Femmes 127 72.98 %

Hommes 47 27.01 %

Totale 174 100 %

Figure 25: Incidence globale de Klebsiella spp. selon le sexe.

Il a été trouvé que 72.98% des patients infectés par Klebsiella spp.étaient des femmes

contre 27.01% des hommes(Tableau 11; Figure 25). Nos résultats concordent avec ceux de

Ben Haj Khalifa et  Khedher (2010), ils ont expliqué que la fréquence élevée de l’infection

à Klebsiella spp.chez les femmes est due à des facteurs favorisants spécifiques

particulièrement la grossesse.
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3.Incidencede Klebsiella spp.selon la nature du prélèvement :

Tableau 12:Incidencede Klebsiella spp.selon la nature de prélèvement à l’hôpital de Mila.

Prélèvements Nombre de souches Pourcentage

Prélèvement urinaire 94 64.38 %

Prélèvement de pus 21 14.38 %

Prélèvement vaginale 27 18.49 %

Hémoculture 4 2.73 %

Totale 146 100%

Figure 26:Incidence de Klebsiella spp.selonla nature de prélèvements.

Sur les 174 souches de Klebsiellaspp. isolées64.38% étaient issues des prélèvements

urinaires,  18.49% des prélèvements vaginaux, 14.38% des prélèvements de pus et 2.73%

d'hémocultures(Tableau 12 ; Figure 26).Dans notre étude les sources les plus importantes

ont été l'infection des voies urinaires, conformément à une étude espagnoled’Ortega et al,

(2011) où les prélèvements urinaires sont toujours dominants (281 cas, 31%). Aussi il a été

montré queKlebsiella spp.possède  un antigène O5 essentiel pour la résistance au sérum et

pour l'adhérence sur les cellules uroépithéliales (Podschun et  Ullmann, 1998 ; Sylvain et

al, 2006).

Le taux le plus faible était enregistré dans les hémocultures (2.73 %) (Figure

26)Klebsiellaspp. est lacause majeure de bactériémie et l’incidence de bactériémie causée

P.pus
14.38%

P. vaginale
18.49%
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par Klebsiella spp. a augmenté progressivement dans les dernières années (Ortega et al,

2011). Nos résultats sont similaires à ceux de Linares et al,(2010) qui ont trouvés que les

principaux sites d'infection étaient 72 % des voies urinaires et seulement 1% des

infections de la circulation sanguine.

4. Incidence de Klebsiella spp.selon le service hospitalier:

Tableau 13 :Incidence de Klebsiella spp.selon le service hospitalier à l’hôpital de Mila

l’année 2012.

Services Nombre de souches Pourcentage

Médecine interne 3 18.75 %

Pédiatrie 7 43.75 %

Chirurgie 4 25 %

Gynécologie 2 12.5 %

Totale 16 100%

Figure 27:Incidence de Klebsiella spp.selon le service hospitalierà l’hôpital de Mila.

La répartition des souches selon le service d’hospitalisationmontre que le service de

pédiatrie enregistre le taux le plus important de souches de Klebsiella spp. isoléesavec une

fréquence de 43,75%, suivi par le service de chirurgie avec une fréquence de 25 %, la

fréquence la plus faible était remarquée dans le servicegynécologie (12.5%) (Tableau 13 ;

Figure 27).
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Les malades s'infectent soit avec leurs propres souches de Klebsiellaspp.soit avec des

souches responsables de petites épidémies hospitalières (Avril et al, 1992). D’autre part,

Klebsiella spp.est un agent pathogène opportuniste qui provoque souvent des infections

chez les personnes immunodéprimées suite à des actes chirurgicaux lourds (Richard et

Grimont, 1992 ; Diallo, 2010).

Le taux élevé enregistré dans le service de pédiatrie est similaire à celle de Podschun et

Ullmann, (1998)qui ont  rapporté queKlebsiella spp. sont souvent des agents pathogènes

causants des infections néonatales et particulièrement chez les nourrissons prématurés

5. Antibiorésistance de Klebsiella spp. isolées à l’hôpital de Mila :

La résistance aux antibiotiqueschez les souches de Klebsiella spp.a été étudié pour chaque

année depuis 2007 jusqu’à 2013, ensuite la résistance totale a été étudier pour toutes les

années.

5.1. Antibiorésistance des souches de Klebsiella spp. isolées à l’hôpital de Mila en

2007 :

Tableau 14:Antibiorésistance de Klebsiella spp. isolées à l'hôpital de Mila en 2007

AM :Ampicilline,AMC :Amoxicilline+ Acide Clavulanique, AMX :Amoxicilline, IPM : Imipénème,CTX : Céfotaxime,

AN :Amikacine, NA :Acide Nalidixique, SXT :Cotrimoxazole, FOS :Fosfomycine, CS : Colestine.

AM :Ampicilline,AMC :Amoxicilline + Acide Clavulanique, AMX :Amoxicilline, IPM : ImipénèmeCTX : Céfotaxime

AN :Amikacine, NA :Acide Nalidixique, SXT :Cotrimoxazole, FOS :Fosfomycine, CS : Colestine.

Figure28: Antibiorésistance deKlebsiella spp.isolées à l'hôpital de Mila en 2007.
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faible taux  de la résistance 26.96% avec 16.66% de la résistance à l’Amikacine (Tableau

14 ; Figure 28).
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En 2008, toutes les souches (25) étaient résistantes à l’Imipénéme, l’Oxacilline et au

Fosfomycine (100%).La plupart des isolats étaient résistants à l’Ampicilline (83.33%),à

l'Amoxicilline+ Acide Clavulanique (83.33%) et l’Amoxicilline (75%).Les taux de

résistances les plus faibles étaient ceux de Norfloxacine (25%), Gentamycine (10%)

etCéfotaxime (9%)(Tableau 15 ; Figure 29).

5.3. Antibiorésistance des souches de Klebsiella spp. isolées à l’hôpital de Mila en

2009 :

Tableau 16:Antibiorésistance de Klebsiella spp.isolées à l'hôpital de Mila en 2009.

AM :Ampicilline,AMX :Amoxicilline,OX :Oxacilline,CTX : Céfotaxime, CZ :Céfazoline,AN : Amikacine, NA : Acide Nalidixique,

L :Lincomycine, E :Erythromycine,CM :Clindamycine, FOS :Fosfomycine, CS :Colestine.

AM :Ampicilline,AMX :Amoxicilline,OX :Oxacilline,CTX : Céfotaxime, CZ :Céfazoline,AN : Amikacine, NA : Acide Nalidixique,

L : Lincomycine, E :Erythromycine,CM : Clindamycine, FOS :Fosfomycine, CS :Colestine.

Figure30: Antibiorésistance de Klebsiella spp.isolées à l'hôpital de Mila en 2009.
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avec laFosfomycine (25%) (Tableau 16 ; Figure 30).
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5.4. Antibiorésistance des souches de Klebsiella spp. isolées à l’hôpital de Mila en

2012 :

Tableau 17:Antibiorésistance de Klebsiella spp.isolées à l'hôpital de Mila en 2012.

Familles β-lactamines Aminosides Quinolones Sulfamides Macrolides Autres

ATB AM AMC AMX CTX IPM CZ PIP GM AN NA CIP SXT CM CS FOS

%R 97,87 96 100 36,73 7,31 84 98,88 20 29 45,65 14,89 56,25 33,33 60 100

%S 2,21 3,92 0 63,26 92,68 15,90 11,11 80 71 54,31 85,10 44,00 66,66 40 0

AM :Ampicilline, AMC :Amoxicilline+ Acide Clavulanique, AMX :Amoxicilline, CTX : Céfotaxime,IPM : Imipénème,

CZ :CéfazolinePIP : Pipéracilline, GM :Gentamycine,AN : Amikacine, NA : Acide Nalidixique, CIP : Ciprofloxacine,

SXT :Cotrimoxazole, CM : Clindamycine, CS :Colestine,FOS :Fosfomycine.

AM :Ampicilline, AMC :Amoxicilline+ Acide Clavulanique, AMX :Amoxicilline, CTX : Céfotaxime, IPM : Imipénème,

CZ :CéfazolinePIP : Pipéracilline, GM :Gentamycine, AN : Amikacine, NA : Acide Nalidixique, CIP : Ciprofloxacine,

SXT :Cotrimoxazole, CM : Clindamycine, CS :Colestine, FOS :Fosfomycine.

Figure31:Antibiorésistance de Klebsiella spp.isolées à l'hôpital de Mila en 2012.
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5.5. Antibiorésistance des souches de Klebsiella spp. isolées à l’hôpital de Mila en

2013 :

Tableau 18:Antibiorésistance de Klebsiella spp. isolées à l'hôpital de Mila en 2013.

Familles β-lactamines Aminosides Quinolones Sulfamides Autres

ATB AM AMC IPM CZ CTX AN NA SXT CS

%R 100 100 0 88,88 14,28 57,14 16,66 66,66 50

%S 0 0 100 11,11 85,71 42,85 83,33 33,33 50
AM :Ampicilline, AMC :Amoxicilline+ Acide Clavulanique,AMX :Amoxicilline, IPM : Imipénème,CZ : Céfazoline,CTX :

CéfotaximeAN : Amikacine, NA : Acide Nalidixique,CS :Colestine.

AM :Ampicilline, AMC :Amoxicilline+ Acide Clavulanique,AMX :Amoxicilline, IPM : Imipénème,CZ : Céfazoline,CTX :

CéfotaximeAN : Amikacine, NA : Acide Nalidixique,CS :Colestine.

Figure 32: Antibiorésistance de Klebsiella spp. isolées à l'hôpital de Mila en 2013.
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%R 100 100 0 88,88 14,28 57,14 16,66 66,66 50

%S 0 0 100 11,11 85,71 42,85 83,33 33,33 50
AM :Ampicilline, AMC :Amoxicilline+ Acide Clavulanique,AMX :Amoxicilline, IPM : Imipénème,CZ : Céfazoline,CTX :

CéfotaximeAN : Amikacine, NA : Acide Nalidixique,CS :Colestine.

AM :Ampicilline, AMC :Amoxicilline+ Acide Clavulanique,AMX :Amoxicilline, IPM : Imipénème,CZ : Céfazoline,CTX :

CéfotaximeAN : Amikacine, NA : Acide Nalidixique,CS :Colestine.

Figure 32: Antibiorésistance de Klebsiella spp. isolées à l'hôpital de Mila en 2013.

Les dix isolats deKlebsiella spp.étaient résistants à 100 % à Ampicilline et Amoxicilline+

Acide Clavulanique, par contre ils étaient tous sensibles à l’Imipénème.Quant à la

résistance à Céfazoline,elle était de 88.88%. Cependant, la résistance faible de l’ordre de

16.66% et14.28% à Céfotaxime et Amikacine respectivement(Tableau 18 ; Figure 32).

La résistance totale aux antibiotiques de Klebsiella spp. a été étudiée pour les 5 ans. Vingt

antibiotiques les plus testés ont été étudiés (Tableau 19 ; Figure 33).
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2013 :

Tableau 18:Antibiorésistance de Klebsiella spp. isolées à l'hôpital de Mila en 2013.

Familles β-lactamines Aminosides Quinolones Sulfamides Autres

ATB AM AMC IPM CZ CTX AN NA SXT CS

%R 100 100 0 88,88 14,28 57,14 16,66 66,66 50

%S 0 0 100 11,11 85,71 42,85 83,33 33,33 50
AM :Ampicilline, AMC :Amoxicilline+ Acide Clavulanique,AMX :Amoxicilline, IPM : Imipénème,CZ : Céfazoline,CTX :

CéfotaximeAN : Amikacine, NA : Acide Nalidixique,CS :Colestine.

AM :Ampicilline, AMC :Amoxicilline+ Acide Clavulanique,AMX :Amoxicilline, IPM : Imipénème,CZ : Céfazoline,CTX :

CéfotaximeAN : Amikacine, NA : Acide Nalidixique,CS :Colestine.

Figure 32: Antibiorésistance de Klebsiella spp. isolées à l'hôpital de Mila en 2013.

Les dix isolats deKlebsiella spp.étaient résistants à 100 % à Ampicilline et Amoxicilline+

Acide Clavulanique, par contre ils étaient tous sensibles à l’Imipénème.Quant à la

résistance à Céfazoline,elle était de 88.88%. Cependant, la résistance faible de l’ordre de

16.66% et14.28% à Céfotaxime et Amikacine respectivement(Tableau 18 ; Figure 32).

La résistance totale aux antibiotiques de Klebsiella spp. a été étudiée pour les 5 ans. Vingt

antibiotiques les plus testés ont été étudiés (Tableau 19 ; Figure 33).
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5.6. Antibiorésistance totale de Klebsiella spp. isolées à l’hôpital de Mila durant 5
ans :

Tableau 19 : Antibiorésistance totale des souches de Klebsiella spp. isolées à l’hôpital de

Mila pendant 5 ans.

AM :Ampicilline, AMC :Amoxicilline+ Acide Clavulanique, AMX :Amoxicilline, IPM : Imipénème, OX : Oxacilline

CTX :Céfotaxime,CZ :Céfazoline, GM :Gentamycine, AN : Amikacine, NA : Acide Nalidixique,NOR :Norfloxacine,CIP :

Ciprofloxacine, L : Lincomycine, E : Erytromycine , CM : Clindamycine, SP :Spéramycine , SXT :Cotrimoxazole, TE :

Tétracycline, FOS :Fosfomycine,CS :Colestine.

AM :Ampicilline, AMC :Amoxicilline+ Acide Clavulanique, AMX :Amoxicilline, IPM : Imipénème, OX : Oxacilline CTX :

Céfotaxime,CZ :Céfazoline, GM :Gentamycine, AN : Amikacine, NA : Acide Nalidixique,NOR :Norfloxacine,CIP : Ciprofloxacine,

L : Lincomycine, E : Erytromycine, CM : Clindamycine, SP : Spéramycine, SXT :Cotrimoxazole, TE : Tétracycline,

FOS :Fosfomycine,CS :Colestine.

Figure 33 : Antibiorésistance de Klebsiella spp.isolées à l’hôpital de Mila durant 5 ans.

De Février 2007 à  Juin 2013, 174 souches de Klebsiella spp.étaientisolées et testées pour

la résistance aux antibiotiques (Figure 31).Les β-lactamines ont montré des pourcentages

de résistance   élevés allant jusqu’à 95% pour l’Oxacilline et 37.68% pour l’Imipénème.
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5.6. Antibiorésistance totale de Klebsiella spp. isolées à l’hôpital de Mila durant 5
ans :

Tableau 19 : Antibiorésistance totale des souches de Klebsiella spp. isolées à l’hôpital de

Mila pendant 5 ans.

AM :Ampicilline, AMC :Amoxicilline+ Acide Clavulanique, AMX :Amoxicilline, IPM : Imipénème, OX : Oxacilline

CTX :Céfotaxime,CZ :Céfazoline, GM :Gentamycine, AN : Amikacine, NA : Acide Nalidixique,NOR :Norfloxacine,CIP :

Ciprofloxacine, L : Lincomycine, E : Erytromycine , CM : Clindamycine, SP :Spéramycine , SXT :Cotrimoxazole, TE :

Tétracycline, FOS :Fosfomycine,CS :Colestine.

AM :Ampicilline, AMC :Amoxicilline+ Acide Clavulanique, AMX :Amoxicilline, IPM : Imipénème, OX : Oxacilline CTX :

Céfotaxime,CZ :Céfazoline, GM :Gentamycine, AN : Amikacine, NA : Acide Nalidixique,NOR :Norfloxacine,CIP : Ciprofloxacine,

L : Lincomycine, E : Erytromycine, CM : Clindamycine, SP : Spéramycine, SXT :Cotrimoxazole, TE : Tétracycline,

FOS :Fosfomycine,CS :Colestine.

Figure 33 : Antibiorésistance de Klebsiella spp.isolées à l’hôpital de Mila durant 5 ans.

De Février 2007 à  Juin 2013, 174 souches de Klebsiella spp.étaientisolées et testées pour

la résistance aux antibiotiques (Figure 31).Les β-lactamines ont montré des pourcentages

de résistance   élevés allant jusqu’à 95% pour l’Oxacilline et 37.68% pour l’Imipénème.
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5.6. Antibiorésistance totale de Klebsiella spp. isolées à l’hôpital de Mila durant 5
ans :

Tableau 19 : Antibiorésistance totale des souches de Klebsiella spp. isolées à l’hôpital de

Mila pendant 5 ans.

AM :Ampicilline, AMC :Amoxicilline+ Acide Clavulanique, AMX :Amoxicilline, IPM : Imipénème, OX : Oxacilline

CTX :Céfotaxime,CZ :Céfazoline, GM :Gentamycine, AN : Amikacine, NA : Acide Nalidixique,NOR :Norfloxacine,CIP :

Ciprofloxacine, L : Lincomycine, E : Erytromycine , CM : Clindamycine, SP :Spéramycine , SXT :Cotrimoxazole, TE :

Tétracycline, FOS :Fosfomycine,CS :Colestine.

AM :Ampicilline, AMC :Amoxicilline+ Acide Clavulanique, AMX :Amoxicilline, IPM : Imipénème, OX : Oxacilline CTX :

Céfotaxime,CZ :Céfazoline, GM :Gentamycine, AN : Amikacine, NA : Acide Nalidixique,NOR :Norfloxacine,CIP : Ciprofloxacine,

L : Lincomycine, E : Erytromycine, CM : Clindamycine, SP : Spéramycine, SXT :Cotrimoxazole, TE : Tétracycline,

FOS :Fosfomycine,CS :Colestine.

Figure 33 : Antibiorésistance de Klebsiella spp.isolées à l’hôpital de Mila durant 5 ans.

De Février 2007 à  Juin 2013, 174 souches de Klebsiella spp.étaientisolées et testées pour

la résistance aux antibiotiques (Figure 31).Les β-lactamines ont montré des pourcentages

de résistance   élevés allant jusqu’à 95% pour l’Oxacilline et 37.68% pour l’Imipénème.

CM SP SXT TE FOS CS

Sulfamide Cycline Autres

F
am

ill
es

β-
la

ct
am

in
es

A
m

in
os

id
e

s

Q
ui

no
lo

ne
s

M
ac

ro
lid

es

Su
lf

am
id

es

T
ét

ra
cy

cl
in

es

A
ut

re
s

A
T

B

A
M

A
M

C

A
M

X

IP
M

O
X

C
T

X

C
Z

G
M

A
N

N
A

N
O

R

C
IP L E C
M SP SX
T

T
E

FO
S

C
S

R
 %

87
,7

5

93

81
,8

1

37
,6

8

95

33
,7

6

84
,2

8

15

24
,2

8

46
,0

5

40

14
,8

9

10
0

87
,5

0

44
,4

4

46
,4

4

58
,0

2

66
,6

6

75

39
,2

1



Résultats et discussion

48

Le Céfotaxime enregistre le pourcentage le plus faible parmi les β-lactamines de l’ordre

de33,76%. Dans la famille des Macrolides, la résistance était totale pour le Lincomycine

(100%)et de 44.44% pour le Colestine. Le Fosfomycine a enregistré 75% de résistance,la

Tétracycline 66.66% et Cotrimoxasole 58.02%(Tableau 19 ; Figure 33).

Il a été remarqué que les Quinolones (Ciprofloxacine 14.89%, Norfloxacine 40%, Acide

Nalidixique 46.05%) et les Aminosides (Gentamicine 15% et Amikacine 24.28%) ont

montré les taux les plus faibles de résistance (Tableau 19 ; Figure 33).

Selon nos résultats, Klebsiella spp. est résistante à des taux élevésà l’Ampicilline et à

l’Amoxicilline87,75% ;81,81%respectivement.Ce résultat est confirmé par les données de

la littérature qui ont rapportés que Klebsiella spp.à une résistance naturelle à l'Ampicilline

(Avril et al, 1992 ; Arafa et al, 2009).

La résistance à l’association Amoxicilline+Ac.Clavulanique(AMC) (93%) et au

Céfazoline (CZ) (84,28%) était plus faible que  chez l’Ampicilline et à l’Amoxicilline,

mais reste tout de même très élevée. Cette diminution de la résistance est due à l’effet des

inhibiteurs des β-lactamases qui améliorent l’action de ces antibiotiques pour des taux de

résistance bien plus faibles (Arafa et al, 2009).Les taux élevés de la résistance aux β-

lactamines est peut être due à la production des β-lactamases. Ces enzymes hydrolytiques

perturbent la liaison amide du cycle β-lactamines à quatre chaînons caractéristiques, ce qui

rend l'agent antimicrobien inefficace (Poole, 2004).

Notreétude montre des taux de résistance faible pour le Céfotaxime

(33.76%)(Tableau 19 ; Figure 33).Klebsiellaspp. est naturellement sensible aux

Céphalosporines. Des enzymes récemment caractérisées TEM 3 et SHV-2, rendent les

souches résistantes  à toutes les Céphalosporines (excepté les Céphamycines)(Avril et al,

1992).D’autre part,Helen et al,(2009) ont rapporté que des β-lactamases de type CTX-M-

68 conféraient de la résistance au Céfotaxime, mais pas la Céftazidime.

Nos résultats  ont montréun taux de résistance de 37.68 % à l’Imipénémequi a été testé

69 fois durant les 5ans, ce qui est inhabituel et trop élevé par rapport aux résultats de

Jaffar et al,(2007) etVinod et al,(2011)sur des souches deK. pneumoniae, aussi Ben Haj

Khalifa et Khedher (2010) sur des isolats de Klebsiella spp. qui ont tous trouvés que tous

les isolats testés étaient sensibles à l'Imipénème.Ling Ma et al, (2009) ont remarqué aussi
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que seulement cinq isolats (2,1%) étaient résistant à l'Imipénème, cela vraisemblablement

est due à un manque de β-lactamase qui hydrolyse les Carbapénèmesou Carbapénémase

(Vinod et al, 2011).Le taux élevé de la résistance à l’Imipénémetrouvé dans nos résultats

peut être due à un excès de β-lactamase Carbapenemase ainsi que des Oxacillinases ayant

une activité contre les Carbapénèmes (Imipénème) (Gaëlle et al, 2010).

D’autre part des résultats similaires à nos résultats ont été obtenu par Vatopoulos(2008)

en Grècequi a montré quela proportion de K. pneumoniae résistante à l'Imipenèmepassée

de moins de 1% en 2001 à 20% des isolats provenant des services hospitaliers et50% dans

les isolats de soins intensifs en 2006 semble être dû à la propagationde la cassette blaVIM-

1 grâce à l’évolution rapide des plasmides multi résistants chez les souches de K.

pneumoniae.Pour la famille des Aminosides, des pourcentages faibles de la résistance

(Amikacine 24.28% et Gentamicine 15%) ont été trouvés(Tableau 19; Figure 33).Ces

résultats sont inférieurs à ceux trouvés parLing Ma et al, (2009) (Gentamicine 91,1% et

Amikacine  54,9%) etGaëlle et al, (2010)(Amikacine 81.3% et Gentamicine 75%). En

Algérie,Arafa et al,(2009) ont observés une résistance assez marquée pour la Gentamicine

(67%), alors que Jaffar et al,(2007)en Arabie Saoudite ont trouvés résistance faible à

l'Amikacine (0% à 2,3%).

Habituellement, la résistance aux Aminoglycosides est due à la présence des enzymes

modifiants des Aminoglycosides (aac(3)-II et aac (6')-Ib), qui sont censés avoir une

activité élevée contre l'Amikacine et la Gentamicine (Ling Ma et al, 2009).La résistance à

cette famille est due aussi aux méthylases agissants sur l’ARNr 16S, codées par des gènes

plasmidiques (armA et rmtB) qui sont  capables de conférer une résistance à haut niveau

aux  Aminoglycosides souvent en association avec les  BLSE et les  Carbapénémases (Ling

Ma et al, 2009; Bjørg et al, 2014). Onishi et al,(2014) ont  montré que le plasmide pKPN5

dans K. pneumoniaejoue un rôle important dans la résistance contre les Aminosides.Bjørg

et al, (2014) ont indiqués que la grande proportion dessouches productrices de BLSE

résistantes aux Aminoglycosides soutient l'idée que la prévalence croissante de la

résistance aux Aminosides est en partie associée à l’augmentation de la prévalence de

BLSE.Pour la famille des Quinolones, le taux de la résistance  de Klebsiella spp. isolées à

l’hôpital de Mila à Ciprofloxacine était de 14,89%, 40% à la  Norfloxacineet 46.05%à

l’Acide Nalidixique (Tableau 19; Figure 33).La situation épidémiologiquemondiale de la

résistance de Klebsiella spp. aux Quinolones  est très variable.Elle était de 10 % à Tawain,

33 % au Maroc,28 % au Libanet10%en Corée(Jaffar et al, 2007; Ben haj khalifa et
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Khedher, 2010). Dans des autres études la résistance à la Ciprofloxacine était plus élevéeet

a atteint 59,1% dans les travaux de Ling Ma et al, (2009) et 81,5% obtenue par Gaëlle et al,

(2010).Klebsiella spp. est naturellement sensible aux Quinolones. L’utilisation abusive de

ces molécules en médecine humaine a fait augmenter la résistance de Klebsiella spp.aux

Quinolones au cours de la dernière décennie (Tlamçani  et al, 2009).

Les déterminants plasmidique de la résistance aux Quinolones (PMQR)  ont ajouté une

nouvelle dimension dans la résistance aux Quinolones. Ces déterminants transférables

comprennent: les protéines QNR (QnrA, QnrB, QnrS, QnrC, et QnrD) qui protège l'ADN

gyrase et la topoisomérase IV de l’action des Quinolones,l’enzyme Aac ( 6 ')-Ib-cr est un

Aminoglycosideacétyltransférase, capable d'acétyler la Ciprofloxacine et la Norfloxacine,

en réduisant ensuite leurs activité (Figure 08) et une protéine spécifique du pompe d'efflux

des Quinolones (QepA) impliqué dans le pompage desQuinolones hors les cellules

bactériennes (Tlamçani et al, 2009;Karah et al, 2010). Aussi des mutations dans QRDR

(dans gyrA et dans parC) ont été trouvées dans certains  des isolats résistants à l'Acide

Nalidixique et la Ciprofloxacine (Karah et al, 2010; Pérez-Moreno et al, 2011).

Nos résultats ont montré des taux de résistance aux Macrolides variant de 44.44% pour

la Clindamycine à 100% pour le Lincomycine. Les Macrolides ne sont pas actifs contre la

plupart des entérobactéries. La résistance  aux Macrolides est  due soit à une  diminution

de la perméabilité de  l’antibiotique  à travers l'enveloppe cellulaire, une production d'une

enzyme méthylase qui modifie la cible ribosomale ce qui réduit la liaison des Macrolides

aux ribosomes, ou par production des estérases qui hydrolysent les Macrolides (Fayaiz et

al, 2002).

La résistance à l’Erytromycine dans nos résultats était 87,50%.Cela est similaire aux

résultats de Ritchie et al, (1993) qui ont déclarés que Klebsiella pneumoniae est très

résistante à l'Erythromycine(86%), ils ont montré que cette résistance a deux origines

chromosomique et plasmidique (Fayaiz et al, 2002).

Le laboratoire de Microbiologie de l’hôpital a enregistré 58.02% de Klebsiella spp.

résistantes au Cotrimoxasole.Vinod et al, (2011) ont déterminé parmi les séquences

complètes du génome de K. pneumoniae un  gènesul1 codant pour la protéine de la

résistance aux Sulfamides.
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5.7. Evolution de la résistance aux antibiotiques de Klebsiella spp.:

L’évolution de la résistance aux antibiotiques des souches de Klebsiella spp.a été étudié.

Les résultats sont représentés dans le (Tableau 20 ;Figure 34).

Tableau 20: Evolution de l'antibiorésistance de Klebsiella spp. de 2007 à 2013 isolées à

l'hôpital de Mila.

β-lactamines Aminosides Quinolones Sulfamides Autres

Années
AM AMC CTX CZ AN NA SXT CS

2007 100% 88,88% 10% / 16,66% 50% 61,90% 26,92%

2008 83,33% 83,33% 9,09% 62,50% 50% 40% 33,33% 50%

2009 80% 66,66% 50% 60% 42,85% 71,42% 71,42% 40%

2012 97,87% 96,22% 36,73% 84,09% 28,57% 45,65% 56% 60%

2013 100% 100% 14,28% 88,88% 40% 20% / /
AM :Ampicilline, AMC :Amoxicilline+ Acide Clavulanique,CTX : Céfotaxime, CZ : CéfazolineAN : Amikacine, NA : Acide

Nalidixique, SXT : Cotrimoxazole, CS : Colestine.

AM :Ampicilline, AMC :Amoxicilline+ Acide Clavulanique, CTX : Céfotaxime, CZ : CéfazolineAN : Amikacine, NA : Acide

Nalidixique, SXT : Cotrimoxazole, CS : Colestine.

Figure34:Evolution de l'antibiorésistance chez les souches de Klebsiella spp.isolées

àl’hôpital de Mila entre 2007 et 2013.

Au cours des années de l’étude (2007-2013), la résistance à l’Ampicilline ne subit pas des

variations importantes (80%-100%).Pour l’Amoxicilline + Acide Clavulanique,elle

diminue de 88.88% en 2007 à 66.66% en 2009, ensuite elle et augmente jusqu'à 100% en

2013.

La résistance au Céfotaxime était 10% en 2007, elle augmente jusqu'à 50% en 2009 puis
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La résistance à l’Acide Nalidixique variait d’une même manière de 50% en 2007 à

71.42% en 2009, et diminue jusqu'à  20% en 2013 (Tableau 20; Figure 34).

L’évolution de la résistance à Céfazoline était en augmentation progressive de 62.5% en

2007 à 88.88% en 2013.De même, une augmentation était aussi observée pour l’Amikacine

(16.66%  en 2007 à 40% en 2013) et pour le Colestine (de 26.92% en 2007 à 60% en

2012). La résistance à Cotrimoxasole a subi des variations instables pendant les années

d’étude(Figure 34).

La diminution de la résistanceàl’Amoxicilline + Acide Clavulanique est due à

l’inhibition des β-lactamases par l’Acide Clavulanique (Arafa et al, 2009).L’augmentation

de la résistanceàl’Amoxicilline + Acide Clavulanique dans notre étude est similaire à ceux

d’une enquête rétrospective sur la résistance aux antibiotiques réalisée par Pérez-Moreno

et al,(2011)en Espagne qui a révélé un taux élevé de diminution de la sensibilité à

l'Amoxicilline + Acide Clavulanique (AMC) entre K. pneumoniae. Ils ont confirmé que

cette augmentation de résistanceest principalement due à la propagation simultanée de

deux clones différents, l'un représentait un isolat produisant IRT-11et les autres un isolat

qui avait acquis soit le gène blaOXA-1 situé dans un intégron de classe I et liée à qnrS2 ou

le gène blaIRT-11.

L’augmentation de la résistance au Céfotaxime peut être due à la production des β-

lactamases  de types CTX-M  qui est présente une source de résistance au  Céfotaxime

(CTX) (Pitout et al,2004).

L’augmentation observée de la résistance au Céfazoline est due à la diminution de

l’effet des inhibiteurs des β-lactamases associées aux β-lactamines qui sont normalement

pour  rétablir l’action de cet antibiotique (Arafa, 2011).

Une augmentation de la résistance à l’Acide Nalidixique était remarquée au niveau de

l’hôpital de Milade 50%à71.42%. Ce résultat concorde à celui deBen Haj Khalifa et

Khedher (2010)quiont rapportés que la résistance aux Quinolones a connu ces dernières

années une augmentationimportante.Aussi, Tlamçani  et al, (2009) ont montré que cette

augmentationestdue à l’utilisation abusive de ces molécules en médecine humaine.
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Nos résultats ont montrés une augmentation suivie par une diminution de la résistance à

l’Amikacine jusqu'à 20% (Figure 34).Cependant, dans uneétude en  Norvège sur des

isolats cliniques de Klebsiella spp.productrices de BLSE,aucune réduction de la sensibilité

observé à l’Amikacine.Çapeut donner à penser que cet agent peut être utile pour le

traitement des infections causées par des isolats producteurs de BLSE (Bjørg et al, 2014).

6. Analyse spatiale de la résistance aux antibiotiques de Klebsiella spp. :

Matrice de corrélation Pearson (n) est représentée dans le tableau 21.

Tableau 21 : Matrice de corrélation de Pearson (n)

Variables AM AMC CTX AN NA SXT CS
AM 1 0,848 -0,331 -0,914 -0,442 0,115 -0,105
AMC 0,848 1 -0,460 -0,561 -0,804 -0,366 0,333
CTX -0,331 -0,460 1 0,177 0,759 0,670 0,287
AN -0,914 -0,561 0,177 1 0,081 -0,454 0,427
NA -0,442 -0,804 0,759 0,081 1 0,839 -0,373
SXT 0,115 -0,366 0,670 -0,454 0,839 1 -0,434
CS -0,105 0,333 0,287 0,427 -0,373 -0,434 1

AM :Ampicilline, AMC :Amoxicilline+ Acide Clavulanique, CTX : Céfotaxime, CZ : CéfazolineAN : Amikacine, NA : Acide

Nalidixique, SXT : Cotrimoxazole, CS : Colestine.

Tableau 22 :Vecteurs propres.

F1 F2
AM -0,398 -0,420
AMC -0,504 -0,098
CTX 0,405 -0,086
AN 0,238 0,581
NA 0,505 -0,236
SXT 0,320 -0,508
CS -0,098 0,393

Tableau 23 :Valeurs propres

F1 F2
Valeur propre 3,404 2,383
Variabilité (%) 48,629 34,046
% cumulé 48,629 82,675
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AM :Ampicilline, AMC :Amoxicilline+ Acide Clavulanique, CTX : Céfotaxime, AN : Amikacine, NA : Acide Nalidixique, SXT :

Cotrimoxazole, CS : Colestine.

Figure 35 : Analyse spatiale de la résistance aux antibiotiques de Klebsiella spp. parACP à

l’hôpital de Mila (Algérie).

Les résultats de l’ACP ont montré que l’AM(Ampicilline) et AMC (Amoxicilline+Acide

Clavulanique) ont le même comportement spatial(Figure 35).Avec uncoefficient de

corrélation important et positif(r=0.848), ces deux antibiotiques appartiennent à la même

famille desβ-lactamines.Poole (2004) a rapporté que les gènes codants pour les β-

lactamases sont chromosomiques ou plasmidique, donc les gènes responsables de la

résistance à AM et AMC peuvent être portés sur le  même chromosome ou le même

plasmide, ou peuvent avoir une distance génétiqueréduite. Malgré que le CTX

(Céfotaxime) appartient à la famille des β-lactamines, il a montré un comportement spatial

différent à celui de l’AM et l’AMC avec des coefficients de corrélation important et

négatifsder= -0.331 et r=-0.460 respectivement.Ceci suppose que le gène de résistance au

CTX est porté sur un génome différent à celle de l’AM et l’AMC ou ils sont situés sur un

mêmegénome mais avec une grande distance génétique.
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L’Analyse en Composantes Principales(Figure 35)a montré le même comportement

spatiale pour CTX (Famille des β-lactamines), NA (Acide Nalidixique de la famille des

Quinolones) et SXT (Cotrimoxasole de la famille des Sulfamides) avec des coefficients de

corrélationpositifs importants (NA et SXT : r=0.839 ; CTX et NA : r=0.759 ; CTX et

SXT : r=0.670). Ce résultat est en agrément avec les données de la littérature qui ont

montré que les gènes codants pour les BLSEsont généralement portés par des plasmides

transférables de grande taille (85-275 Kb) sur lesquels ils sont souvent associés à des gènes

codant pour la résistance aux Aminosides, aux Sulfamides, aux Cyclines et aux

Quinolones(Ben Haj Khalifa et Khedher, 2010). Ainsi les plasmides

AmpC(Céphalosporinases de classe C) peuvent transporter des déterminants

supplémentaires de la résistance aux antibiotiques autres que  les β-lactamines (Poole,

2004 ; Chelsie et al, 2012).

Le CS (Colestine) et AN (Amikacine de la famille des Aminosides) ont montré des

comportements spatiaux différents à ceux des autres antibiotiques, cela peut indiquer que

les déterminants génétiques de la résistance à ces antibiotiques (CS, AN) sont différents ou

très éloignés à ceux des autres antibiotiques étudiés (AM, AMC, SXT, CTX, NA).
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Conclusion

L’émergence des souches de Klebsiella spp.résistantesaux différentes familles d’antibiotiques

est désormais un fait établi à l’hôpital de Mila, ce phénomène est d’ailleurs remarqué partout

dans le monde ce qui rend le traitement chimio thérapeutique inefficace. Durant la période

d'étude de 2007 à 2013, 174 souches de Klebsiella spp. étaient isolées et testées pour la

résistance aux antibiotiques. Une résistance très élevée de  95% pour l’Oxacilline a été

observée. Le Céfotaxime enregistre le pourcentage le plus faible parmi les β-lactamines de

l’ordre de 33,76%. Dans la famille des Macrolides, la résistance était totale pour le

Lincomycine (100%) et de 44.44% pour le Colestine. Aussi, il a été remarqué que les

Quinolones ont enregistré une résistance de 14.89% pour Ciprofloxacine et 40% pour

Norfloxacine. Quant à la famille des Aminosides, Klebsiella spp.a montré des résistances

faibles à Gentamicine de 15% et Amikacine de 24.28%.

L’ACP a permis d’étudier les relations qui pourraient exister dans la résistance de

Klebsiella spp.aux différents antibiotiques. Les résultats ont été interprétés par rapport à la

localisation et la mobilité génétique des gènes codants pour la résistance.

Les taux les plus élevés de la résistance de Klebsiella spp.à plusieurs familles des

antibiotiques est due à la présence des déterminants naturels, l’acquisition de nouveaux

déterminants de la résistance ainsi que des mutations génomiques.

Les résultats obtenus ont montré des variations des taux de résistance des souches de

Klebsiella spp.isolées dans l’hôpital de Mila et ceux d’autres régions en Algérie et dans le

monde, ceci est probablement dû aux conditions d’études géographiques et expérimentales

différentes.

La résistance aux antibiotiques est une crise mondiale de la santé. Il existe au moins deux

approches pour résoudre ce problème. Une façon est la désigne et l'utilisation de nouvelles

classes thérapeutiques de médicaments pour traiter les infections causées par des pathogènes

résistants. Une deuxième approche est le développement et la mise en œuvre de nouvelles

techniques de surveillance dans laquelle non seulement d'identifier l'agent pathogène, mais les

mécanismes de résistance employés par ces organismes.
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Annexe A : Antibiorésistance de Klebsiella spp. en 2007

SPCTXGMPSXTNALNKIPMGNFAFOSCSCXTCXXAMXANAMCAMPPVAgeSexeDates
RRRSRRHM28 AH24/02/07

SRSSRP.V/F10/03/07
SSSSSSP.V/F10/03/07

SSSSSR/45 AH18/03/07
SSRSRR/3 MH18/03/07
RSSSRR/54 AH18/03/07
SRRRR/25 AF26/03/07
SSSSRR/30 AF26/03/07
SRSSSSRRTA18 AF24/04/07
SSSSSRRTA48 AF28/04/07

RSRSSRR/50 AF28/04/07
SRSSRRTA31 AF03/05/07

RSRSRR/54 AF08/05/07
RSRSSR/47 AF12/05/07

RRSRSSRRTA/H12/05/07
RRRPP/F26/05/07

RRSRSSRRTA/F26/05/07
RRRSRR/2 MH04/06/07
RRSSSRR//H09/06/07
RSRRP.V36 AF09/06/07
RRRSSRTA/F18/06/07

RRRRSRRP.V26 AF18/06/07
RSSRRTA27 AF24/06/07

SSSSRTA/H07/07/07



F: Femmes, H: Hommes,A: année,M: mois,PV: prélèvement, P.U: prélèvement urinaire, P.P: prélèvement pus, TA: externe, CH: chirurgie, HM: hémoculture,
P.V: prélèvement vaginale.

SPCTXGMPSXTNALNKIPMGNFAFOSCSCXTAMXANAMCAMPPVAgeSexeDates
RRSRSRTA50 AH16/07/07

SSSTA36 AF21/07/07
RRSRRRP.V/F22/07/07
RSRSSSR/3 AH24/07/07
RSRSSSTA29 AF24/07/07

RRRRRR/F30/07/07
RSSRRSRPP6 AF04/08/07

RSS/24 AF13/08/07
SSRSSS/16 AF18/08/07
RRSSR/27 AF20/08/07
SRRRSR/79 AF25/08/07

SRS/5 MH01/09/07
SSSRSS/24 AH08/09/07
RRSR//H08/09/07
RSRP.V/F08/09/07
RRRRP.P/F11/09/07
SSSSRR/28 AF17/09/07
RRSSRR/29 AF17/09/07
RSSRRP.V/F24/09/07

SSRR/17 MH23/10/07
RRSRR/60 AF27/10/07

P.U/F31/10/07
SSTA39 AF26/11/07

SS//F26/12/07



Annexe B : Antibiorésistance de Klebsiella spp. en 2008

F: Femmes, H: Hommes,A: année,M: mois, PV: prélèvement, P.U: prélèvement urinaire, P.P: prélèvement pus, TA: externe.

Date Sexe Age PV AMC CTX FOS OX P AMP GN CZ GM AM
X

PIP NA TE CS K CFP SX DOX IPM AN PRI NOR AC F CLI SP COL GN

28/01/08 F 30 A HM S S S S S

28/01/08 F 28 A P.V R S R R R R

02/02/08 F 39 A R R S R S R S

02/02/08 H 55 A P.P R R R R R R S S S R

17/02/08 F 24 A P.V R R R S S S

22/03/08 H 57 A P.P R S R R R

22/03/08 F / P.P R S R R R S

24/03/08 F 33 A P.V S R R R

24/03/08 F 12
M

HM S R S R R S

08/04/08 H MH P.P R R S S R S

26/04/08 F / P.V R S R S R S

26/04/08 F 50 A P.V R S R R S S

08/04/08 F 45 A P.V R R S R R R

09/06/08 F 40 A P.V R R R S R S

08/08/08 F 27 A P.V R R S R R S

10/08/08 F / P.V R S R R S

12/08/08 F / P.P R R R R R R R

12/08/08 F MH P.P R R R R

14/09/08 F / P.V S R R S

27/09/08 F 18 A TA S S R R S R

18/10/08 F 26 A P.V S S S R S

30/10/08 F / P.V R R R R S

30/10/08 F 26 A / R R R R R S S

19/11/08 F / P .V S S S S S S

24/03/08 F 36A P.V S R S S S S



Annexe C : Antibiorésistance de Klebsiella spp. en 2009

F: Femmes, H: Hommes,A: année,M: mois, ,PV: prélèvement, P.U: prélèvement urinaire, P.P: prélèvement pus, TA:externe.HM :hémoculture.CH : chirurgie, P.V: prélèvement vaginale.

Date Age Sexe PV A AC AM AR AK AMX AN CZ CTX CO CE CL CN CTX ERY EOS F GM LN NO NA OX P PRI PIP SXT SP STR

20/02/09 3 A H HM S S s S S

22/02/09 / H P.P R S S S R

08/03/09 50A H MH R R R S S R

08/03/09 / / / R R S S R R

08/03/09 72A H / R S S S R R S

16/05/09 39A H / R S S S S R

24/05/09 30A / / R R R S R R

30/05/09 / F / R R R S R S R

14/06/09 / F TA R S S R S S

26/06/09 31 F / R R R S S R

04/07/09 / F P.P S S S S R S

04/07/09 23A H P.P R R R R S S R

19/07/09 75A F P.P R S S S S S

03/08/09 / F P.V R S S S R

01/09/09 74A F P.P S R S S R R

29/09/09 / H P.P R

12/10/09 / F P.P S S R R S R S

12/10/09 79A H CH R R R R R R R R R R R R

13/10/09 / F P.V
TA

S R S R R R

13/10/09 / F P.V
TA

R R R R R R

13/10/09 53A H P.P
TA

R R S S S S S R R R S R

14/10/09 24M F P.V S R R S S R

27/10/09 30A / TA S S S

5/11/09 19A H P.P
TA

R R R S S R R R R R R



Annexe D:Antibiorésistance de Klebsiella spp. en 2012

NTX
SXTPIPNANIIPMGMCMCSCZCTXCTCNCIPAMXAMCAMANAKPVSVAgeSexeDate

RRRRRP.U/70 AF13/02/12
SSSRP.U/60 AF19/02/12

SSSRRP.UTA22 AF28/02/12
SSSSSSSRRSP.UTA52 AF4/03/12
RRSSSRSRRSP.UCH87 AH08/04/12
RSSRSRRRRRPUPD7 MF09/04/12
RRSRRSRSRSP.UTA4AF10/04/12
SSSRSRSRRSP.UTA25 AF10/04/12
RRRRRRRRRRP.U/45 AF11/04/12
RRRRRRRRP.UTA6 AH11/04/12
SRSSRP.U/53 AF16/04/12

SSSSRRP.U/31 AF16/04/12
SSSSSSRRSP.U/72 AF24/04/12

SSSSSSRRSP.UCH64 AF29/04/12
RRSSRRRRP.U/50 AH30/04/12
SSSSSP.UTA27 AF13/05/12

SSSSSSSRRSP.UTA42 AF22/05/12
SSSSSRRSP.UTA50 AF27/05/12
RRSRRRSP.U/4 AF27/05/12
SSSSSSRRSP.UEXT53 AF05/06/12

SSSSP.U/34 AF12/06/12
RRRSRRSRRP.UEXT31 AF19/06/12

RSRRSRRRP.UPD2 MH20/06/12
RRSSSSRRP.UEXT55 AF03/07/12
SRSRRSRRRP.UPD3 MF03/07/12

SSSSSSP.U/28 AF15/07/12
RRSRSSSRP.U/6 MH17/07/12
SSSSSSSRSP.U/22 A/22/07/12

RSSRRSRSRRP.UPD2 MH22/07/12
SSRRSRSRRSP.U/17 AF24/07/12
RSRRSRSRRSP.UPD3 AF30/07/12
RSRRSRRRRSP.UPD8 MF30/0712
SSSSSSRRSP.UEXT49 AH30/07/12

SSSSRSSSRRP.UPD9 MF06/08/12
SSSRSSSRSP.UEXT/F22/08/12
SRSRSSRRSP.U/33 AF27/08/12
SRRSSRSP.U/55 AF27/08/12
SRRSRRRSP.UEXT52 AF27/08/12



F: Femmes, H: Hommes,A: année,M: mois, SV: service, PV: prélèvement, P.U: prélèvement urinaire, P.P: prélèvement pus, TA: externe, CH: chirurgie,

PD: pédiatrie, EXT: externe,HM: hémoculture, P.V: prélèvement vaginale

SSSSSRRSP.UEXT8 AF27/08/12
SSSRSRRP.U//H04/09/12

SSSSRSRP.U/55 AF10/09/12
SSSSRSSSP.U//F10/09/12
SRRRRSSSP.U/5 MH17/09/12²

RRRRSSRSP.V/58 AH07/10/12
SSSSSSP.U/17 AF07/10/12
RRRSRRRSSRSP.U//F08/10/12
RRRSRRSRRP.U//F09/10/12
RRRSRRSRRP.U//F09/10/12
RRSRRRRRRRP.U/10 JF10/10/12
RRSSRRRSRP.U/2 MH14/10/12
RRRSSRRSRP.U/13 MF16/10/12
SRSRSSRSP.P/35 AH21/10/12

SSRSSRSSSRRP.U//H11/11/12
RSSRSRRSRRSP.U/23 AF11/11/12
RSSSRSRSRRP.U//H25/11/12

SSSSSSSSSRSSSP.U//F26/11/12
RRRSSRRP.U/14 AH26/11/12

SRRRRRRRRP.U/2 AF02/12/12
SRRSRSRSRRSP.U/8 AH03/12/12
SRRRSSSSSRRP.U//F04/12/12

RRRSP.P/6 AF13/12/12
SSRRRRP.P/76 AH18/12/12
SSRSRRSRRSP.U/2 AF18/12/12
RRRSRSSRRP.U/26 AF30/12/12

RSRP.V//F30/12/12



Annexe E:Antibiorésistance de Klebsiella spp. en 2013

F: Femmes, H: Hommes,A: année, ,PV: prélèvement, , P.P: prélèvement pus, TA: externe.

Date sexe Age PV CT IPM CIP GN CN CT
X

NTX AK CO NA AMC CZ AM CM SXT

06/01/13 F / TA S S S / S S / R R R R R / / /

07/01/13 F / TA S S S / S R R R S S

08/01/13 F / M
R S S S

/ S S S S S R R R / /

08/01/13 F R S / / S S S / S S R R R / /

29/01/13 F 32  A TA R / S / S S S S R S R R

05/02/13 H / P.P R S R R R R R

06/03/13 F 31 A TA S S S R R R

13/03/13 H 2 A P.P S S S S R R

03/06/13 / / TA S S S S R

18/06/13 F 37 A / S S R R S



Résumé

Dans la présente étude réaliséeàl’hôpital de Mila, 174 souches de Klebsiella spp. ont été

isolées de 2007 à 2013 et testées vis-à-vis de la résistance aux antibiotiques. Les résultats

ont montré queKlebsiella spp. était résistante à des taux élevés aux β-lactamines excepté

pour Céfotaxime (33.76%).Aussi, elle a montré une résistanceimportante aux Macrolides

(Lincomycine 100% et Erytromycine 87.50%).Par contre, les Aminosides et les

Quinolones, particulièrement la Gentamycine et Ciprofloxacine étaient efficaces contre

Klebsiella spp. avec des taux de résistance 15% et 14.89% respectivement.

Mot clés :Klebsiella spp. ,identification, Antibiorésistance, Mila, ACP

Abstract

In the present study realized in Mila hospital, 174 strains of Klebsiella spp. were isolated

from 2007 to 2013 and tested for antibiotic resistance. The results showed that Klebsiella

spp. was resistant to high levels to β-lactam antibiotics except for Cefotaxim

(33.76%).Also, it was resistant to Macrolides(Lincomycin 100% and Erytromycin 87.50%).

However, the Aminoglycosides and Quinolones, particularly Gentamicin and ciprofloxacin

were effective against Klebsiella spp. with resistance rates 15% and 14.89% respectively.

Keywords:Klebsiellaspp.,identification, Antibiorésistance, Mila, ACP.

الملخص

اختبار و2013و 2007ما بین.Klebsiellasppسلالة من 174، تم عزلمستشفىمیلةالتي أجریت فیفیھذه الدراسة

-βمضادات الحیویةمن عائلة للمقاومةتأظھرت النتائج أننسبة عالیة منالعزلاتكان.للمضادات الحیویةمقاومتھا 

lactamines باستثناءCéfotaxime)6(%33.7 أظھرتمقاومة لعائلة ، كما أنھاMacrolides

Lincomycine)%100وErytromycine(%87.50 ،  أما عائلةAminosides وQuinolones و خاصة

Gentamycine وCiprofloxacine فقد كانت فعالة ضدKlebsiellaspp. 14.89و %15مع نسب مقاومة%

.على التوالي

.ACP،میلة،مقاومة المضادات الحیویة ،التحدید البكتیري،.Klebsiellaspp:الكلمات المفتاحیة
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