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Introduction

I ntroduction

La famille des B-lactamines comprend un grand nombre de molécules, toutes
caractérisées par la présence d’un cycle B-lactame indispensable a 1’activité¢ antibiotique,
associées a un mode d' action fort complexe sur des protéines de |la membrane cytoplasmique,
dénommeées protéines liant la pénicilline (PLP) ou penicillin binding proteins (Cavallo et al.,
2004 ; Cattoir, 2008).

L’introduction des céphalosporines de troisieme génération (C3G) en pratique
clinique au début des années 1980, permettant de lutter contre les infections a germes
producteurs de pénicillinases, a ét¢ suivie, dés 1983, de la description de la premiére f-
lactamase a spectre élargi (BLSE) chez Klebsiella pneumoniae en Allemagne. Plus de 200
BLSE ont maintenant été décrites et leur diffusion a travers le monde pose un véritable
probléme de santé publique (Grall et al., 2011).

Les carbapénémes, derniers antibiotiques de la classe des B-lactamines, ont un tres
large spectre antibactérien et possedent une grande stabilité vis-a-vis de la quasi-totalité des -
lactamases, ces molécules possedent un large spectre d’ activité in vitro contre les bactéries.
Comme pour toutes les B-lactamines mises sur le marché, des souches résistantes sont
rapidement apparues (Grall et al., 2011).

Chez les bactéries, il existe 4 types de mécanismes de résistance aux B-lactamines: la
faible affinité pour les PLP, I'imperméabilité, I’ efflux, et I'inactivation enzymatique par les
B-lactamases (Poole, 2004). Les B-lactamases constituent le principal mécanisme de résistance
aux B-lactamines, des bactéries a Gram négatif (Jacoby et Price, 2005). Ces enzymes peuvent
étre chromosomiques ou plasmidiques et produites d’ une maniére inductible ou congtitutive.
Elles sont sécrétées dans |’ espace périplasmigue chez les bactéries a Gram négatif ou dans le
liquide extracellulaire chez les bactéries a Gram positif (Essack, 2001).

Les premiceres B-lactamases (pénicillinases a spectre étroit) plasmidiques (TEM-1/2,
SHV-1) ont été initialement décrites dans les années 60 chez Escherichia coli et Klebsiella
pneumoniae et ont trés vite diffusées parmi d’ autres espéces d entérobactéries, et d autres
bactéries: comme Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae et Pseudomonas
aeruginosa (Cattoir, 2008).



Introduction

L’ épidémiologie des BLSE au sein des entérobactéries a recemment changé avec la
dissémination massive des enzymes de type CTX-M (Ruppé, 2010).

La nouveauté est la description de plus en plus fréquente de souches résistantes aux
carbapénemes par acquisition des carbapénemases. Ce dernier phénomene, supporté par des
structures génétiques mobiles donc transmissibles entre souches, est ainsi bien plus inquiétant
(Grall et al., 2011).

De plus, P. aeruginosa est caractérisé par son aptitude particuliere a acquérir et
cumuler de nombreux et variés mecanismes de résistance. Cette accumulation de mécanismes
de résistance est devenue problématique car elle conduit, & une impasse thérapeutique en
raison de I’émergence de souches dites totorésistantes vis-a-vis du pand d antibiotiques
actuellement disponibles sur le marché (Minchellaet al., 2010).

Depuis une trentaine d'années, la résistance d Acinetobacter baumannii aux
antibiotiques n’a cessé d’augmenter, la combinaison de I’ensemble de ces mécanismes de
résistance confére a A. baumannii un éventail trés large de combinaisons de résistances,
d’ opportunités de dissémination et des épidémies intra-hospitaliéres (Poirel et Nordmann,
2006).

Cette ¢tude vise a caractériser les mécanismes de résistance aux P-lactamines
(B-lactamases a spectre étendu, carbapénémases, céphalosporinases plasmidiques, ...etc.)
chez les bacilles a Gram négatif, dans |'hdpital Beni-Messous (Alger). Elle permettra de
déterminer les taux de résistance aux B-lactamines ainsi aux autres familles d’antibiotiques de
ces souches, de caractériser les phénotypes de résistance en cause, de déterminer les profils
épidémiologiques de ces souches et de comparer ces derniers avec ceux rapportés dans la
littérature. Pour dével opper ces aspects, nous avons adopté la méthodol ogie suivante :

> lIsolement et identification des souches d entérobactéries, Pseudomonas sp et
Acinetobacter ssp a partir de prélévements pathol ogiques divers.

Etude de |arésistance de ces souches vis-a-vis des B-lactamines.

Caractérisation phénotypique des mécanismes de résistance aux B-lactamines.

Etude de |a capacité de transfert des génes par conjugaison.

YV V V V

Détermination des concentrations minimales inhibitrices vis-a-vis de certaines f-

lactamines (céfotaxime, ceftazidime, cefepime, aztréonam et imipeneme).



Synthése bibliographique Les bacilles a Gram négatif

|-L es bacillesa Gram négatif

Les bacilles a Gram négatif, fréqguemment isolés des laboratoires de bactériologie,
occupent une place importante en pathologie humaine. Généralement, on les divise en deux
grands groupes : les entérobactéries et les bacilles a Gram négatif non fermentaires (Liassine,
2000).

Les entérobactéries sont responsables de nombreuses infections communautaires et
infections nosocomiales notamment les infections urinaires, les gastro-entérites severes, les
infections respiratoires...etc. Les bacilles a Gram négatif non fermentaires (Pseudomonas sp,
Acinetobacter ssp...etc), quant a eux, sont a I’ origine des infections nosocomiales diverses
notamment chez les immunodéprimés (VIH, leucémiques, cancéreux, greffés...).
L’ importance de ces bacilles a Gram négatif est liée aleur multi résistance aux antibiotiques
actuellement disponibles. C'est pourquoi ces bacilles a Gram négatif ont suscité de
nombreuses études ces dernieres déecennies (Gueye, 2007).

Dans cette partie bibliographique, on sintéressera aux souches d’entérobactéries,
Pseudomonas sp et Acinetobacter ssp, car ils sont les germes ciblés pendent la période de
stage.

.1 Entérobactéries
|.1.1 Historique et Taxonomie

Les entérobactéries constituent un grand groupe de bactéries ayant une forte
similitude. La création de ce groupe a éé proposée par Rahn en 1937 qu'il dénomma
enterobacteriaceae et dans lequel il rassembla les genres bactériens dga décrits (tels que
Escherichia, Salmonella, Klebsiella, Shigella) dans le genre unique Enterobacter. Les
entérobactéries sont des Eubactéries, appartiennent ala division des Proteobacteria, la classe
des Gammaproteobacteria, a I'ordre des Enterobacteriales et a la famille des
Enterobacteriaceae. La subdivision des genres et especes est basée sur la comparaison des
caractéristiques physiologiques, biochimiques, antigéniques et génétiques des bactéries. Le
sequencage des genes codant pour I'ARNr 16S et surtout des genes codant I'ARN polymérase
B permet en effet une identification trés précise de toutes les especes (Joly et Reynaud, 2002).
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|.1.2 Habitat

Les enterobacteriaceae sont nommées ainsi parce que la plupart des espéeces qui
composent cette famille sont des hétes normaux ou pathogenes du tube digestif de I'nomme et
des animaux. On les trouve auss dans la cavité buccale, au niveau des vois aériennes
supérieures et sur les organes génitaux. Ils peuvent persister en dehors d'organismes vivants,
on les rencontre dans le sol, I'eau et dans certaines denrées aimentaires (Fauchere et Avril,
2002). Salmonella typhi qui est responsable de la fiévre typhoide n'est retrouvée que dans
I'intestin de I'nomme malade (Joly et Reynaud, 2002).

|.1.3 Définition et caractéristiques

Les entérobactéries sont définies par un ensemble de caracteres généraux communs.
Ce sont des bacilles a Gram négatif, dont les dimensions varient de 6 um de long et 0,3 a 1
um de large, Ces dimensions varient suivant 1'age de la culture, l'espéce, la souche. Certaines
especes peuvent étre tres polymorphes, notamment le genre Proteus. Elles sont non sporul és,
le plus souvent mobiles, mais immobiles dans le cas des bactéries des genres Klebsiella,
Shigellaet Yersinia. Elles sont aérobies-anaérobies facultatives et elles peuvent étre cultivées
sur les milieux ordinaires. Elles fermentent le glucose avec ou sans production de gaz et
réduisent les nitrates en nitrites (sauf certaines souches d'Erwinia et Yersinia). Elles n'ont pas
d'oxydase et possedent une catalase (sauf Shigella dysenteriae sérotype 1). Ces caractéeres
permettent de différencier les entérobactéries des autres bacilles & Gram négatif pouvant étre

cultivés sur des milieux ordinaires (Avril et al., 2000 ; Joly et Reynaud, 2002).

La culture des entérobactéries est rapide. Pour la plupart des especes les colonies
formées apres 18-24 heures d'incubation a 35-37 °C sont bombées et rondes a bord net, leur
surface est lisse et brillante, il Sagit desformes S « smooth ». Apres repiquage en bouillon des
colonies S, la culture se traduit par un trouble homogéne sur toute la hauteur du tube. Apres
plusieurs repiquages d'une souche en phase S, les colonies deviennent rugueuses, seches,
plates, leur contour est irrégulier, leur teinte mate, il sagit des formes R «rough ». En bouillon
elles donnent une culture dont I'aspect est granuleux apres agitation et elles forment des
agglutinats spontanés qui sédimentent, elles sont auto-agglutinables dans une suspension en
eau salée (2 % de NaCl) (Joly et Reynaud, 2002).

Les colonies des bactéries produisant une capsule, notamment de Klebsiella
pneumoniae, sont muqueuses et plus grandes que les colonies habituelles (leur diamétre peut

atteindre 10 mm), elles ont une consistance gélatineuse. Dans le cas des espéces Proteus
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vulgaris et Proteus mirabilis qui sont particulierement mobiles, il se produit fréquemment un
envahissement de la surface des milieux solides qui sétend par vagues successives et peut
gagner en 24 heures latotalité de la surface (Joly et Reynaud, 2002).

Il existe cependant des entérobactéries ayant une croissance faible dont les colonies
restent tres petites (colonies naines). Il sagit d’ une exigence en un ou plusieurs facteurs de
croissance. Pour d'autres bactéries la croissance est lente, les colonies de taille normale ne
sont obtenues qu'apres plusieurs jours d'incubation, c'est le cas de certaines espéces des genres
Shigella et Yersinia. Pour ces dernieres par exemple une incubation d’au moins 48 heures a
37°C est nécessaire (Joly et Reynaud, 2002 ; Bidet et Bingen, 2007).

Les entérobactéries sont des chimio-organotrophes, beaucoup sont prototrophes : a
partir d'une source unique de carbone (sucre, ...) et d'énergie (électrons), elles sont capables de

synthétiser tous les é éments nécessaires aleur survie et aleur croissance (Avril et al., 2000).

|.1.4 Identification du genre et espéce

L’identification des différents genres et espéces repose sur plusieurs caractéres
biochimiques (Joly et Reynaud, 2002):

e Etudedesvoies métaboliques de la fermentation des sucres

Les entérobactéries sont des micro-organismes anaérobies facultatifs, c'est-a-dire que
leur métabolisme peut étre transféré de la respiration vers la fermentation lorsque leur
environnement est privé en oxygéene moléculaire (conditions anaérobies). Les deux voies
fermentaires essentielles sont :

» Fermentation des acides mixtes, les sucres sont fermentés en acides mixtes. Chez
certaines espéces il y a formation de métabolites supplémentaires tels que le gaz
carbonique (CO,), I'hydrogéne moléculaire (H,) et éhanol. Cette voie est
notamment empruntée par les genres Escherichia, Salmonella et Shigella. Les
bactéries utilisant ce métabolisme sont repérables grace a la réaction au rouge de
méthyle (RM).

» Fermentation butanediolque, la fermentation des sucres se traduit par la production
de I'acétoine. Cette voie est notamment empruntée par les genres Klebsiella,
Enterobacter et Serratia. Les bactéries |'utilisant sont repérables grace a la réaction

de Voges-Proskauer (VP) qui permet |a détection spécifique de I'acétoine.
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Fermentation des sucres et des polyalcools

Ce métabolisme est étudié en eau peptonée additionnée d'un indicateur de pH (bleu de

bromothymol ou rouge de phénol). La fermentation produit des acides qui entrainent le virage

de l'indicateur par acidification.

Production d'un métabolite terminal et recherche d'enzymes

Certaines réactions enzymatiques aboutissent a la production de métabolites qui sont

identifiables grace a une réaction spécifique, par exemple:

>
>

>

Production indole a partir du L-tryptophane gréce a une tryptophanase.
Production d'hydrogéene sulfuré (H,S) a partir du thiosulfate grace a une thiosulfate
réductase.

Production de gaz par une hydrogene lyase.

Apres action des bactéries sur un substrat, I'enzyme impliquée est détectée par la mise

en évidence du substrat modifié ou d'un changement de la coloration initiale du milieu de

culture, par exemple:

>
>

Béta-galactosidase révél ée par acidification du milieu.

Décarboxylases de la lysine (LDC) et de l'ornithine (ODC), transformées
respectivement en cadavérine et putrescine, décarboxylase (ADC) et dihydrolase
(ADH) del'arginine, révélées par alcalinisation du milieu.

Désaminases de la phénylalanine (PDA) et du tryptophane par tryptophane
désaminase (TDA) qui les transforment respectivement en acide phénylpyruvique et
en acide indolpyruvique dont la présence dans le milieu est révélée par le perchlorure
de fer qui donne un précipité brun.

Uréase qui produit a partir de l'urée du carbonate d'ammonium révélé par
alcalinisation du milieu.

Cultureen utilisant une sour ce de carbone définie

C est un test d'assimilation, possible seulement avec des bactéries prototrophes. Cette

étude permet de rechercher leur capacité a cultiver dans un milieu minimal synthétique dans

lequel 1a substance carbonée est unique et définie. L'utilisation du citrate de sodium comme

source de carbone est larecherche la plus courante.
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|.1.5 Caractéres antigéniques

L'étude des différents caractéres antigéniques permet de classer en sérotypes les souches
appartenant a une méme espéece ou au méme genre. La détermination des sérotypes a un
grand intérét épidémiologique pour certaines entérobactéries pathogenes comme Salmonella,
Shigella et E. coli (Avril et al., 2000).

Il existe plusieurs types d' antigenes :

e Antigene commun

Cet antigéne, appelé « antigéne de Kunin » ou (ECA), est présent chez toutes les
entérobactéries sauf certaines Erwinia. 1l est généralement sous forme hapténique, non
immunogéne, mais il a cependant la capacité de sensibiliser les hématies. Sa forme

immunogéne existe chez de rares souches dont E. coli O : 14(Joly et Reynaud, 2002).

e Antigene O ou somatique
Cet antigéne est locaisé au niveau de la paroi bactérienne, de nature
lipopolysaccharidique, possede une endotoxine bactérienne qui est thermostable et résiste a
I'dlcool ou a l'acide. Un immunsérum contenant les anticorps contre |'antigene O provoque
une agglutination lente granulaire, difficile a dissocier par agitation. La spécificité O est
perdue par les souches R qui sont autoagglutinables en eau physiologique (Fauchere et Avril,
2002).

e AntigeneH ou flagellaire
Il nN'existe que chez les bactéries mobiles. L'antigene H est constitué de la proténe
flagdline, il est thermostable et inactivé par I'acool. En présence d anticorps, I'agglutination
est floconneuse, lache et facilement dissociée par agitation (Fauchére et Avril, 2002; Bidet et
Bingen, 2007).

e AntigeneK ou capsulaire
Cet antigene est généralement constitué d'une couche externe polysaccharidique ou
protéique. Parmi les antigenes K, se trouvent les antigenes L, A, B d’'E.coli et I'antigene Vi de
certaines Salmonella ou Citrobacter. Ces antigénes peuvent rendre la souche inagglutinable
pour les antisérums O. Ils sont détruits par une ébullition de deux heures. Les antigénes
d'adhérences ou d'adhésines, de nature protéique, en relation avec la présence de pili sont

classés parmi les antigenes K (Bidet et Bingen, 2007).
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|.1.6 Pouvoir pathogene

En agriculture le pouvoir pathogene touche une grande variété d'arbres, de récoltes et de
fleurs notamment les noyers, les chénes, le blé, les pommes de terre, les carottes, les
betteraves sucriéres, la canne a sucre, I'ananas...etc. Ces pathologies sont dues a quelques
espéces adaptées au regne vegétal, notamment a celles du genre Erwinia (Joly et Reynaud,
2002).

Chez les animaux, les entérobactéries sont responsables de plusieurs maladies
infectieuses. Cependant leur spécificité d'héte peut étre trés différente. Les shigelles sont
seulement pathogeénes pour les primates, par contre E. coli et les salmonelles sont observées a
lafois chez les insectes, les reptiles et les mammiféeres. Les chats et les chiens sont sensibles &
E. coli (infections urinaires, urogénitales et digestives) et certains Proteus (otites). Lavolaille
est particulierement exposée aux salmonelles (Avril et al., 2000).

Le pouvoir pathogéne des entérobactéries chez I'homme est considérable. Les
infections sont soit bien définies et peuvent concerner tous les sujets soit non spécifiques
touchant les sujets immunodéprimés, en particulier ceux qui sont hospitalisés. Dans la
majorité des cas, |'origine de I'infection est soit endogene a partir des flores bactériennes, soit
exogene provenant de milieu extérieur. Les entérobactéries sont responsables de nombreuses
infections :

> Les infections communautaires, il sagit principalement des infections urinaires
majoritairement provoquées par E. coli, les intoxications alimentaires provoquées par les
Salmonelles, lesinfections pulmonaires provoquees par Klebsiella pneumoniae.

> Les infections nosocomiales, sont fréquentes a type d'infections urinaires, des plaies
opératoires, d’infections pulmonaires, de septicémies, ainsi que d autres localisations. En plus
des bactéries d§ja citées dans les infections communautaires avec un profil de multi résistance
on cite: Enterobacter sp, Serratia sp (Avril et al., 2000 ; Joly et Reynaud, 2002).

|.2 Legenre Pseudomonas sp
|.2.1 Historique et Taxonomie

La classification en genres et especes al’intérieur de lafamille des Pseudomonadaceae
alongtemps reposée sur des caracteres phénotypiques simples d’ orientation. La simplification
de cette classification a été réalisée par Stanier qui a étudié principalement |’ assimilation des
substances carbonées, et par Palleroni qui a classé les espéces de Pseudomonas en 5 groupes

génomiques ; les Pseudomonas vrais appartenant au groupe | (Martin, 2007).
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Le genre Pseudomonas a hébergé un nombre croissant d especes par manque de
caractéeres phénotypiques spécifiques, puis a été restreint a une cinquantaine d’ especes apres
I’ apport des travaux génétiques (Martin, 2007).

Le genre Pseudomonas est classé dans la famille des Pseudomonadaceae, |’ ordre des
Pseudomonadales, la classe des Gammaprotobacteria, divison des Proteobacteria,

embranchement des Procaryotes et regne des bacteria (Garrity et al., 2010).

|.2.2 Habitat

Ces bactéries occupent des niches écologiques variées, mais se retrouvent plus
particuliérement dans les milieux humides tels que les eaux douces, les eaux de mer et les
eaux thermales. Elles se retrouvent en plus petite quantité dans les eaux riches en matieres
organiques (en particulier les eaux stagnantes). Elles sont considérées comme une flore
commensale chez I'nomme ou I'animal. Certaines jouent un réle pathogene dont Pseudomonas
syringae chez les plantes et Pseudomonas aeruginosa chez I'homme et I'animal (Avril et al.,
2000).

|.2.3 Caractéres bactériologiques
» Caractéres morphologiques et culturaux

Bacilles a Gram négatif, en forme de batonnets droits et fins de 1 a 3 um de long ; 0,5 a
1 um de large, mobiles par une ciliature polaire, non sporulés. Parfois entourés d'une pseudo-
capsule appelée slime qui peut jouer un réle important dans |a pathogénicité de ces bactéries.
La culture est facile sur milieu complexe avec ou sans production de pigment, la température
de croissance variée de 4 a 45°C selon les especes, P. aeruginosa peut étre cultivée a 41°C
mais pas a4°C. Ces souches sont capables de cultiver sur des milieux minéraux synthétiques
avec une source simple de carbone : acétate, pyruvate et des milieux sélectifs a base de
Cétrimide que I'on peut additionner d'antibiotique (acide nalidixique). Les colonies de P.
aeruginosa sont polymorphes, soit large avec une partie centrae bombée et un contour
irrégulier (ceufs sur le plat), soit des petites colonies mates |égerement bombées avec un bord
circulaire régulier, des colonies muqueuses bombées, opaques, visqueuses parfois coulantes
comme pour Klebsiella. La bactérie produit alors un polysaccharide extra-cellulaire qui est
différent du slime (Avril et al., 2000).

Le genre Pseudomonas comprend des especes fluorescentes produisant des pigments
spécifiques. Les deux pigments les plus fréquents et caractéristiques sont la pyocyanine et la

pyoverdine qui sont solubles dans les milieux de culture. Les especes pigmentées sont par
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exemple : P. aeruginosa produit les deux pigments, mais pouvant étre perdus par mutation.
P. fluorescens, P.putida, P.syringae, et P. cichorii produisent de la pyoverdine, P.
aureofaciens : produit un pigment jaune orange ou pourpre (Matewish et Lam, 2004).
Certaines souches sont apigmentées tel que P. alcaligenes, P. stutzeri et P. (Martin, 2007).
» Caractéresbiochimiques
Le genre Pseudomonas sont des bactéries chimio-organotrophes avec un métabolisme
strictement respiratoire, qui utilisent I'oxygéne comme accepteur termina d'éectrons en
aérobiose, sont oxydase positive, pour certaines espéces elles réduisent le nitrate en
anagrobiose avec synthese d'une nitrate-réductase. Elles sont caractérisées par la diversité des
substrats hydrocarbonés utilisés comme source de carbone et d'énergie (avril et al., 2000).
Pseudomonas aeruginosa dégage une odeur aromatique caractéristique de seringa due
ala production d'ortho-amino-acétophénone, intermédiaire du métabolisme du tryptophane et
non liée a la production de pigment, il hydrolyse aussi la gélatine et |écithine (Avril et al.,
2000).

|.2.4 Pouvoir pathogene

Les Pseudomonas sont Peu virulent pour l'individu normal, par contre ils sont
considérés comme des agents infectieux redoutables lorsque les défenses immunitaires du
sujet sont altérées. P. aeruginosa est I'exemple type de la bactérie pathogéne opportuniste. Les
mal ades particuliérement sensibles sont |es nourrissons, les personnes agées, |es sujets atteints
d'affections graves, chroniques, métaboliques (diabéete) mais surtout hématologiques ou
cancéreuses. Chez les brilés, cette infection est I'une des causes majeures de mortalité (Avril
et al., 2000).

1.2.5Virulence

Les toxines élaborées et les composés de la paroi des especes de genre Pseudomonas
sont considérés comme des facteurs essentiels de la virulence. En dehors des pigments, elle
€labore des protéines et des substances toxiques. On distingue principaement : une
hémolysine thermostable, des exo-enzymes (protéases, phospholipases) et des toxines

protéiques (exotoxine, entérotoxine) (Garrity et al., 2010).
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|.3 Legenre Acinetobacter ssp
|.3.1 Historique et taxonomie

L'histoire du genre Acinetobacter remonte au début du 20°™ siécle, en 1911, quand
Beijerinck, un microbiologiste hollandais décrit un organisme nommé Micrococcus
calcoaceticus qui a éé isolée du sol par enrichissement dans un milieu minimal contenant du
calcium- acétate. Au cours des décennies suivantes, des organismes similaires ont été décrits
et attribués a au moins 15 différents genres et espéces (Peleg et al., 2008).

La désignation actuelle du genre, Acinetobacter (du Grecque [Akinetos] qui veut dire
non mobile), a éé initialement proposée par Brisou et Prévot en 1954 et ce n'est qu'en 1968
gue cette désignation de genre fut largement acceptée. Dans I'édition de 1974 du Bergey’'s
Manuel of Systematic, |e genre Acinetobacter a été répertorié, avec la description d'une seule
espéce, Acinetobacter calcoaceticus (La souche type pour le genre et |'espéce est A.
calcoaceticus ATCC 23055). Dans la “Approved List of Bacterial Names”, en revanche,
deux espéces différentes, A. calcoaceticus et A. Iwoffii, ont éé incluses, basé sur le fait que
certains Acinetobacter peuvent acidifier le glucose tandis que d'autres non (Peleg et al.,
2008).

Longtemps considéré comme un représentant de la famille des Neisseriaceae, le

genre Acinetobacter comprend actuellement 32 especes, ce genre est inclus dans la famille
des Moraxellaceae, ordre des Pseudomonadales, classe des Gammaproteobacteria, division

des Proteobacteria, embranchement des Procaryotes et régne des bacteria (Euzéby, 2010).

|.3.2 Habitat

Acinetobacter ssp est un germe ubiquitaire retrouvé dans les sols, |’ eau potable, les eaux
de surface ainsi que dans diverses denrées aimentaires. On estime que jusqu’'a 25% de la
population est porteur d’ Acinetobacter ssp (Siegrist, 2000).

Des souches d’ Acinetobacter ssp sont fréquemment isolées des eaux usées et des
boues activées des stations d'épuration. Elles sont capables de stocker les phosphates sous
forme de polyphosphates, mais leur role en tant quagent biologique d'éimination des
phosphates a certainement été surestimeé (Lambert, 2007).

En revanche, selon une éude récente, A. baumannii a été isolé dans plusieurs
sources, comme la nourriture, par consequent, la nourriture de I'hépital pourrait étre une
source potentielle d acquisition d’A. baumannii et de colonisation subséquente du tube
digestif des patients hospitalisés (Giamarellou et al., 2008).
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Chez I'hnomme et les animaux, les Acinetobacter ssp font partie de la flore cutanée
normale. Ces bactéries sont isolées de la bouche, de la gorge, de la trachée, du nez, de la
conjonctive. D'une maniére globale, I’ espéce pathogene ou saprophyte la plus fréquemment
isolée est Acinetobacter baumannii (Euzéby, 2010). On les isole aussi de matériels divers :
cathéters, appareils de ventilation assistée, cuvettes (Joly-Guillou et Bergogne-Bérézin, 2006).

Acinetobacter baumannii est I’agent fréquent de colonisation cutanée et mugueuse
chez les patients hospitalises en unités de soins intensifs. Cette bactérie est aussi responsable
d’infection nosocomiales qui concerne essentiellement I’ arbre respiratoire, |’ appareil urinaire,
les plaies, et peuvent évoluer vers une bactériémie. D’ autres manifestations cliniques ont été
observées: pleurésies, péritonites chez les diaysés, méningite, etc. ces infections se
manifestent souvent par bouffées épidémiques et sont dues a des souches multirésistantes
(Lambert, 2007).

.3.3 Caractéresbactériologiques

» Caractéres morphologiques et culturaux

Ce sont des coccobacilles, courts, a Gram négatif, non sporulées, parfois capsulés,
immobiles (mais pouvant présenter une mobilité par saccade résultant de la présence de
fimbriae polaires) (Peleg et al., 2008).

Les Acinetobacter ssp apparaissaient au microscope apres coloration comme des
bacilles a Gram positif. Ceci sexplique par le fait que certains Acinetobacter ssp résistent
parfois a la décoloration par I'alcool - acétone lors de la coloration par la méthode de Gram
(Avril et al., 2000).

L’isolement des souches en milieu solide peut étre obtenu aprés incubation a
température comprise entre 30 et 37°C sur des milieux conventionnels (gél ose au sang, gélose
trypticase soja, etc.) et sur les milieux dédiés aux bacilles a Gram negatif comme la gélose
Mac Conkey ou la gélose de Drigalski, a |I’exception de I’ Acinetobacter baumannii qui se
caractérise par sa température de croissance entre 15°C et 44°C, critére essentiel dans le
diagnostic différentiel avec les autres espéces. Les colonies apparaissent en générale lactose
négatif sur les milieux lactosés (Lambert, 2007).A I'exception d’ Acinetobacter parvus, le
diameétre des colonies est de 0,5 a 2,0 mm apres 24 heures d'incubation et de 2 a 4 mm de
diamétre apres 48 heures d'incubation (Euzéby, 2010).

L’identification des diverses especes est difficile. En pratique, |’identification repose

sur la capacité de développement a 37-41 et 44°C en bouillon trypticase soja apres 48 heures,
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I’hydrolyse de la gélatine et les galeries d’'identification commercialistes APl 20 NE
(Lambert, 2007).

» Caractéresbiochimiques

Ce sont des aérobies stricts, catalase (+), oxydase (-), prototrophes, (Avril et al., 2000).
IIs ne réduisent généralement pas les nitrates en nitrites en milieu complexe. L'oxydation du
glucose et dautres sucres en acide gluconique résulte de la présence d'une glucose
déshydrogénase membranaire. Une réponse négative est obtenue pour les tests LDC, ODC,
ADH, production d'hydrogéne sulfuré, indole, béta-galactosidase et DNase. Une réponse
variable est obtenue pour I'hydrolyse de la gélatine. Quelques souches produisent une uréase
ou une phénylaanine désaminase d'activité faible (Gillespie et Hawkey, 2006).

|.3.4 Pouvoir pathogéne

L’incidence des infections a A. baumannii a considérablement augmentée durant les
20 derniéres années. En particulier dans les unités de soins intensifs et de chirurgie, des
services ou le risgue de colonisation et d’'infection est important, vu le terrain particulier des
patients et |a fréquence des manceuvres invasives (Giamarellou et al., 2008).

Acinetobacter ssp est responsable d'infections urinaires chez les malades sondés et
peut étre isolé aussi lors de pleurésies, de pneumonies, et dans les crachats et aspirations de
malades de réanimation, de conjonctivites, de sinusites, de suppurations cutanées,
d'ulcérations intestinales, bactériémie ou une septicémie vraie, de pé&icardites et de
meéningites graves chez des malades agés, fragilisés par une intervention chirurgicale majeure
(Avril et al., 2000).
1.3.5Virulence

Parmi les facteurs de virulence, on reconnait un lipopolysaccharide (LPS) impliqué
dans le choc septique endotoxinique, de fins fimbriae responsables de |’adhérence a
I’ épithélium bronchique, gastrique, des protéines de membrane externe al’ origine de réponse
inflammatoire (Joly-Guillou et Bergogne-Bérézin, 2006).

Le Quorum Sensing est décrit comme la capacité d’ une bactérie a percevoir et répondre
a la densité de la population bactérienne, au moyen d une molécule de lactone-homosérine
acétylée (acyl-HSLs). Une homosérine lactone a été détectée chez Acinetobacter et pourrait
étre a I'origine du mécanisme de régulation de I'expression de la virulence chez cet
opportuniste comme cela a déja été décrit chez Pseudomonas aeruginosa (Joly-Guillou et

Bergogne-Bérézin, 2006).
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II-La résistance naturelle et acquise aux p-lactamines des bacilles
a Gram négatif

La dissémination des souches résistantes et |’ apparition des nouveaux mécanismes de
résistance notamment les B-lactamases, posent des sérieux problémes au monde médical.
Trois types de problemes se posent: pour le clinicien, un probléme thérapeutique (prescrire un
antibiotique efficace et éviter la sélection de mutants résistants); un probléme microbiologique
car certaines résistances sont difficiles a détecter au laboratoire et nécessitent la mise en
ceuvre de méthodes spécifiques (B-lactamases a spectre élargi); un probleme épidémiologique
pour les équipes du contréle de I'infection qui doivent limiter la dissémination des souches

résistantes (Liassine, 2000).

II.1 Larésistance naturelle

Les genes de résistance font partie du patrimoine génétique de la bactérie. La résistance
naturelle est un caractere présent chez toutes les souches appartenant ala méme espéce. Cette
résistance peut étre due a l’inaccessibilité de la cible pour I’ antibiotique, a une faible affinité
de la cible pour I'antibiotique ou encore a I’absence de la cible. La résistance bactérienne
naturelle est permanente et d’ origine chromosomique (Sylvie-Carle, 2009).

La résistance naturelle chez les bacilles & Gram négatif se manifeste souvent par
des céphalosporinases chromosomiques qui S expriment soit d’une maniére constitutive ou
inductible (Cavallo et al., 2004). En plus d une céphalosporinase, la production d’'une
oxacillinase naturelle chez A. baumannii lui conféere un haut niveau de résistance (Bou et
Martinez-Beltran, 2000 ; Héritier et al., 2005).

Les tableaux | et Il résument les phénotypes de résistance naturelle chez les

entérobactéries, Pseudomonas sp et Acinetobacter ssp.
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Tableau N° | : Résistance naturelle chez les entérobactéries (Sougakoff et Trystram, 2003,
CA-SFM, 2010).

Especes AM AMC TIC/PIP C1G FOX CTT MA CXM
Klebsiella sp R R

C. koseri R R

C. freundii R R R R R

E. cloacae R R R R R

E. aerogenes R R R R R
S.marcescens R R R R R R
P. mirabilis

P. wlgaris R R R R
M. morganii R R R R R R
Y. enterocolitica R R R R R R R

R : résistance naturelle; AM : aminopénicillines; AMC : amoxicilline + acide clavulanique ;
TIC : ticarcilline ; PIP : pipéracilline; C1G : céphalosporines de lere génération ; FOX:
céfoxitine; CTT : céfotétan ; MA : céfamandole ; CXM : céfuroxime.

Tableau N°Il ;. Résistance naturelle chez les bacilles a Gram négatif non fermentaires
(Sougakoff et Trystram, 2003, CA-SFM, 2010).

Espéces AM C1G C2G FOX CTX CF

Pseudomonassp R R R R R R

Acenitobacter ssp R R R R

AM : aminopénicillines; C1G : cépha osporines de lere génération ; C2G : céphalosporines

de 2eme génération ; FOX: céfoxitine; CTX : céfotaxime ; CF : ceftriaxone.

I1.2 Résistance acquise

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

de génes par un autre micro-organisme (Sylvie-Carle, 2009).
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Le principal mécanisme de résistance acquis aux P-lactamines chez les bacilles a Gram

négatif est la production des B-lactamases (cavallo et al., 2004)

I1.2.1 Modification des protéinesliant la pénicilline

C’est un mécanisme de résistance acquis trés largement répandu chez les bactéries a
Gram positif (Maiti et al., 2006). Chez les entérobactéries, des souches de Proteus mirabilis
résistantes a I'imipéneme ont éé observées suite a une perte d affinité de la PLP2 et une
diminution de la quantité de la PLPla (Faure, 2009). Chez I’ Acinetobacter baumannii, le réle
de la perte ou de la diminution d’ expression d’une PLP appelée PLP2 dans la résistance aux
carbapénemes a été suggéré par une éude qui reposait sur I'analyse des profils PLP d'une
collection de souches résistantes al’imipénéme (Poirel et Nordmann, 2008).

11.2.2 Imperméabilité de la membrane externe

Chez les bactéries a Gram négatif, la pénétration des P-lactamines, molécules
hydrophiles, a travers la membrane externe constituée de phospholipides s effectue a travers
les porines. La sensibilit¢ aux B-lactamines dépend du nombre des porines fonctionnelles.
L’altération des porines par mutation est a I’origine de résistances acquises aux B-lactamines,
soit par une modification structurale d’ une des porines essentielles, ce qui a été décrit chez E.
coli, soit par une diminution quantitative des porines, qui est la situation la plus fréquente
(Cavallo et al., 2004).

La résistance de K. pneumoniae par |'imperméabilité est due a des mutations
ponctuelles, délétions et I'insertion des IS dans les genes qui codent pour ces porines
OmpK 35, OmpK 36 et OmpK 37 (Skopkova-Zarnayovaet al., 2005).

La résistance de Pseudomonas aeruginosa a I’'imipeneme est due dans la plus part
des cas ala perte d' une porine nommee (oprD2) propre aux carbapénemes, ce mécanisme est
relativement fréquent, touchant de 1520 % des souches en France (Nordmann, 2003 ; Grall
et al., 2011). La résistance ne s exprime a haut niveau que s la perte de cette porine est
accompagnée d’ une hyperproduction de la céphal osporinase chromosomique (Lahlou-A et al .,
2008).

Chez A. baumannii, la perte d’ une porine d’ environ 22 kDa a été rapportée par plusieurs
équipes comme vraisemblablement impliquée dans la résistance aux carbapénémes
(Nordmann, 2010).
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11.2.3 Systeme d’ efflux

Les bactéries peuvent résister aux antibiotiques par exportations actives grace a des
transporteurs membranaires appelés pompes d’ efflux, ces pompes d’ efflux peuvent étre des
transporteurs drogues-spécifiques et conferent une résistance vis-avis d'une seule classe
d’ antibiotiques (comme les pompes d' efflux des tétracyclines). Cependant la plupart de ces
transporteurs peuvent prendre en charge des composés de structure tres différente et
contribuer ains de maniére significative a la multirésistance (MDR pour multidrug
resistance) (Cattoir, 2004).

Les systemes d’ efflux ont été décrits pour la premiere fois chez les bactéries a Gram
négatif comme E. coli et P. aeruginosa (Li et al., 2000 ; Hocquet et al., 2004), ce systéme
est généralement un complexe protéique avec une pompe transmembranaire, une protéine
périplasmique de jonction et une porine de la membrane externe (Faure, 2009).

Chez E. coli, différents systémes d’ efflux contenant des pompes RND ont été décrits
dont AcrAB-TolC est le mieux caractérisé (Kumar et Schweizer, 2005).

La résistance de P. aeruginosa aux antibiotiques peut aussi résulter d'une
augmentation de I’ efflux actif, de complexe MexA—-MexB—OprM induit une résistance ou une
diminution de la sensibilité a la ticarcilline et a I’ aztréonam, alors que la sensibilité a la
pipéracilline et ala ceftazidime est conservée (Nordmann, 2003 ; Hocquet et al., 2004).

D’autre part, il existe chez A. baumannii un ou deux systemes d’ efflux dont certains
ont une incidence sur la pénétration des antibiotiques en particulier les aminosides (Joly-
Guillon, 2006). L identification du systeme d’ efflux de type RND a montré que I’ activité des
B-lactamines pouvait étre affectée en cas de surexpression. Ce mécanisme ne semble
cependant pas étre seul responsable des phénotypes de résistance couramment observés mais
jouerait un réle important en association avec d autres mécanismes (Poirel et Nordmann,
2008).

I1.2.4 Production de p-lactamases

A T’heure actuelle, la production des enzymes hydrolytiques appelées B-lactamases
est le mécanisme de résistance prédominant des bactéries a Gram négatif vis-a-vis des f-
lactamines. Au début des années 1980, seules quelques enzymes de type plasmidigues comme
TEM-1, TEM-2 e SHV-1 é&aent connues, mais rapidement aprés I’'introduction des

3eme

antibiotiques alarge spectre tels que les céphal osporines de génération, sont apparues des

B-lactamases a spectre étendu ou BLSE. Depuis, les B-lactamases ne cessent de se diversifier,

17



Synthese bibliographique La résistance naturelle et acquise aux f-lactamines des bacilles a Gram négatif

d'éargir leur spectre dactivitée et leur diffuson parmi de nombreuses espéces
d’ entérobactéries, Pseudomonas sp et Acinetobacter sp (Faure, 2009).

La classification des B-lactamases est basée sur deux schémas ; celui d’Ambler qui est
fondé¢ sur les propriétés moléculaires qui divise les B-lactamases en quatre groupes (de A a D).
Les groupes A, C et D, et celui de Bush-Jacoby-Medeiros qui est fondé sur les propriétés
fonctionnelles des enzymes (Maiti et al., 2006 ; Villaobos et Struelens, 2006).
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Tableau N° 111 : Classification des B-lactamases (Bush et Jacoby, 2010).

Bush- Inhibition
Bush- Jacoby-
Jacoby Medei Elos Classe Substrats Clavulanate Enzyme
group group moléculaire préférés ou EDTA représentative
(2009) (1995) tazobactam
E. coli AmpC,
1 1 C Céphal osporines - P9,
ACT-1, CMY-2,
FOX-1, MIR-1
1° ND C Céphal osporines - GCl1, CMY-37
2a 2a A Pénicillines + PC1
Pénicillines, TEM-1. TEM-2
2b 2b A premiere + ' '
. . SHV-1
céphal osporines
Céphal osporines TEM-3, SHV-2,
2be 2be A alarge spectre, + CTX-M-15,
monobactames PER-1, VEB-1
2br 2br A Pénicillines - TEM _:i% SHV-
céphal osporines
2ber ND A alarge spectre, - TEM-50
monobactames
2¢ 2¢ A Carbénicilline + PSE-1, CARB-3
2ce ND A Carbenicilline, - RTG-4
céfépime
2d 2d D Cloxacilline +/— OXA'%’OOXA'
ode ND D Céphal osporines e OXA-11, OXA-
alarge spectre 15
2df ND D Carbapénémes +/— OXA-ng OXA-
2e 2e A erhal 0sporines + CepA
alarge spectre
2f o . KPC-2, IMI-1,
2f A Carbapéneémes +/ SME-1
IMP-1, VIM-1,
B (B1) B CcrA, IND-1
3a 3 Carbapénémes L1, CAU-1,
B (B3) GOB-
1, FEZ-1
3b 3 B (B2) Carbapénémes — CphA, Sth-1
ND 4 Inconnu

ND : Non déterminé.

—:nonInhibé. +:inhibé. +/—: Variable.
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Les B-lactamases sont nommeées selon leur substrat préféré (IMP, OXA), leur propriété
biochimique (SHV), genes (AmpC), bactéries (PSE), patients (TEM), hopital (MIR), région
(OHIO) et selon leurs auteurs (HMS). Des enzymes modifiées ont la méme désignation en
lettre, mais possedent un chiffre différent, qui est affecté selon I’ ordre de leur description
(TEM-1, 2, 3, . . . etc) (Jocoby, 2006).

A. Hyperproduction des céphalosporinases naturelles

La résistance chromosomique acquise aux C3G liée a |’ hyperproduction de I’ AmpC
(mutation du gene régulateur ampR) s individualise par une résistance a diverses p-lactamines
dont la ticarcilling, la pipéracilling, les céfamycines, les C3G ou encore |’ aztréonam, mais
quelques B-lactamines restent activent telles les CAG (céfépime, cefpirome) et les
carbapénemes (imipéneme). Cependant a émergé, depuis peu en clinique, la résistance
acquise aux C4G, apparition des « AmpC chromosomiques a spectre élargi », en particulier
en France. Les rares souches cliniques isolées (E. cloacae, E. aerogenes, S. marcescens) sont
souvent hyperproductrices de leur céphalosporinase chromosomique, modifiée soit par
mutation ponctuelle, soit par délétion de plusieurs bases (9 a12) (Phillipon et Arlet, 2006).

Larésistance de P. aeruginosa par hyperproduction de céphal osporinases est connue
de longue date. Elle résulte d'une dérépression permanente et stable du géne de la
céphalosporinase, liée a une mutation d’un gene de régulation. Elle induit une résistance a
toutes les B-lactamines, a 1’exception des carbapénémes. Les niveaux de résistance aux C3G
et C4G sont variables. Sur | antibiogramme, 1a souche devient résistante ou intermédiaire a
tous les antibiotiques précédemment cités, al’ exception des carbapénémes (Nordmann, 2003).

Comme indiqué plus haut, A. baumannii produit naturellement une enzyme de type
AmpC responsable de la résistance a plusieurs B-lactamines. Le phénotype dit surexprimer est
fréguemment observé et e mécanisme sous-jacent n’a été que récemment etudié (Corvec et
al., 2003). La présence d' une séquence d'insertion (1S) appelée IS Abal en amont du gene
codant pour cette céphal osporinase est en fait liée a cette surexpression qui s explique par le
fait qu’ en étant positionnée a quelques bases seulement du codon d’initiation du gene blaampc ,
ISAbal apporte des séquences reconnues comme promotrices qui permettent donc d’ élever
tres significativement le niveau de production de I'enzyme ce qui se répercute sur le
phénotype de résistance par une élévation importante des CMIs des B-lactamines (Héritier et

al., 2006).
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B. Lescéphalosporinases plasmidiques
Ce n'est que vers 1988, que sont apparues aux Etats-Unis et en Europe, les premiéres
souches cliniques de Klebsiella (K. pneumoniae, K. oxytoca) montrant un phénotype de
résistance de type céphalosporinase alors qu'elles n’en produisent pas naturellement. La
découverte des céphalosporinases plasmidiques originaires d entérobactéries, productrices
naturelles, indiquait une nouvelle et importante étape de la résistance acquise aux
antibiotiques (C3G en particulier) par mobilisation de genes chromosomiques. Cette
emergence d’'un mécanisme de résistance tout a fait inédit et important alait s amplifier et
étre démontrée chez diverses especes d entérobactéries : Salmonella enterica, Proteus
mirabilis, E. coli, E. cloacae, E. aerogenes, Shigella spp et dans divers pays ou continents
(Phillipon et Arlet, 2006).
Les exemples d AmpC plasmidiques incluent FEC-1, BIL-1, CMY-1 a 4, MIR-1,
FPM-1, LAT-1 e MOX-1(Livermore 1998). La majorité des AmpC plasmidiques sont
constitutives et ont des propriétés similaires aux p-lactamases chromosomiques de classe C.
D’ autres enzymes AmpC plasmidiques inductibles ont été rapportées chez des souches de K.
pneumoniae de type ACT-1, DHA-1 et DHA-2 (Philippon et al., 2002 ; Coudron €t al.,
2003).

Ces enzymes sont en général fortement exprimeées et conferent des résistances aux
carboxy et uréidopénicillines, ainsi qu'aux céphalosporines des groupes oxyimino
(ceftazidime, céfotaxime, ceftriaxone, céfuroxime) et a I’ aztréonam (Matthew et al., 2004).
Les céphalosporines de quatrieme génération céfépime et cefpirome sont peu touchées et la
sensibilit¢ aux carbapénémes n’est pas modifiée. Les inhibiteurs de B-lactamases comme
I’acide clavulanique, le sulbactam ou le tazobactam sont inactifs ou peu actifs sur les
enzymes AmpC (Phillipon et al., 2002 ; Cavallo et al., 2004).

Les génes ampC sont localisés dans des plasmides ayant une taille variable de 7 a
180 Kh. Ces plasmides porteurs du gene ampC peuvent transférer des genes de résistance a
d’ autres familles d antibiotiques (Phillipon et al., 2002).

Pour plusieurs de ces enzymes transférables, les progénitures ont été identifiées :
groupe CMY (Citrobacter freundii), DHA-1 (Morganella morganii), groupe FOX
(Aeromonas caviae), ACT-1 (Enterobacterasburiae) et ACC-1 (Hafnia alvei). Cette derniere
céphalosporinase présente la particularité d' étre inhibée par la céfoxitine. L’étude de

I’environnement génétique de ces génes a démontré que la mobilisation de ces génes fait
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intervenir des séquences d’insertion déa évoquées pour certaines BL SE telles ISEcpl, orf513
ou encore des IS comme 1S26 (Phillipon et Arlet, 2006).

C. Lesp-lactamases a spectre étroit detype TEM, SHV et OXA

Plusieurs B-lactamases plasmidiques ont été retrouvées chez les bacilles a Gram
négatif. La plus connue chez les entérobactéries est la 3-lactamase TEM-1 qui est responsable
de larésistance alI’ampicilline observée chez environ 50% des souches d’E. coli (Livermore,
1995). Les B-lactamases de type SHV ont longtemps été endémiques au genre Klebsiella,
avec un profil de résistance similaire aux B-lactamases de type TEM (Roy, 2000). Les
enzymes OXA donnent généralement de faibles taux de résistance aux pénicillines avec des
CMI pour I’ampicilline chez E. coli de I'ordre de 128 a 256 pg/ml et celle des

ureidopénicillinesde 4 a4 16 ug/ml (Livermore, 1995).

Les enzymes TEM-2, SHV-1 e OXA-1 sont aussi répandues chez les
entérobactéries, mais sont moins fréquentes que TEM-1. Ces enzymes hydrolysent les
céphalosporines de premiére génération, et toutes les pénicillines excepté la témocilline et
n’ont pas d’ activité apparente sur les nouvelles céphal osporines (céphal osporines de troisieme

et quatrieme générations) (Livermore, 1995).

D. Lesp-lactamases a spectre étendu (BL SE)

Le terme BLSE a été proposé pour la premiére fois en 1988 pour distinguer les -
lactamases plasmidiques donnant la résistance aux céphalosporines a large spectre d'ou le
nom « B-lactamases a large spectre ». Dans la fin des années 80, ce nouveau terme a été
attribu¢ aux BLSE de type TEM et SHV. A présent, une BLSE est une [-lactamases
appartenant au groupe fonctionnel 2be (classe moléculaire A), inhibée par |'acide
clavulanique et qui peut hydrolyser les céphalosporines (Giske et al., 2009).

Les BLSE ont aujourd’ hui une répartition mondiae. Leur prévalence varie d’ une région
aune autre, d’'une ville a une autre et méme d’un hopital a un autre. Les facteurs spécifiques
de risque dacquisition des BLSE chez les patients hospitalisés sont; une longue
hospitalisation, la sévérité de la maadie, I’intervention chirurgicale, le s§our au service de
soins intensifs, et le port de cathéters artériels ou urinaires (Giske et al., 2009).

Jusgu’a la fin des années 90, la majorité des BLSE détectées étaient des dérivés de
TEM-1/2 e de SHV-1, aprés évolution de ces enzymes anciennes par mutation(s)

ponctuelle(s). Les souches productrices de BLSE étaient souvent associées a des épidémies
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nosocomiales. A partir de 1995, de nouvelles BLSE notamment les CTX-M ont émergé de
facon rapide chez les entérobactéries. Contrairement aux BLSE de type TEM et SHV, les
mécanismes de diffusion de CTX-M semblent plus complexes, mettant en jeu la diffusion des
plasmides et/ou d autres ééments génetiques. Les autres BLSE (ex PER, VEB) restent plus

rares et sont principalement détectées chez P. aeruginosa et Acinetobacter sp (Cattoir, 2008).

D.1LesBLSE detype TEM

De nombreux dérivés de TEM-1/2 (> 150) ont été décrits a ce jour, dont plus de 100
avec un phénotype de BLSE. Bien que fréqguemment retrouvées chez E. coli et K.
pneumoniae, les BLSE de type TEM ont aussi été rapportées parmi les autres membres de la
famille des entérobactéries ainsi que P. aeruginosa (Bradford, 2001 ; Cattoir, 2008).

En Europe, les BLSE de type TEM les plus fréquentes sont TEM-24 chez
Enterobacter aerogenes, TEM-3 et TEM-4 chez K. pneumoniae, et TEM-52 chez Salmonella
enterica et E. coli. Les mutations responsables de I’ @ argissement de spectre ont généralement
lieu au niveau de 4 positions de la protéine (positions 104, 164, 238 et 240) (Cattoir, 2008).
D.2 LesBL SE detype SHV

La majorité des dérivés de SHV-1 (> 60) ont un phénotype de BLSE, avec SHV-5 et
SHV-12 étant les mutants les plus fréquents en Europe. Les BLSE de type SHV ont éé
détectées parmi de nombreuses entérobactéries (notamment K. pneumoniae) mais aussi chez
P. aeruginosa et Acinetobacter ssp. Comme les dérivés de TEM, les mutations dans SHV-1
(68% d'identité avec TEM-1) ont lieu classiquement au niveau de quelques positions
(notamment 238 et 240) (Cattoir, 2008).

D.4 BL SE detype OXA

Lafamille des BLSE de type OXA (OXA-18 et les dérives dOXA-2 et dOXA-10) sont
comparativement rare, et ont été trouvé la plupart du temps chez P. aeruginosa, avec la
majorité qui résistent aux oxyimino céphalosporines tels que la ceftazidime. OXA-31 de P.
aeruginosa, confere une résistance au cefepime mais pas au ceftazidime. Les BLSE de type
OXA portent typiquement des mutations multiples, les dérives d’OXA-10 portent souvent
des substitutions au niveau de Gly167, qui sont responsables de la résistance au ceftazidime.
Ces BLSE peuvent étre plasmidiqgues ou chromosomiques. OXA-23 une enzyme
chromosomique caractérisée chez P. mirabilis, OXA-40 chez A. baumannii et OXA-48 une
enzyme plasmidique caractérisée chez K. pneumoniae présentent une activité

carbapénemasique (Poole, 2004).
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D.4 BL SE detype CTX-M

Ces enzymes «émergentes» sont les plus fréquentes au sein des entérobactéries au
niveau mondial aprés une diffusion rapide depuis le milieu des années 90. Au niveau de leur
spectre d'activité, elles hydrolysent préférentiellement le céfotaxime, d’ou leur nom de
céfotaximases (Cattoir, 2008).

Certaines d'entre elles ont évolué plus récemment par mutation (ponctuelle ou non)
générant un haut niveau de résistance a la ceftazidime telles les enzymes CTX-M-15, CTX-
M-16, CTX-M-19, CTX-M-23 ou encore tres récemment CTX-M-32 dérivant par simple
mutation (Asp240Gly) de CTX-M-1 (Philippon et Arlet, 2006).

Au niveau structural, les CTX-M ne sont pas proches des -lactamases de type TEM ou
SHV (< 40 % d'identité). A ce jour, de nombreux variant de CTX-M ont été décrits (>50), et
sont classeés en groupes phylogénétiques distincts : CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-
9, CTX-M-25 et CTX-M-45. Les enzymes Toho-1/2, décrites au Japon, sont trés proches
structuralement des CTX-M et sont donc classées parmi celles-ci (Cattoir, 2008).

CTX-M-3 et CTX-M-15 ont été rapportées pour la premiéere fois en Algérie par Touati
et al, en 2006 chez les souches E. coli, Enterobacter cloacae et K. pneumoniae isol ées dans
les hopitaux de Béjaia (Touati et al., 2006).Ces enzymes ont évolué a partir des B-lactamases
chromosomiques de Kluyvera spp. Les enzymes naturelles de Kluyvera ascorbata, désignées
KLUA sont regroupées dans le méme cluster que le groupe CTX-M-2. L’enzyme KLUA-2 de
la souche de K. ascorbata IP15.79 est identique a la CTX-M-5 caractérisée chez une souche
de Salmonella typhimurium. La B-lactamase naturelle KLUA-1 de la souche Kluyvera
georgiana CUETM4246-74 a éé regroupée dans le méme cluster que les enzymes du groupe
CTX-M-8 et la seule différence entre ces deux enzymes est une substitution dans la forme
mature de I’ enzyme et deux substitutions dans le peptide signal (Bonnet, 2004).

Les progénitures des enzymes des groupes CTX-M-1, CTX-M-9 e CTX-M-25
restent inconnus a ce jour. La mobilisation des génes blactx.w est due a plusieurs é éments.
Des séquences d’'insertion comme ISEcpl et [SEcpl-like ont été trouvées en amont de
plusieurs genes codant pour les CTX-M. D’ autres sequences d’insertions ont été décrites, dont
certaines en aval de géne blacrx.m (1S903-like en aval de CTX-M-14 et CTX-M-17) (Ruppé,
2010).
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D.4 BLSE mineures

> PER: Sept enzymes ont été décrites, I’enzyme PER-1, initialement découverte en
1993 chez P. aeruginosa en Turquie, est fréguente chez P. aeruginosa et Acinetobacter ssp,
mais a aussi été détectée chez Salmonella typhimurium, Providencia spp, Proteus mirabilis.
Cette enzyme confére une résistance aux peénicillines, céfotaxime, ceftazidime, et a
['aztréonam mais variablement aux carbapénémes et céphamycines. Son activité est bien
inhibée par le clavulanate, sulbactam et |e tazobactam (Nass et al., 2008).

En Turquie, une éude récente a montré que 32 % des souches résistantes a la
ceftazidime de P. aeruginosa et 55 % de celles de A. baumannii étaient productrices de PER-
1. Une seconde enzyme, PER-2 (86 % d’identité avec PER-1), a été détectée en 1996 chez
Salmonella typhimurium en Argentine, et chez d’ autres entérobactéries, Vibrio cholerae et A.
baumannii. PER-2 n'a é&é détectée qu'en Amé&ique du Sud. Enfin, une souche de P.
aeruginosa produisant a la fois PER-1 et la carbapénemase VIM-2 a été détectée en Itaie
(Empel et al., 2007 ; Cattoir, 2008).

> VEB: L’enzyme VEB-1 (38 % d'identité avec PER-1) a été retrouvée en 1996 dans
une souche d’ E.coli isolée chez un patient vietnamien, puis chez P. aeruginosa en Thailande.
VEB-1 confére un haut niveau de résistance au ceftazidime, céfotaxime et a I'aztréonam et
elle est inhibée par |e clavulanate, sulbactam et tazobactam, mais aussi par I'imipenéme et la
céfoxitine (Nass et al., 2008).
Six dérivés de VEB-1 ont été decrits (VEB-2 a VEB-5). VEB-1 a été détectée chez
P. aeruginosa au Koweit, en Chine, en Inde et au Bangladesh, chez A. baumannii en France,
en Belgique et en Argenting, chez P. stuartii en Algérie, chez Enterobacter cloacae en
France. Enfin, & noter que le géne codant pour VEB-1 est souvent localisé au sein d’un
intégron et peut donc étre associé a d’ autres genes de résistance comme gnrA (Poirel et al.,
2003 ; Cattoir, 2008).

» SFO-1: cette enzyme n’'a été identifiée qu’ une seule fois en 1988 chez une souche de
Enterobacter cloacae au Japon mais d’une part, €lle présente la particularité d’ étre inductible
et, d autre part, d’avoir pour progéniture une entérobactérie d'isolement rare en bactériologie
médicale, |’ espéce Serratia fonticola (Phillipon et Arlet, 2006). Le plasmide portant le géene
codant pour SFO-1 porte également le géne de régulation ampR qui est nécessaire également
pour I'induction de la classe C. Cependant, a la différence de la classe C, SFO-1 ne peut pas
hydrolyser les céphamycines et fortement inhibée par |'acide clavulanique (Bradford, 2001).
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» TLA-1: cette enzyme a été decrite chez une souche d’E. coli isolée au Mexique en
1993. Depuis, plusieurs cas de bactériémies et d’infections urinaires nosocomiales dues a une
souche de K. pneumoniae produisant a la fois SHV-5 et TLA-1 ont été rapportés au Mexique
(Nass et al., 2008). TLA-1 hydrolyse préférentiellement la céphaloridine, cefotaxime,
céfaotine, benzylpénicilline, et ceftazidime. L'enzyme est inhibée par le sulbactam, le
tazobactam, et |'acide clavulanique. TLA-1 est une nouvelle BLSE de la classe A dAmbler
(Silva et al., 2000). Le géne codant I’enzyme TLA-2 est porté par un plasmide de 47 kb
(pPRSB101) isolé a partir d’eaux usées de traitement de plantes en Allemagne en 2002.
Cependant, |’ espéce hébergeant ce déterminant n’a pas pu étre identifiée et aucune souche
TLA-2 positive 0’ aété décrite ace jour (Nass et al., 2008).

» BES-1: cette enzyme n'a été isolée qu’'une seule fois a partir d'une souche de S
mar cescens au Brésil en 1996 (Nass et al., 2008).

> BEL-1: cette enzyme a été identifiée chez une souche de P. aeruginosa en Belgique
en 2004 (Nass et al., 2008).

E. Lescarbapénémases

Les carbapénemes (imipéneme, ertapénéme et méropéneme) sont aujourd’ hui parmi
les traitements de choix des infections sévéres dues aux entérobactéries productrices de f3-
lactamases a spectre étendu (BLSE). Mais leur utilisation pourrait ére compromise par
I’ émergence de souches de bactéries résistantes également aux carbapénemes (Cuzon et al.,
2010a).

E.1 Les carbapénemasesdetype GES

La famille des enzymes GES comprend 9 enzymes différents mais seulement 4
(GES-1, 2, 4 et 5) présentent une forte activité vis-avis des carbapénemes, lorsque cette
activité est faible, ces enzymes sont considérées comme des BLSE (Walther-Rasmussen et
Hiby, 2007).

GES-1 est la premiére enzyme caractérisée en 1998 chez un isolat de Klebsiella
pneumoniae en Guyane frangaise. Les B-lactamases de type GES peuvent hydrolyser les
céphalosporines a large spectre, carbapénémes, céphamycines et les monobactames. La
substitution de |'asparagine (Asn) en glycine (Gly) ala position 170 dans GES-1 a eu comme
conséguence une enzyme résistante a l'acide clavulanique et capable d hydrolyser
I'imipeneme, I'enzyme a été plus tard nommée GES-2 (Labuschagne, 2007).

GES-2 est caractérisee pour la premiére fois en Afrique de sud en 2000 chez

Pseudomonas aeruginosa, GES-5 en Corée en 2003 chez Klebsiella pneumoniae et la
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derniere c'est GES-9 caractérisée en 2004 chez Pseudomonas aeruginosa en France. Les
souches productrices de ces enzymes sont prédominantes en Europe et I’ Afrique de sud
(Walther-Rasmussen et Hiby, 2007).

E.2 Les carbapénemasesdetype KPC

La premiére souche productrice de KPC-1 a été isolée en 1996 en Caroline du Sud. Il
S agissait d' une souche de K. pneumoniae résistante a toutes les f-lactamines. Cette premicre
description a été rapidement suivie par la publication d' un autre variant KPC-2. Sept autres
variant ont été rapportés (KPC-3 a KPC-9), se distinguant par au moins deux substitutions
d’ acides aminés (Cuzon et al., 2010b). Ces enzymes sont majoritairement caractérisées chez
Klebsiella pneumoniae mais a moindre degré chez Pseudomonas aeruginosa et certaines
entérobactéries, la plupart ont éé mise en évidence en Amérique du nord (Walther-
Rasmussen et Hoiby, 2007).

Phénotypiquement, KPC-1, KPC-2, KPC-3 conférent un haut niveau de résistance
aux C3G. Les genes KPC sont plasmidiques et se transmettent facilement par conjugaison
(phillipon et Arlet, 2006), ces derniers portent frequemment d autres genes de résistance
notamment aux aminosides et/ou aux fluoroquinolones, parfois méme d’autres B-lactamases
comme CTX-M-15 (Cuzon et al., 2010Db).

Les enzymes de type KPC sont capables d’hydrolyser presque toutes les [-
lactamines : pénicillines, céphal osporines, carbapénémes et monobactames (aztréonam). Seule
I’ activité des céphamycines et de |la ceftazidime est peu modifiée. Parmi les céphal osporines
de troisiéme génération, le céfotaxime est la molécule la plus hydrolysée, et parmi les
carbapénemes, KPC possede |'affinité la plus élevée pour le méropénéme, elles sont
faiblement inhibées par |’ acide clavulanique et |e tazobactame (Cuzon et al., 2010b).

E.3 Les carbapénemasesdelaclasse B

Deux principaux groupes de métallo-carbapénemases ont été décrits : les enzymes de
type IMP et VIM. Ces Enzymes hydrolysent fortement les [-lactamines excepté les
monobactames. 13 enzymes de type IMP et 7 enzymes de type VIM ont été rapportées. Les
enzymes VIM et IMP possedent une homologie structurelle en acide aminé de 30 a 40%,
ces deux enzymes sont souvent codées par des génes mobiles insérés dans les intégrons, qui
sont parfois portés sur des plasmides. IMP-1 était la premiere métallo-f-lactamase acquise
identifiée chez P. aeruginosa et les entérobactéries au Japon. Plusieurs dérivées de I'IMP-1
ont été rapportées : IMP-2 caractérisée chez un isolat d’A. baumannii en Italie, IMP-3 chez

Shigella flexneri au Japon et IMP-4 chez les especes d'Acinetobacter sp et de Citrobacter sp
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en Chine. Récemment des nouvelles enzymes ont été rapportées : IMP-5 isolée a partir d A.
baumannii en Portugal, IMP-6 de S. marcescens au Japon, IMP-7 chez P. aeruginosa au
Canada, IMP-8 chez K. pneumoniae en Taiwan, IMP-9 chez P. aeruginosa en Chine, IMP-10
chez P. aeruginosa et IMP-11 chez A. baumannii au Japon (Walther-Rasmussen et Hoiby,
2007 ; Poirel et Norbmann, 2008 ; Nordmann, 2010 ; Grall et al., 2011).

E.4 Les carbapénémasesdelaclasse D

Les carbapénemase de laclasse D se caractérisent par une hydrolyse plus efficace de
I’oxacilline comparée a celle de la benzylpénicilline. Elles hydrolysent I’amoxicilline, la
methicilline, la céphaloridine et a un degré variable la céfaotine. Les oxacillinases sont
habituellement inhibées in vitro par le chlorure de sodium (NaCl) ce qui permet d’identifier
leur production dans les |aboratoires (Zarrilli et al., 2008).

OXA-48, deécrite tout d'abord chez K. pneumoniae hydrolyse fortement les
carbapénemes et n’hydrolyse pas les C3G, cette enzyme n'est pas inhibée par |'acide
clavulanique. OXA-48 est souvent associée a d' autres -lactamases, en particulier les BLSE.
Le réservoir naturel d OXA-48 est Shewanella sp. Le géne qui code pour cette enzyme est
localiseé sur un transposon comportant deux séquences d'insertion identique assurant la
mobilité et |’ expression de ce gene (Nordmann et Carrer, 2010 ; Grall et al., 2011).

Chez A. baumannii, des oxacillinases aux propriétés de carbapénémases ont été
identifiées, neuf enzymes de ce type ont été mises en évidence dans des souches résistantes ou
de sensibilit¢ intermédiaire a I’imipénéme. La premicre -lactamase de ce type est OXA-23
(également appelée ARI-1) identifiée en Ecosse initidlement puis en France (Zarrilli et al.,
2008). OXA-23 a été identifié dans un clone al’ origine d’ une épidémie dans plusieurs unités
d’un hopital sud-coréen (Jeon et al., 2005). D’ autres enzymes de ce type ont été rapportées
(principalement en Europe) telles que OXA-24, OXA-25, OXA-26, OXA-27, OXA-40 et
OXA-58, qui ont la particularité d hydrolyser |'imipénéme significativement alors que leur
spectre de substrat n'inclut pas la céftazidime. L'analyse du support génétique des genes
codant pour ces enzymes a montré une localisation chromosomique dans la plupart des cas
mais une localisation plasmidique a été également démontrée pour les genes codant les
enzymes OXA-23 et OXA-58. Il Sagit de plasmides de haut poids moléculaires non-

transférables par conjugaison (Poirel et Nordmann, 2008).

28



Synthese bibliographique La résistance naturelle et acquise aux f-lactamines des bacilles a Gram négatif

E.5 Les carbapénemasesrares

» SME: Ces enzymes SME sont caractérisees exclusivement chez Serratia
marcescens, d’'ou le nom SME. On distingue 3 enzymes SME-1, SME-2 et SME-3, elles
différent par la substitution d’un ou 2 acides aminés, ces souches ont été isolées en Royaume
Uni (SME-1 en 1982) et USA (SME-2 et SME-3 en 1992 et 2003 respectivement). Les génes
blagve ne sont pas mobiles et présents uniquement chez les sous especes de Serratia

mar cescens (Walther-Rasmussen et Hoiby, 2007).

> IMI et NMC-A : Cegroupe d’ enzyme est devisé en deux sous groupes: IM1 et NMC-
A, la différence structurelle entre ces deux sous-groupe est une substitution de 8 acides
aminés, Le sous groupe 1 (IMI) renferme deux enzymes: IMI-1 et IMI-2 qui sont
caractérisées chez  Enterobacter cloacae et E. asburiae isolées en Amérique dans
I’environnement clinique et naturel (riviére). Les génes blaywc.a sont portés par le
chromosome, tous les genes sont associés au gene de régulation adjacent nmc-R qui régule la
transcription. Le géne blayy.; porté sur un plasmide est lié al’imi-R  qui code pour Lys-R
(régulateur transcriptionnel). La présence d’une sequence d'insertion (I1S2-like) en amont et
un gene de transposase en aval de ces géenes suggere qu’ils sont mobilisés par des transposons
(Walther-Rasmussen et Hoiby, 2007).

» SFC-1 et SHV-38: SFC-1 est caractérisée chez Serratia fonticola isolée en Portugal
et SHV-38 produite par K. pneumoniae isolée en France. Les génes qui codent pour ces
enzymes sont portés par le chromosome (Walther-Rasmussen et Hiby, 2007). La SHV-38
différe de SHV-1 par une seule substitution de spectre général d’ activité, ¢’ est la premiere

enzyme de type SHV possede une activité carbapénémasique (Poole, 2004).
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Matériel e¢ méthodes

Notre étude s est déroulée durant une période de 08 mois : novembre 2010 a juin 2011,
elle porte sur des patients hospitalisés dans des différents services du CHU Beni-Messous de
lawilayad Alger.

Les prélévements recus au laboratoire sont accompagnés d'une fiche de
renseignement qui comporte :
Nom et prénom.
Age et sexe.
Service d’ hospitalisation.

o O o O

Nature de prélévements.
o0 Antibiothérapie en cours.
|. Techniques de Préevement

|.1 Prélevement d’urine
Apres lavage hygiénique des mains et toilette soigneuse des organes génitaux externes,

de préférence les urine du matin.

Apres élimination du premier jet, les urines sont recueillis dans un tube stérile (environ
10 a 20 ml), le tube est fermé hermétiquement et porté au laboratoire dans une demi-heure,

sinon il faut le placer dans de laglace (Djennane et al., 2009).

Chez les nouveaux nés et |es petits enfants, un collecteur stérile spécifique est utilisé. Ce
dispositif a usage unique se pose aprés désinfection soigneuse du périnée. A la fin de la
miction, le collecteur est 6té et fermé hermétiquement et porté au laboratoire dans une demi-
heure, sinon il faut le placer dans de la glace (Djennane et al., 2009).

Chez le patient porteur d’ une sonde urinaire, il ne faut en aucun cas prélever dans le sac
collecteur, le recueil est effectué par ponction al’ aide d’ une seringue dans la paroi de la sonde
apres désinfection. On distingue le sondage avec des systemes ouverts qui sont de moins en
moins utilisés et le sondage avec un systeme fermeé est plus représentatif, car il S oppose ala

colonisation par les bactéries gréce aux valves anti retour (Djennane et al., 2009).
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|.2 Prédlevement de selle

Les selles sont recueillies des leur émission dans un pot propre, de préférence les selles
du matin, le préévement est acheminé immédiatement au laboratoire (Mariani et Bingen,
20073).
|.3 Prélévement sanguin

Le sang est recueilli par ponction veineuse au niveau du pli de coude, la peau est
désinfectée al’aide de I’ alcool on laisse agir pendent une minute. 10% de sang par apport ala
guantité du bouillon est prélevé immédiatement dans les flacons d’hémoculture toute on
évitant de les disposer sur des surfaces froides (Granier et Denis, 2007).
|.4 Prédevementsde LCR

Le prélévement doit étre effectué dans des conditions rigoureuses d’ asepsie dans des
tubes stériles, par ponction lombaire obligatoirement par e médecin traitant. Le pré évement
est immeédiatement acheminé au laboratoire (Mariani et Bingen, 2007b).
1.5 Prélevements de pus

Dans le cas ou le pus est localisé dans un abces superficiel fermé ou dans une cavité
séreuse, le pus est récolté par ponction a I'aide d'une seringue stérile et cela aprés une
désinfection soigneuse de la peau

Dans le cas des abcés ouverts, plaies suppurées ou pustules et les fistules ou le pus
S écoule al’ extérieur, le prélévement alors se fait al’aide d’ un écouvillon apres désinfection
de laplaie. Le prélevement est effectué dans la partie la plus profonde de la plaie toute on
évitant la contamination par la flore cutanée saprophyte. L’ écouvillon doit étre acheminé au
laboratoire et humidifié par un bouillon afin d éviter la dessiccation de prélévement (Ploy et
Denis, 2007).
II. Méhodologie de diagnostic

Les milieux utilisés et I'interprétation des résultats dépendent de la nature du
prélévement a analyser.
11.1 Etude cytobactériologique des urines

Apres un état frais des urines, on réalise une numération al’aide d'une anse calibrée de
10ul, on ensemence 04 stries paralléles sur une gélose nutritive, et un isolement sur une
gélose Mac conkey pour les bacilles a Gram négatif. Les boites sont incubées a 35°C pendant
18 H a 24H. Une culture est dite positive lorsgue les numérations sont supérieures ou egales a
10° bactérie/ml et d’ aspect monomicrobien, on peut identifier deux types de bactéries dans le
cas d’ une uropathie (Bonacorsi, 2007).
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I1.2 Coproculture

Suspension de selle

\ 4 \ 4
1% enrichissement sur SFM (1) I solement direct sur
2 boites d'Hektoen

Incubation 24h/35°C

Incubation
24h/35°C

l A 4

Isolement sur une Lecture
boite d'Hektoen (1)

A 4

2°™ enrichissement sur SFM (11)
Incubation
v
Incubation 24h/35°C Lecture
v
Isolement sur une
boite d'Hektoen (I1)
| : 1% enrichissement
Incubation 24h/35°C [l : 2°™ enrichissement

v
Lecture

Figure 1: schémas d'isolement a partir des selles.

Sur chague boite on recherche les bactéries entéropathogenes a savoir Shigella spp,
salmonella spp et E. coli entéropathogenes (EPEC) chez | es patients moins de 02 ans (Mariani
et Bingen, 2007a).

1.3 Hémoculture

Apres désinfection du bouchon du flacon d’hémoculture, a I’aide d’une seringue
stérile, on préléve quelques goutes qu’ on ensemence sur une gélose au sang cuit et une gélose
au sang frais, les boites sont incubées dans une atmosphére enrichie de 5% a 10% de CO.a
35°C pendant 24H a 48H, un isolement sur une gélose Mac conkey pour les bacilles a Gram
négatif oxydatif. Des repiquages sont réalises pour J1, J3, J10 et pour tout les flacons
présentent des signes de positivité macroscopique (trouble, hémolyse, dépdt, voile en surface)
(Granier et Denis, 2007).
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I1.4 Etude cytobactériologique du L CR

Apres un examen macroscopique, numération sur cellule de malassez et un frottis
coloré pour les LCR a cytologie positive, on préléve un volume qu’ on ensemence sur une
gélose au sang cuit et une gélose au sang frais, les boites sont incubées dans une atmosphere
enrichie de 5% a 10% de CO, a 35°C pendant 24H a 48H, un isolement sur une gélose Mac
conkey pour les bacilles a Gram négatif oxydatif (Mariani et Bingen, 2007b).

11.5 Etude cytobactériologique du pus

Aprés un examen direct par état frais ou coloration au bleu de méthyléne en fonction
du prélévement, on ensemence quelques goutes par stries, une gélose au sang cuit, une gélose
au sang frais et une gélose Mac conkey, tout en réalisant un enrichissement dans un bouillon
glucosé tamponné (BGT). Aprés I'incubation, a partir de bouillon d enrichissement on
ensemence les mémes milieux s la culture dans les boites d’ origine est négative. L’ incubation
est faite a 35°C pendant 24H a 48H, les boites de GSC et GSF sont incubées dans une
atmosphere enrichie de 5% a 10% de CO,, un isolement sur une gélose Mac conkey pour les
bacilles a Gram négatif oxydatif (Ploy et Denis, 2007).

[11. Identification
Dans ce travail réalisé, on est sintéressé a l|'identification des entérobactéries,
Pseudomonas sp et Acinetobacter ssp.

La premiére éape d'identification consiste a réaliser; une coloration de Gram,

recherche d' une catal ase et oxydase.
[11.1 Identification des entérobactéries

L’identification des entérobactéries est basée sur les caracteres de la famille (bacilles a
Gram négatif non exigeants, métabolisme fermentaire, aero-anaerobies, nitrate réductase
positive, oxydase négative), la galerie biochimique suivante est réalisée afin de déterminer le

genre et |’ espéce :

> Etude de métabolisme glucidique sur gélose TSI et sur milieu Clark et Lubs.

> FEtude de métabolisme peptidique par la dégradation des acides aminés sur milieu
Moeller, recherche d' uréase, production d’indole, et d une TDA sur milieu urée-indole

» Utilisation du citrate sur milieu citrate de Simmons.

(La composition de ces milieux est donnée en annexe).

Pour certaines souches |’ identification est obtenue par une galerie API 20E.
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Technique:

» On réeunit fond et couvercle d’'une boite d’incubation et on réparti environ 5 ml
d eau digtillée dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide et on place la
gaerie danslaboite d’ incubation.

» On préleve quelques colonies et on prépare une suspension bactérienne dans I’ eau
distillée stérile.

» On rempli les tubes et cupules des tests CIT, VIP et GEL avec la suspension

bactérienne et on rempli uniguement |es tubes (et non les cupules) des autres tests.
» On réalise une anaérobiose dans les tests ADH, LDC, ODC, H2S, URE en

remplissant leur cupule d’ huile de vaseline.

» On referme laboite d’'incubation qu’ on incube a 37°C pendant 24H.

» Apresincubation, on note sur lafiche de résultat, toutes les réactions spontanées.

> La révélation des trois TDA, VP et indole est faite par I'gout des réactifs
nécessaires (TDA, VP1, VP2 et KOVACYS).

» L’identification est obtenue al’ aide d’ un code obtenu aprés lalecture de la galerie.

Pour les souches isolées en coproculture, un sérotypage est réalisé pour le genre

Salmonella sp, Shigella sp et E. coli par 1atechnique d agglutination sur plaque.

[11.2 Identification des souches de Pseudomonas sp
L’identification présomptive des souches de Pseudomonas est basée sur la
pigmentation des colonies sur les géloses, lactose négatif, oxydase positive et bacilles a Gram
négatif, les colonies caractéristiques sont purifiées sur gélose Mac Conkey.
Une mini galerie est lancée afin de distinguer entre Pseudomonas aeruginosa qui
pousse a 42°C et Pseudomonas fluorescens qui pousse a4 °C.
Lagderieconsistea:
> Préparer une suspension |égéerement trouble.
» On ensemence deux tubes de bouillon nutritif avec le méme volume (une goute), les
bouillons doivent étre clairs.
» Onincube un bouillon a4 °C et I’ autre a 42°C pendant 24H.
> Lerésultat positif se manifeste par un trouble.

L’ identification de certaines souches est obtenue par une galerie APl 20NE.
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Un typage est réalisé al’ aide des sérums agglutinants en nombre de 16 pour les especes
de Pseudomonas aeruginosa afin de déterminer les serovars, le typage permet |'éude

épidémiologique desinfections a Pseudomonas aeruginosa.

[11.3 Identification des souches d’ Acinetobacter ssp

Les souches ayant les caractéristiques suivants; colonies blanchétres et muqueuses
sur les géloses, lactose négatif, bacilles a Gram négatif et oxydase négative sont réisolées sur
gélose Mac Conkey. L’identification des souches est faite par une galerie APl 20 NE.

Technique:

» On réunit fond et couvercle d’'une boite d’'incubation et on réparti environ 5 ml
d eau distillée dans les alvéoles pour créer une atmosphere humide et on place la
gaerie dans|aboite d’ incubation.

» On préléve quelques colonies dans 2ml d eau physiologique et on prépare une
suspension bactérienne équivalente a 0,5 McFarland.

»> On rempli les tubes (et non les cupules) des tests NOs;, TRP, GLU, ADH, URE,
ESC, GEL et PNPG avec la suspension.

» On réalise une anagrobiose dans les tests GLU, ADH et URE en remplissant leur

cupule d’ huile de vasdline.

» Onverse le reste de la suspension dans une ampoule de 7ml de milieu synthétique
AUX Medium.

> Aprés homogénéisation, on rempli les tubes et cupule des tests GLU,ARA, MNE,
MAN, NAG, MAL, GNT, CAP, ADI, MLT, CIT, PAC.

» On referme laboite d’'incubation qu’ on incube a 30°C pendant 24H a 48H.

> Aprésincubation, on note sur lafiche de résultat, toutes |es réactions spontanées.
> Larévédation des NO; et TRP est faite par |’ gout des réactifs nécessaires (NR1,
NR2, JAMES ou KOVACYS)

|V. Etude de la sensibilité des souches aux antibiotiques
La sensibilité de toutes les souches vis-a-vis des B-lactamines et d’autres familles
d’ antibiotiques est testée par la méthode de I’ antibiogramme standard par diffusion sur gélose
Mueller Hinton selon les recommandations du CLSI 2008 (OM S, 2008).
Les tableaux suivants montrent les Liste des antibiotiques testés selon les
recommandations du CLSI (OMS, 2008).
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Tableau N°I'V: Antibiotiques testés pour les entérobactéries

Antibiotiques Abreéviations | Charges (ug) Familles
Ampicilline AMP 30
AmoxicillinetAcide AMC 20+10
clavulanique
Céfazoline Ccz 30 B-lactamines
Céfotaxime CTX 30
Céfoxitine FOX 30
Imipéneme IMP 10
Gentamycine GM 10 Aminosides
Amikacine AK 30
Acide nalidixique NA 30 Quinolones
Ciprofloxacine CIP 5
Chlorampheénicol C 30 Phénicoles
Triméthoprime- SXT 1.25+23.75 Sulfamides
sulfaméthoxazole
colistine CS 50 Polymyxine
Furane FT 300 Nitrofurane
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Tableau N° V: Antibiotiques testés pour les souches de Pseudomonas sp

Antibiotiques Abréviations | Charges (ug) Familles
Ticarcilline TIC 75
Ticarcilline + ac.clavulanique TCC 75+10
Pipéracilline PEP 100
Céftazidime CAZ 30 p-lactamines
Aztréonam ATM 30
Imipénéme IMP 10
Gentamycine GM 10
Amikacine AK 30
Netilmicine NET 30 Aminosides
Tobramycine ™ 10
Ciprofloxacine CIP 5 Quinolones
colistine CS 50 Polymyxine
Tableau N° VI: Antibiotiques testés pour les souches d’ Acinetobacter ssp
Antibiotiques Abréviations | Charges (ug) Familles
Ticarcilline TIC 75
Ticarcilline + ac.clavulanique TCC 75+10
Pipéracilline PEP 100
Céftazidime CAZ 30 B-lactamines
Aztréonam ATM 30
Imipénéme IMP 10
Gentamycine GM 10
Amikacine AK 30
Tobramycine ™ 10 Aminosides
Rifampicine RA 5
Ciprofloxacine CIP 5 Quinolones
Doxycycline DOX 30 Tetracyclines
Triméthoprime-sulfaméthoxazole SXT 1.25+23.75 Sulfamides
Colistine (O 50 Polymyxine
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Inoculum :

A partir d’une culture pure de 18H a 24H sur milieu d’isolement, on préleve al’aide
d’ une anse quel ques colonies bien isolées qu’ on dissocie dans 10ml d’ eau physiologique, bien
homogénéiser la suspension bactérienne, sa charge doit étre équivalente a 0,5 McFarland
(correspondant & environ 10° bactéries/ml).

Ensemencement :

L’ ensemencement est fait par |la méthode d' écouvillonnage ; on trempe |’ écouvillon
dans la suspension bactérienne, on frotte I’ écouvillon sur latotalité de la surface, de haut en
bas, en stries serrées. On répete |’ opération deux fois, en tournant la boite de 60° a chague fois
sans oublier de faire pivoter |’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant
I’ écouvillon sur la périphérie de la gélose. On dépose les disques d’ antibiotiques a tester. On
incube les boites pendant 24H a 35°C.

Des souches de contréle de qualité; Escherichia coli ATCC 25922 et Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 sont testées en pardlde, afin de valider les résultats

d’ antibiogramme.

Lecture:

Avant de lire I’antibiogramme, on valide la lecture par les souches témoins qui
doivent donner des vaeurs précises afin d'interpréter |'antibiogramme. On mesure les
différents diamétres des zones d'inhibition obtenus autour des disques d antibiotiques.
L’interprétation en sensible (S) intermédiaire (1) ou résistante (R) est effectuée selon les
critéres définis par les recommandations de CLSI 2008.

Les souches d’ entérobactéries présentant un diameétre réduit ala Céfotaxime avec ou
sans image de synergie (CTX-AMC), les souches de Pseudomonas sp et Acinetobacter ssp
présentant un diamétre réduit a la Céftazidime avec ou sans image de synergie (CAZ-TCC) ou

I’imipénéme ont été retenues.

V.1 Déduction des phénotypes derésistance
IV.1.1DD-test (Test de synergie)

La production d’'une B-lactamases a spectre élargi a été détectée par |’ épreuve de la
synergie qui consiste a placer des disques de céftazidime, céfotaxime, céfepime et aztréonam
(30 pg chacun) a une distance définie (centre a centre) d'un disque d’ AMC (amoxicilline-

clavulanate) (20 ug et 10 ug, respectivement) pour les entérobactéries et TCC (Ticarcilline-
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clavulanate) (75 ug et 10 pg respectivement) pour les Pseudomonas sp et les Acinetobacter
ssp. Ladistance est déterminée en fonction de groupe bactérien et le diametre d’ inhibition vis-

3eme

a-vis de la céphal osporine de génération.

L’ apparition d’ une image de synergie entre le disque d AMC ou TCC et les disques
ceftazidime, céfotaxime, cefepime ou aztréonam indique la production d’ une BLSE.

Dans le cas des Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii, une image de
synergie entre la TCC (Ticarcilline-clavulanate) et 1a cefepime est recherchée dans le but de
caractériser les BLSE de type VEB (Naas et Nordmann, 2003).

IV.1.2 Test de confirmation (technique du double disque)

Cetest est fait pour les souches qui ne présentent pas une image de synergie, avec
diminution des diamétres des céphalosporines de 3°™ génération et pour déterminer si il ya
production d’une BLSE.

Technique:

> Pour les entérobactéries on dépose un disque d AMC et un disque de céphal osporine
de 3°™ génération (cé&fotaxime) & une distance de 30mm (centre a centre).

» Pour Pseudomonas sp et Acinetobacter sp on dépose un disque de TCC avec un
disque de céphal osporine de3°™ génération (ceftazidime) ou monobactam (aztréonam) a une
distance de 30mm.

> Laisser diffuser les antibiotiques pendant une heure, a la température ambiante (sur la
paillasse).

> Apres diffusion, on enleve le disque d AMC (ou de TCC) et le remplacer par un
disque de céfotaxime, ceftazidime ou aztréonam selon la souche.

» Onincube laboite 37°C pendent 24 H.

Lecture:

Le test du double disgue est positif quand le diamétre d’inhibition du disque de

3eme

céphalosporine de génération appliqué apres diffusion du disque AMC ou TCC est

supérieur ou égal a 5mm par rapport au diamétre d’inhibition du disque de céphal osporine de

3eme

génération, ce qui indique une production d’ une BLSE (OMS, 2008).
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1V.1.3 DD-test sur gélose a la cloxacilline
Pour certaines souches de bacilles a Gram négatif, il est parfois difficile de distinguer
les B-lactamases a spectre ¢largi (BLSE), la production des ces derniéres peut étre masquée

par |"hyperproduction des céphal osporinases.

Dans ce cas, on refait le test de synergie en utilisant la gélose Mueller Hinton
additionnée de cloxacilline afin d’inhiber |’ activité céphal osporinasique. La concentration de
la cloxacilline est déterminée selon le groupe bactérien (Tableau 1). La comparaison des

diameétres d'inhibition entre les boites avec et sans cloxacilline permet de mettre en évidence

la présence d’ une BL SE seule ou associ ée & une céphal osporinase.
Tableau N° V11 : Préparation des boites de cloxacilline (OMS, 2008)

Entérobactéries | Entérobactérie | Pseudomonas .
) Acinetobacter
du Groupe 1 et2 groupe 3 aeruginosa P
Concentration
en
Cloxacilline 0,25mg/ml 0,3mg/ml 0,5mg/ml 0,25mg/ml
Préparation de 25mg de 30mg de 50mg de 25mg de
la Cloxacilline + CloxaC|I!|ne+ Cloxacilline + Cloxacilline +
solution 10ml d’eau 10ml d'eau 10ml d’ eau 10ml d’ eau
cloxacilline distillée distillee ditillée distillée
2ml dela 2ml dela 2ml dela 2ml dela
Pour une boite solution solution solution solution
+18ml de MH +18ml de MH +18ml de MH +18ml de MH

N.B : Ces concentrations peuvent étre plus importantes devant les céphalosporinases qui ne

sont pas inhibées par |es concentrations classiques.

IV.1.4 Test de Hodge

Ce test est rédlisé afin de mettre en évidence la production d’une carbapénemase pour

les souches qui présentent un profil de résistance a I’imipéneme, le test est réalise comme

suit :

» On ensemence par la méthode d’ écouvillonnage une gélose MH ou Mac Conkey une

suspension a 0,5 McFarland d'une souche d’E. coli sauvage ATCC 25922 (sensible a

I’imipénéeme),
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» On dépose un disque dimipéneme au centre de la boite, puis on ensemence les
souches a tester par stries a partir du disque d’'imipenéme jusqu’a la périphérie de la
boite.

» Apres une nuit d’incubation a 37 °C, la déformation du diamétre d'inhibition a
I’intersection entre une strie et la culture d'E. coli indique la production d'une

carbapénemase qui hydrolyse I'imipénéme par la souche testée (Lee et al., 2010).

IV.15Test al’lEDTA
Cetest est fait pour mettre en évidence la production des carbapénémases de la classe B
d’Ambler (métallo-p-lactamases) qui conférent une résistance a 1I’imipénéme, inhibées par

I’EDTA (chélateur).

» On dépose 4uL d'une solution dEDTA 05M ; pH: 8 sur un disque
d’imipénéme,
» On compare |e diamétre obtenu avec celui du disgue d’'imipénéme seul.
> Lerésultat positif se traduit par une augmentation de la zone d’inhibition autour
de disque imipéneme plus I'EDTA par apport au disque dimipéneme seul
(Philippon et Arlet, 2006).
Un deuxiéme test est réalise afin de mettre en évidence une image de synergie entre un

disque d'imipénéme et un disque deI’EDTA.

» Desdisgues d’'imipénéme de 10 ug et des disques de papier filtre vierge ont été placés
a des distance déférentes (10, 15 et 20 mm) bord a bord, ensuite 10 pl une solution
d' EDTA de0,5M est appliquée sur les disques vierges.

» Aprés l'incubation, un résultat positif se traduit par une image de synergie entre le
disque d'imipéneme et celui del’EDTA (Jeong et al., 2006).

V. Transfert par conjugaison

Souches donatrices: K. pneumoniae (CHU 41, CHU 45, CHU 29), Sal. typhimurium (CHU
20) et Acinetobacter baumannii (CHU 10, CHU 11, CHU 36) caractérisées par la sensibilité a

larifampicine et |arésistance ala ceftazidime.

Soucheréceptrice: E. coli C600 résistante alarifampicine et sensible ala ceftazidime.
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Les solutions d antibiotique utilisées pour la sélection sont : la solution de la rifampicine a
une concentration finale de 500ug/ml et la solution de la ceftazidime a une concentration

finale de 8 pg/ml.

Le transfert des génes de résistance a été réalisé en suivant le protocole préconisé par Touati
(2006).

» On cultive les souches donatrices et la souche réceptrice dans 10 ml de bouillon
trypticase soja. On incube a 37°C au bain-marie agitateur pendant une nuit (18h).

» On préleve 200ul de la culture de la souche réceptrice et donatrice qu’ on gjoute a
10ml de bouillon trypticase soja (dilution de 1/ 50) puis on incube a 37°C pendant 3
heures.

» Dans un erlen stérile, on mélange 2ml de la culture de la souche réceptrice avec 1ml
de la culture de la souche donatrice et 1ml du bouillon trypticase soja (un rapport
2VIVIV).

» Onincube le mélange pendant 6 heures.

» On sélectionne les transconjugants sur la gelose Mueller Hinton additionnée des deux
antibiotiques : la ceftazidime et larifampicine.

» Des boites témoins contenant de la gélose MH additionnée de rifampicine (culture des
souches donatrices) et une autre boite contenant le milieu MH additionné de
ceftazidime (culture de la souche réceptrice) sont préparées afin de véifier la
sélectivité du milieu.

» On étale 200ul du mélange avec un réateau étaleur sur la surface des boites de sélection
et on ensemence la souche réceptrice et donatrice séparément sur les boites témoins.

» Onincube les boites témoins et de sélection a 37°C pendant 18 heures.

L’ étude de la résistance des transconjugants aux antibiotiques est réalisee par la
méthode de |’ antibiogramme standard en prélevant avec une cure dent stérile, une colonie (du
transconjugant) qu'on dissocie dans 1ml d’eau physiologique stérile. A partir de cette

derniére, on réalise |’ antibiogramme.

V1. Détermination des concentrations minimalesinhibitrices (CM1)

La recherche des concentrations minimales inhibitrices (CMI) est réalisée vis-a-vis de
plusi eurs antibiotiques en fonction des phénotypes de résistance des souches.

Pour les souches d’'Acinetobacter baumannii résistants a I'imipénéme, les CMI est
réalisées vis-a-vis d’'imipénéme ceftazidime et aztréonam sur une gélose MH additionnée de
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cloxacilline a une concentration finale de 250pg/ml afin d’inhiber les céphalosporines
naturelles et sur une gélose MH additionnée de la cloxacilline et d’ une solution d’NaCl a une
concentration finale de 200mM qui correspond & une concentration de 0,0116 g/ml pour

réduire |’ activité des oxacillinases.

Pour les souches d entérobactéries résistantes a la céfoxitine (non naturellement
productrices d'une AmpC, les CMI est réalisées vis-a-vis de la céfoxitine, céfotaxime,
ceftazidime et céfepime sur une gélose MH simple et sur une gélose MH additionnée de
cloxacilline a une concentration finale de 250ug/ml pour comparer les valeurs des CMI

obtenues avec et sans cloxacilline.

Pour les souches d’ entérobactéries productrices d’ une BLSE associée a une résistance
aux aminosides et aux quinolones et pour le transconjugant TC-29, les CMI est réalisées vis-

a-vis de la céfotaxime, ceftazidime, céfepime et aztréonam sur une gélose MH simple.

Une solution mére est préparée pour chaque antibiotique & des concentrations initiales

déférentes:

Une solution mere du céfotaxime a 100 mg/ml ;
Une solution mere de la ceftazidime a2 mg/ml ;
Une solution mére de I’ aztréonam a Img/ml ;
Une solution mére du céfépime & 20 mg/ml ;

Une solution mere du céfoxitine 220 mg/ml ;

YV V V V V V

Une solution meére d’ imipéneme a 320g/ml.

Tableau N° VIII : Préparation des concentrations d’ antibiotiques pour 200 ml de MH, cas de

la cefotaxime
Concentration finale de |’ antibiotique
2 4 8 16 32 64 | 128
(Hg/ml)
Volume dela solution méreen pl 40 80 | 160 | 320 | 640 | 1280 | 2560
Volumedelagélose MH en ml 200 | 200 | 200| 200 | 200 | 200 | 200

Méme procédure effectuée pour les autres antibiotiques.
Apres homogeénéisation, la gél ose additionnée d’ antibiotique est coul ée sur boites, puis

séechée al’ éuve a37°C.

43




Partie pratique Matériels et méthodes

On préleve quelques colonies et on prépare une suspension bactérienne équivaente a
0.5 McFarland (10° bactériessml), on réalise une dilution de 102 de cette suspension, puis 10
ul sont déposés en spot (soit un inoculum de 10*UFC/spot). Les boites sont incubées a
37°C/24H.

La concentration minimale inhibitrice correspond a la plus faible concentration
d’ antibiotique capable d’inhiber toute croissance visible al’ ceil nu.

» L’analyse statistique
L’analyse statistique a été réalisée a I’aide des logiciels XSTAT v 2011.4. De
manicre générale, le risque (o) était fixé a 0,05 pour ’ensemble des tests. On a utilisé le test
du Chi-2, éventuellement corrigé selon Yates, et le test de probabilité exact de Fisher en cas
d effectifs théoriques insuffisants pour I'analyse comparative des résultats. Les différences

sont considérées significatives pour p valeur inferieure a 0,05.
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Résultats et discussion

|. Prélevements

Durant la période stage de 08 mois : Novembre 2010-Juin 2011, 5197 pré évements
sont recuelllis, dont 58,03% (3016/5197) des prélévements issus des patients non hospitalisés
et 41,97% (2181/5197) des prélévements issus des patients hospitalisés.

Le taux le plus élevé est représenté par des prélévements urinaires 52.03 %
(2704/5197), suivi par les prélevements de LCR avec 17.49 % (909/5197), la figure suivante
représente les différents taux.

[1. Isolement et identification des souches
509 souches sont isolées et identifiées, dont 90,37% (460/509) sont des
entérobactéries, 7,86% (40/509) sont des P. aeruginosa et 1,77% (9/509) sont des A.

baumannii, la figure ci-dessous montre la répartition des différents groupes bactériens.

9.63%

H Entérobactéries

E Bacilles oxydatif

90.37%

Figure 2: Répartition des souches par groupe bactérien
I1.1 Répartition des souches par espéces
D’ apres le tableau ci-dessous, E. coli est I’ espece la plus fréguemment isolée avec un
taux de 52.06%, suivi par K. pneumoniae et P. aeruginosa avec des taux de 16.11% et

7.86% respectivement.
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Tableau N° | X: Répartition des souches par especes

Espéce Nombre Taux

E. coli 265 52.06%

K. pneumoniae 82 16.11%
P. aeruginosa 40 7.86%
P. mirabilis 27 5.30%
E. cloacae 20 3.93%
Ser. marcescens 18 3.54%
Sal. typhimurium 17 3.34%
A. baumannii 9 1.77%
Sal. enteritidis 6 1.18%
Sal. haifa 6 1.18%
M. morganii 4 0.79%
K. oxytoca 3 0.59%
Sal. hadar 3 0.59%
Ser. liquifaciens 3 0.59%
P. wilgaris 2 0.39%
Sal. Kentucky 1 0.20%
Sh. dysenteriae 1 0.20%
Sh. sonnei 1 0.20%

C. freundii 1 0.20%

1.2 Répartition des souches par service
Nous avons isolé 53.44% (272/509) souches chez les patients non hospitalisés et
46.56% (237/509) chez les patients hospitalisés.
Parmi les souches isolées en milieu hospitalier, le service de pédiatrie occupe la
premiere place avec 38.51% (196/509) des souches isolées, suivi par 4.13% (21/509) en

maternite, la figure suivante montre les différents taux.
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Figure 3: Répartition des souches par services

I1.3 Répartition des souches selon la nature de prélevement

La figure 5 montre que 59.53% (303/509) des souches sont isolées des urines et

26.13% (133/509) sont isolées des pus, un méme taux de 6,88% a éteé isolées du sang et les

selles. Uniguement (3/509) sont isolées dans les LCR avec un taux de 0.59%.

59.53%
60,00 - =
[ |
50,00 - [ — |
=
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E— 26.13%
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’ =_ 6.88% 6.88%
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0.00 VA [ [ - [ - am»
URINE PUS SELLE SANG LCR

Figure 4: Répartition des souches par nature de prél évements

I1.4 Répartition des souches par sexe

Nos résultats montre une prédominance des souches isolées chez les patients du sexe
féminin avec 64.24% (327/509) contre 35.76% (182/509) des souches sont isolées chez les

patients du sexe

masculin.
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Figure 5: Répartition des souches par sexe
L e sex-ratio femme/homme = 327/182 = 1,79. 1l y’a donc presque deux fois plus de

patient du sexe féminin que de patient du sexe masculin.

1.5 Reépartition des souches par age
La figure 6 montre que les taux d'isolement les plus élevés sont observes dans les
catégories d' age de 1J -2 ans et >2-18 ans avec 25.93 % (132/509) et 45.78% (233/509)

respectivement.
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Figure 6: Répartition des souches par catégories d’ age
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III. Résistance des souches aux f-lactamines
Selon les résultats des antibiogrammes, 12,18% (62/509) souches sont retrouvées
résistantes aux P-lactamines a large spectre (C3G, C4G, carbapéneémes), dont 48 souches sont

des entérobactéries, 8 sont des A. baumannii et 6 sont des P. aeruginosa.

I11.1 Réparation des souchesrésistantes par especes
Les différents taux de résistance aux B-lactamines testés (CTX, CAZ, FEP, IMP) sont
donnés dans | e tableau ci-dessous.

Parmi les entérobactéries K. pneumoniae est caractérisée par le taux le plus élevé de
résistance 39.02% (32/82), suivi M. morganii, E. cloacae et Sal. typhimurium avec 25%,
20% et 11.76% respectivement. Les autres espéces présentent des taux d’isolement faibles.
Le tableau ci-dessous montre |es différents taux de résistance :

Tableau N° X: Taux résistance par especes

Souche Souches isolées Souchesrésistantes Taux
A. baumannii 9 8 8/9 EF
K. pneumoniae 82 32 39.02%
M. morganii 4 1 14 EF
E. cloacae 20 4 20%
P. aeruginosa 40 6 15%
Sal. typhimurium 17 2 11.76%
Ser. marcescens 18 1 5.56%
P. mirabilis 27 1 3.70%
E. coli 265 7 2.64%

EF : échantillon faible

Selon le test statistique ; le test exact de Fischer, montre une différence significative
élevée chez les souches A. baumannii et K. pneumoniae, E. coli montre une différence
significative faible par apport a ces derniéres. Pour les autres especes on n’a pas observé de
différence significative. Le tableau dessous montre les différences significatives au seuil

a=5%, effectué par le test de Chi-deux.
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Tableau N° XI: Significativité des souches par case (Test exact de Fisher) :

Souchesrésistantes

Souches sensibles

A. baumannii

>

K. pneumoniae

M. morganii

E. cloacae

P. aeruginosa

Sal. typhimurium

Ser. marcescens

P. mirabilis

N|NAN|N|V| V|V |V

VIVIV|IA|AN|N|[ENEX

E. coli

<

>

Les valeurs affichées en gras sont significatives au seuil alpha=0.05

[11.2 Réparation des souchesrésistantes par service
Selon le tableau 11, larésistance en pédiatrie est de 23,47 % (46/196). 4/5 des souches

isol ées en réanimation sont des bacilles a Gram négatif non fermentaires (2 P. aeruginosa et 2

A. baumannii).

Tableau N° XI1: Taux de résistance par service

REA : Réanimation, CHIR : Chirurgie, NEPHR : Néphrologie, PED : Pédiatrie, MAT : Maternité,

REA CHIR | NEPHR PED MAT EXT
Nombr e de souchesisolées 5 3 196 21 272
Nombr e de souchesr ésistantes 5 2 46 4 2
Taux 55EF | 2I3EF | 3/5EF | 2347% | 19,05% | 0,74%

EXT : Externe, EF : échantillon faible.

Selon le test statistique ; le test exact de Fischer, montre que la différence entre le

nombre des souches résistantes isolées est trés significative dans le service de réanimation et

dansle service de pédiatrie.

Tableau N° XI11: Significativité par service (Test exact de Fisher) :

souches sensibles

souchesrésistantes

REA

CHIR

NEPHR

PED

MAT

EXT

VA | N | AN | AN | A | A

ACEIRVARL VA IIRAVARIRVART V2

Les valeurs affichées en gras sont significatives au seuil alpha=0.05
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[11.3 Répartition des souchesreésistantes par nature de préévement

La figure 7 donne les taux de résistance retrouvés pour chaque type de prélévement.
(11/35) 31,43 % des souches sont isolées dans du sang, 21,05% (28/133) a partir des pus,
6,93% (21/303) dans les urines et 5,71 % (2/35) dans les selles. Aucune souche résistante
n'est isoléeapartir du LCR.

_ 3143%
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30,00 1 ==
E = (0)
25'00 i [ - | 21.05A)
20,00 - =_
[ - |
1500 | ==
10,00 | = 6.93% 5719
! [ | | - | | | ol 0/
500 1 - E 3 E 1 E 1 0%
0.00 S [ uw [ - -—
' SANG PUS URINE SELLE LCR

Figure 7 : Taux de résistance par nature de prélévement
Selon le test statistique ; le test exact de Fischer, la différence entre le nombre des
souches résistantes isolées par préévement est significative dans du sang et pus, une
différence significative faible est présentée par les urine.
Tableau N° X1V : Significativité par prélévement (Test exact de Fisher)

souchesrésistantes souches sensibles
SANG > <
PUS > <
URINE < >
SELLE < >
LCR < >

Les valeurs affichées en gras sont significatives au seuil alpha=0.05

[11.4 Répartition des souchesrésistantes par catégorie d’ age

Des variant taux de résistance obtenus pour les différentes catégories d’ age, le taux
plus élevé chez les enfants inferieur a 02ans avec 23.48% (31/132). (3/6) des souches sont
isolées chez les patients &gés de plus de 60 ans. Les enfants et les patients agés sont les plus

touchés par |e phénomeéne de résistance.
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Tableau N° XV : Taux de résistance par catégorie d’ age

Age Total souchesisolées Souchesrésistantes | Taux derésistance
1J-2ans 132 31 23.48%
>2—-18 ans 233 19 8.15%
>18 — 35 ans 83 6 7.23%
>35-60 ans 55 3 5.45%
>60 ans 6 3 3/6 EF

Selon le test statistique ; le test exact de Fischer, la différence entre le nombre des

souches résistantes isol ées dans |a catégorie d’ &ge 1j-2ans est tres significative, une différence

significative faible est observée dans les catégories d’ age >2— 18 anset >35— 60 ans.
Tableau N° XVI1 : Significativité par age (Test exact de Fisher)

Souches résistantes Souches sensibles
1J-2ans = <
>2—18 ans < B
>18-35ans < >
>35 — 60 ans < >
>60 ans > <

Les valeurs affichées en gras sont significatives au seuil alpha=0.05

[11.5 Répartition des souchesrésistantes par sexe

D’ apres la figure ci-dessous, le taux de résistance des souches isolées chez les patients
du sexe masculin est plus élevé 19,23% (35/182) que celui obtenu chez les patients du sexe
féminin 8,26% (27/327).

20,00
15,00

10,00
5,00

0,00

Figure 8 : Taux de résistance par sexe
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Le test de Khi-deux a montré une différence significative (p<0,05) entre le taux de
résistance observe chez le sexe masculin et le sexe feminin tel que le taux de résistance chez
le sexe masculin est significativement supérieur a celui du sexe féminin. Dans ce cas le sexe
est un facteur risque et larésistance est liée a ce dernier.

[11.6 Antibiothérapie préalable

La figure 9 montre que 80.65 % (50/62) des souches résistantes sont isolées chez des
patients sous antibiothérapie a base des B-lactamines généralement des céphalosporines de
3% génération contre 19.35 % (12/62) des patients sans antibiothérapie. Ce résultat explique
larelation entre I’ utilisation abusive des antibiotiques en milieu hospitalier et la dissémination

des souches multirésistantes.

80.65 %

90,00 -
80,00 -
70,00 -
60,00 -
50,00 A
40,00 -
30,00 -
20,00 -
10,00 -
0,00 . 1
Oul NON

19.35%

O

Figure 9 : Pourcentage des patients sous antibiotiques
Le test Khi-deux effectué montre une différence significative entre les proportions
des souches résistantes isol ées chez |es patients sous antibiotiques (p-value < 0,0001), dans ce
cas |’ antibiothérapie est un facteur risgue et larésistance est liée a cette derniere.

[11.7 Taux de déces
La figure 10 montre que le déces des patients suite a une bactériémie aux souches
multirésistantes est de 17.74 % (11/62), |e reste des patients ont bien évolué.
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Figure 10: Taux de déces
I11.8 Etude de la r ésistance des entérobactéries
48 des souches d’ entérobactéries sont résistantes avec un taux de 10,43% (48/460).
> Résistance aux p-lactamines
Les résultats obtenus a partir des antibiogrammes standards et diamétres des zones
d’inhibition (mm) obtenues sont montrés dans I’annexe |I. Les taux de résistance pour cette

famille d’ antibiotique sont représentés dans lafigure 11.
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Figure 11: Taux de résistance vis-a-vis aux B-lactamines

D’aprés la figure 12, le taux de résistance reste élevé dlant jusgu'a 100% la
cefotaxime, 97.92% pour la ceftazidime et 85.42% pour les monobactames, a noter aussi un
taux de résistance important aux CA4G avec 87,50% . Aucune résistance n’ a été observée vis-
avis del’imipénéme.

On note une résistance importante vis-avis de I’AMC (amoxicilline + acide
clavulanique) qui est de 95%, I'acide clavulanique restaure I’ activité des B-lactamines avec
lesquelles elles sont combinées chez les souches productrices des B-lactamases, contrairement
aux souches productrices uniquement des céphal osporinases.
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» Résistance aux autres antibiotiques

La résistance des souches d’ entérobactéries aux autres familles d’ antibiotique est
donnée dans la figure 12. On note que 89.58% des souches sont résistantes au
triméthoprime-sulfaméthoxazol e, |a résistance aux aminosides est représentée par 75% ala
gentamicine et 33,33% al’amikacine. 41,67% et 33.33% des souches sont respectivement
résistantes a I’ acide nalidixique et ciprofloxacine (fluoroguinolones). 31,25% et 27,08%
des souches sont respectivement résistantes au furanes et au chloramphénicol. Aucune
résistance des souches d entérobactéries n'a éé observée vis-avis de la colistine a

I’ exception de groupe Proteus qui sont naturellement résistants a cet antibiotique.
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Figure 12: Taux de résistance vis-a-vis des autres antibiotiques
111.9 Etude de la r ésistance de Pseudomonas aeruginosa
6/40 souches de Pseudomonas aeruginosa ont éte retrouvées résistantes (vis-a-vis du
CAZ et/ou IMP) soit un taux de 15%.
> Résistance aux p-lactamines
Le tableau montre les différents taux de résistance aux B-lactamines, on remarque que
(5/6) des souches sont résistantes al’imipénéeme.
Les phénotypes probables de la résistance des souches de P. aeruginosa a
I’imipénéme sont ; soit I"hyperproduction de la céphalosporinase naturelle associée a une

altération d’imperméabilité ou une perte de porines oprD2
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Tableau N° XVII : Taux de résistance des souches de P. aeruginosa vis-a-vis des f-
lactamines

ATB TIC TCC PIP CAZ FEF ATM IMP
Nombre 3 3 3 3 3 3 5
Taux 3/6 EF 3/6 EF 3/6 EF 3/6 EF 3/6 EF 3/6 EF 5/6 EF

» Résistance aux autres antibiotiques
On note nue résistance faible aux aminosides. Aucune résistance n'a été observée vis-
a-visdela ciprofloxacine et la colistine.

Tableau N° XVI1I: Taux de résistance des souches de P. aeruginosa vis-a-vis des autres

antibiotiques
ATB GM AK TOB NET CIP CS
Nombre 1 1 1 1 0 0
Taux 1/6 EF 1/6 EF 1/6 EF 1/6 EF 0/6 EF 0/6 EF

111.10 Etude de la résistance des souches d’ A. baumannii
(8/9) des souches d’ A. baumannii sont résistantes
» Résistance aux p-lactamines
On note que la totalité des souches sont résistantes C3G, C4G et monobactames, 3
souches sont résistantes a I'imipéneme. Le phénotype probable de la résistance a cette
molécule est la production des carbapénémases.

Tableau N° X1 X: Taux derésistance des souches de d A. baumannii vis-a-vis des f-
lactamines

ATB TIC TCC PIP CAZ FEF ATM IMP
Nombre 7 7 5 8 8 8 3
Taux 7/8 EF 7/8 EF 5/8 EF 8/8 EF 8/8 EF 8/8 EF 3/8 EF

» Résistance aux autres antibiotiques

Le tableau ci-dessous montre une résistance faible aux aminosides a I’ exception de

I"amikacine, aucune résistance n’a été observée vis-a-vis de la netilmycine. La colistine reste

active sur toutes les souches.
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Tableau N° XX : Taux de résistance des souches de d’A. baumannii vis-a-vis des autres

ATB GM AK TOB NET SXT CIP RIF DOX CS

Nombre 4 6 1 0 7 5 5 3 0
Taux 4/8 6/8 1/8 0/8 7/8 5/8 5/8 3/8 0/8
EF EF EF EF EF EF EF EF EF
antibiotiques

ITI.11 Analyse des phénotypes de résistance aux p-lactamines
» DD-test
Le DD-test était positif avec 43 souches sur 62 (41 entérobactéries et 2 souches d’ A.
baumannii qui ont présenté une synergie vis-a-vis de la céfepime). Pour les souches de P.

aeruginosa aucune image de synergie n'a été observée, les figures ci-apres montrent des

exemples de DD-test.

Figure 13 :K. Figure14: E. coli CHU 12 Figure 15: E. cloacae
pneumoniae CHU42 productrice de BLSE CHUO1 non productrice de
productrice de BLSE BLSE

» Doubledisque
Pour les souches qui ne présentent pas une image de synergie, un double disque est
effectué pour confirmer la production d'une BLSE qui peut étre masquée par un autre
mécanisme de résistance, la figure suivante montre un doubl e disque positif.

Figure 16: Double disque positif
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> DD-Test sur gélose Muéller-Hinton additionné de cloxacilline
Les souches n'ayant pas présenté d’image de synergie pour le DD-Test et qui sont
soit naturellement productrices de céphal osporinases, soit présentent une résistance vis-a-vis
de la céfoxitine (FOX) tel que E. coli, Sal. typhimurium et K. pneumoniae, sont testées une
deuxiéme fois par addition de cloxacilline dans |a gélose Muedller Hinton.
Les résultats de ce test ont montés plusieurs cas a savoir hyperproduction de
céphalosporinase naturelle, céphalosporinases plasmidique, et association BLSE plus
céphalosporinase (E. coli)

Les figures 17, 18 montrent les différents cas.

Figure 17: Hyperproduction de céphal osporinase naturelle chez E. cloacae CHU 01

Figure 18: E. coli CHU 24productrice d' une BL SE plus céphal osporinase

Ces association BLSE plus céphalosporinase restent rare, dans notre étude 03 cas
seulement ont été identifiées.
» Production de carbapénémases
e Test deHodge
L’image de tréfle était bien visible avec les 3 souchesd’' A. baumannii IMP-R testées
ce qui indigque que ces derniéres produisent une carbapénemase, par contre aucune image de

tréfle n’ a été observée avec les souches de P. aeruginosa. Voir les figures ci-aprés :
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>

A.baumannii

P.aeruginosa
P.aeruginosa
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Figure 19: Test de Hodge
Production des métallo-p-lactamases

Letest al’EDTA amontré que les 03 souches d’ A. baumannii sont productrices de

métallo-B-lactamase (métallo-carbapénémases), la figure suivante montre 1I’image de

synergie entre EDTA et I'imipenéme

Figure 20: Les 03 A. baumannii produisant des métallo-carbapénemases

I11.12 Déduction des phénotypes de résistance aux f-lactamines

La déduction des phénotypes de résistance aux B-lactamines testées est basée sur les

critéres suivants :

>
>

YV V. V V V

Larésistance naturelle de la souche ;

Résistance au CTX et/ou CAZ (résistance aux deux molécules ou a une seule molécule
seulement) ;

Résistance aux C4G, Aztreonam et I’ Imipeneme ;

Présence ou absence d’image de synergie sur gélose MH.

Présence ou absence d’image de synergie sur gélose MH +cloxacilline,

Test deHodge et del’EDTA.

Les résultats des CMIs sur MH+NaCl

Les phénotypes probables sont donnés dans les tableaux suivants :
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Tableau N° XXI : Phénotypes de résistance des souches d’ entérobactérie

Phénotype probable Nombre Taux
CTX-M 34 70.83%
Hyperproduction du Case 4 8.33%
CTX-M + Case plasmidique 3 6.25%
Ceftazidimase 3 6.25%
CTX-M + Imperméabilité 2 4.17%
CTX-M + Hyperproduction du Case 1 2.08%
Case plasmidique 1 2.08%
Tableau N° XXI1 : Phénotypes de résistance des souches de P. aeruginosa
Phénotype probable Nombre Taux
Perte de porine oprD2 3 3/6 EF
Hyperproduction du Case + Imperméabilité 2 2/6 EF
Hyperproduction du Case 1 1/6 EF
Tableau N° XXI1 : Phénotypes de résistance des souches d’ A. baumannii
Phénotype probable Nombre Taux
Métallo-B-lactamases + Oxacillinases 3 3/8 EF
BLSE 3 3/8 EF
Hyperproduction du Case 1 1/8 EF
Oxacillinase 1 18 EF

Chez les entérobactéries, plus part des souches sont productrice des BLSE de type

CTX-M (70.83%). Larésistance des souches P. aeruginosa et d’'A. baumannii al’imipéneme
est due ala de perte de porine oprD2 seule ou associée a une hyperproduction pour le premier
et la production des métallo-B-lactamases pour le deuxieme.
V. Transfert par conjugaison

Le transfert par conjugaison a été réalisé pour souches CHU 10, CHU 11, CHU 20,
CHU 29, CHU 36, CHU 41 et CHU45.

Sur la gélose de sélection, aucune croissance n’a été observée Pour les souches CHU
10, CHU 11, CHU 20, CHU 36 CHU 41, CHU45. Il 'y aeu donc pas de transfert ni du gene
blacrx-m, blaamc €t blacar.

Des transconjugants de la souche CHU 29 (K. pneumoniae) qui est caractérisée par la
production probablement d’une BLSE de type ceftazidimase ont été obtenus sur la gélose de

sdlection, ce qui confirme letransfert du gene blacaz.
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Les résultats d antibiogramme réalisé vis-avis du transconjugant TC-29 et de la souche
donatrice CHU 29 sont résumeés dans |e tableau suivant :
Tableau N° XXIV : Diametres des zones d’inhibition obtenus pour |es transconjugants

Antibiotique
souche
CTX CAZ FEP ATM
CHU 29 K. pneumoniae /19 R/14 S/28 R/14
TC-29 E. cali /18 R/6 S/26 R/16
C600 E. coli (T) S/32 S35 S/44 S/40

TC : transconjugant, T : Témoin, R : résistant, | : Intermédiaire, S: Sensible

V. Détermination des concentrations minimalesinhibitrices (CM1)

Les résultats de la détermination des concentrations minimales inhibitrices montrent
une variabilité entre les souches et entre leurs réponses aux différents antibiotiques .Les
résultats des CMI sont rapportés dans les tableaux suivants : les valeurs sont en pg/ml

Tableau N° XXV: Résultats des CMIs des A. baumannii

= >
= L2219 3 =

T
o | € | ZERT|EY % |2
= = O Bl o|ool 6 |82
1) e |TQlg |T¢ o o)
& X8 5| & X
> D >
CHU10 | A.baumannii | 64 | 32 | 16 4 > 128 32
CHU11 | A.baumannii | 64 | 32 | 16 8 > 128 64
CHU36 | A.baumannii | 32 | 16 | 16 4 > 128 64
CHU17 | A. baumannii | ND | ND | 32 4 64 32
CHU30 | A.baumannii| ND |ND | <4 | <4 32 32

D’ apres ce tableau XXV, laCMI al’imipéneme se montre élevee atteignant les 64
pg/ml pour toutes les souches imipenéme R, ’ajout de I'inhibiteur NaCl a un effet sur la
diminution de la concentration, ce qui suggére la production des oxacillinases. Les CMIs a

I’ATM restent élevées > 128 pg/ml avec une réduction de la valeur avec NaCl.
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Tableau N° XXVI : Résultats des CMIs (nug/ml) des souches d’entérobactéries résistantes a la

céfoxitine

Code Souches é 5 g 5 % 5 % (3
CHU20| Sal.typhimurium | >128 | 16 |>128| 64 64 4 |>128| 64
CHU24 E. coli 64 16 | 128 | 32 | 128 8 128 32
CHU41 K. pneumoniae >128 | >64 (>128| >64 | 128 | >64 |>128| >64
CHU42 K. pneumoniae >128 | >64 (>128| >64 | 128 | >64 |>128| >64
CHUA43 K. pneumoniae >64 | 32 |>128| >64 |[>128| >64 |>128| >64
CHU45 K. pneumoniae >64 | 32 |>128| >64 |>128| >64 |>128| >64

Les souches résistantes a la céfoxitine, présentent des CMIs élevées vis-a-vis de tous

les antibiotiques testés 64pg/ml pour la cefepime, > 128 pg/ml pour la céfoxitine, céfotaxime

et ceftazidime. La cloxacilline réduit les concentrations chez certains antibiotiques, et pour

certaines souches, par contre chez d’ autres les concentrations restent élevées ce qui suggere

I’ association de plusieurs mécanismes de résistance
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Tableau N° XXVII : Résultats des CMIs des souches d’ entérobactéries rési stantes

aux B-lactamines, aminosides et quinolones et le transconjugant

Code Souches CTX FEP CAZ ATM
CHUO2 K. pneumoniae 64 > 64 32 64
CHUQO5 K. pneumoniae 64 > 64 16 64
CHUO6 K. pneumoniae > 64 > 64 > 128 > 128
CHUO8 K. pneumoniae > 64 > 64 32 128
CHU12 E. coli > 64 >64 128 > 128
CHU13 E. coli 32 > 64 <8 8
CHU16 K. pneumoniae 64 32 32 64
CHU25 E. coli 64 > 64 16 16
CHU31 K. pneumoniae > 64 > 64 128 128
CHU33 K. pneumoniae > 128 > 128 > 128 > 128
CHU29 K. pneumoniae <8 <8 64 64
TC-29 E. coli <8 <8 64 64

Pour ces souches les CMIs sont variées allant de 8ug/ml jusqu’a plus de 128 pg/ml. Les
CMIs de transconjugant TC-29 obtenues sont < 8ug/ml pour la céfotaxime et la cefepime et
64pg/ml pour la ceftazidime et I’aztreonam, méme résultats obtenus avec la souche donatrice

K. pneumoniae CHU 29.
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V1. Discussion générale
Les bacilles & Gram négatif, dont les entérobactéries restent les bactéries les plus
isolées dans les infections, particuliérement dans les pays en voie de dével oppement, dont on

fait partie

Le traitement de choix pour ces infections reste les B-lactamines a large spectre, dont
les céphal osporines de 3°™, 4°™ génération et |es carbapénémes.

L’ habitat naturel de la plus part des entérobactéries est e tube digestif, qui reste le
pourvoyeur des différentes infections, directement ou indirectement par les mains, le
matériels hospitalier contaminés et par les aliments (Denton, 2007 ; Sekhsokh et al., 2008).

Durant notre étude, 5197 prélevements sont recueillis dont 58,03% des prél évements
provenant du milieu externe contre 49,56% provenant de milieu hospitalier, contrairement a
ce qui est rapporté en Tunisie en 2008 ; 65% des isolats provenaient de malades hospitalisés
(Mkaouar €t al., 2008). les prélévements urinaire occupe la premiére place avec 52,03%, une
étude réalisée en France en 2000, montre que 91,1% des prélévements communautaires sont
des pré évements urinaires (Péan et al., 2001). En effet, ce résultat est expliqué par le fait que
I'infection urinaire est |’une des infections communautaires les plus fréquentes notamment
chez les femmes (Sekhsokh et al., 2008).

Pendant I’ étude, 509 souches sont isolées, dont 46,56% sont isolées en milieu
hospitalier. La plus part des souches isolées chez les patients hospitalises, sont issues de
service de pédiatrie avec 38,51%, Mkaouar et al., 2008 ont rapporté 34% dans les services
médicaux et 10,5% en pédiatrie. 5 souches ont été isolées en réanimation, dont 2 souches d’ A.
baumannii et 2 souches de P. aeruginosa. Selon Elouennass et al., 2003 et Ben Abdallah et
al., 2008 ; ces germes sont les plus incriminés dans ce service. Dans notre étude la
prédominance des souches isolées en pédiatrie peut étre expliquée par I'activité du
laboratoire qui est dédiée aux services de pédiatrie : générale et chirurgie.

Le site urinaire est le principal site d'infection, 59,53% des isolats proviennent des
urines et 26,13% des pus. La flore digestive est le principal réservoir d entérobactéries
responsables d’infection urinaires. En Tunisie, un taux de 60% des souches isolées dans les
urine, est rapporté par Mkaouar et al., 2008.

Le sex-ratio femme/homme est de 2. Des résultats différents ont été rapportés par De
Larabi et al. (Larabi et al., 2003). Les souches provenaient essentiellement de sujets féminins
(64,24%), cela peut s expliquer par le fait que les prélevements d’ origine urogénitale étaient

tres largement mgjoritaires. En effet, les infections urinaires sont beaucoup plus fréguentes
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chez la femme que chez I’homme, cela s explique par le fait que les glandes périurétrales
n’ont pas d activité antibactérienne (contrairement au liquide prostatique). Aussi, I’infection
chez la femme est favorisée par I’osmolarité faible des urines en particulier durant la
grossesse (Saighi et al., 2004).

D’ dpres nos résultats les enfants sont plus touchés par les infections, et que le taux
d’infection chez les enfants &gés moins de 2 ans (25,93%) est moins faible que celui des
enfants agés plus de 2 ans (45,78%), Campeotto et al ont rapporté que chez le nouveaux nés
sont colonisés particulierement par S. epidermidis, cette bactérie est reconnu comme agent
pathogéne le plus souvent responsable d’infections nosocomiales en unité de soins intensifs
néonatale (66,1 %) et que le taux d'infection par des BGN est faible (9,8 %) (Campeotto et
al., 2004). Selon Hamza et al, les principaux facteurs de risque dans I'acquisition des
infections nosocomiales en pédiatrie sont le cathéter vasculaire périphérique, malnutrition,
immunodépression, ventilation mécanique et antibiothérapie (Hamza et al, 2008). Nos

résultats collent avec ce qui rapporté par Weber et al., 2000.

On note que E. coli est I'espece la plus fréquemment isolée avec 52,6%,
notamment dans les urine (52.06%) suivi par K. pneumoniae avec 16,11%. En effet, E. coli
représente 60 a 80% des infections urinaires communautaires (Caracciolo et al., 2011). En
Tunisie E. coli occupe aussi la premiére place avec 81,7% suivi par K. pneumoniae avec 3.7%
(Péan et al., 2001).

Selon Lahlou Amine et al., 2009, Enterobacter sp, Citrobacter sp et Proteus indole
positif sont des bactéries responsables surtout d infections nosocomiales (Lahlou Amine et
al., 2009). Ils sont incriminés en ambulatoire suite a une hospitalisation récente ou a une prise
d’ antibiotiques a large spectre (Djennane et al., 2009).

P. aeruginosa et A. baumannii infectent préférentiellement les sujets hospitalises
dans les unités de soins intensifs et de chirurgie, services ou le risque de colonisation et
d'infection est important vu le terrain particulier des patients et la fréquence des manceuvres
invasives (Elouennass et al., 2003 ; Ben Abdallah et al., 2008). Selon ces derniers auteurs; P.
aeruginosa et A. baumannii sont isolées dans les services de réanimation avec 33,5 % et 67 %
respectivement, et sont isolées essentiellement de pus 52,9 % et des prélévements broncho-
pulmonaires avec 30%.
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L’¢tude de la sensibilité des bacilles a Gram négatif isolés aux B-lactamines testées
(C3G, CA4G, carbapénémes), montre 12,18% (62/509) de résistance, des taux plus élevés, de
71% et 70,8% ont été rapporté par Ben Romdhane et al. et Thabet et al. en réaisant des
études sur les bacilles & Gram négatif multirésistantes dans des hépitaux Tunisiens (Ben
Romdhane et al., 2007 ; Thabet et al.,2008).

Parmi les 62 souches dite bactéries multi résistantes, 46 sont isolées en pédiatrie avec
23,47%. Les 5 souches isolées en réanimation sont toutes résistantes, ces derniéres sont des
entérobactéries (1), P. aeruginosa (2) et A. baumannii (2). Selon Mkaouar et al., 2008, un
taux élevé de souches résistantes a été observé dans les unités de soins intensifs (48%), de
pédiatrie (25%). Les patients admis dans ces services sont particulierement vulnérables aux
infections par des bactéries résistantes a cause de leurs défenses immunitaires affaiblies et de
leur exposition aux antibiotiques alarge spectre (Mkaouar et al., 2008).

Le sang représente e principal réservoir des BMR avec 31,43%. Comme relevé dans
le bilan de surveillance de la résistance des bactéries en 2009, en Algérie, les entérobactéries
et les P. aeruginosa, isolées dans les hemocultures, sont caractérisées par des taux élevés de
résistance (Benslimani, 2009). Contrairement aux autres études, qui montrent que les BMR
sont isolées principalement dans les urines (Belmonte et al., 2010 ; Mayoral et al., 2010),
Mkaouar et al., 2008 ont noté que la plupart des souches résistantes ont éte isolées dans les
liguide de ponction, les prélevements pulmonaires, corps étrangers et le liquide
céphalorachidien avec 51%, 47%, 45% et 42% respectivement. La mgjorité des liquides de
ponction provenaient de malades hospitalisés dans les unités de soin intensifs, qui sont le plus
souvent porteurs de dispositifs invasifs (Mkaouar et al., 2008).

D’ apres nos résultats, des patients du sexe masculin, les enfants inferieur a 2 ans,
sont les plus touchés par |e phénomene de résistance (Mkaouar et al., 2008). L’ &ge et le sexe
sont des facteurs de risque dans I’acquisition de la multirésistantes. Ces résultats ont été
approuvés par une étude effectuée en Romanie, réalisee par Baditiou et al. sur la
détermination des facteurs de risque lié a I'acquisition des souches d entérobactéries
multirésistantes en milieu hospitalier, dont ils ont démontré que chez 100 patients hospitalisés
infectés par des souches d’entérobactéries multirésistantes, le nombre des souches isolées
chez le sexe masculin est égale a 1,8 (presque 2) fois le nombre isolées chez le sexe féminin
(Baditiou et al., 2009). Pour les nourrissons du sexe masculin, il est connu dans nos coutumes
que les garcons sont, d’une maniere générae, circoncis a partir de |’ &ge de deux ans, sauf en
cas des infections urinaires récidives. Une étude cité par Bréaud et Guys, en 2005, a

démontré |’ effet bénéfique de la circoncision sur les infections urinaires hautes chez |’ enfant
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durant les premieres années de vie. Cette étude a rapporté une diminution d’un dixieme des
taux d’infections urinaires aux bactéries résistantes chez les garcons circoncis (0,1%) par
rapport aux gargcons non circoncis (1%) (Bréaud et Guys, 2005).

Il existe d’autres facteurs de risques telles que I'hospitalisation pour un motif
infectieux,  l'antibiothérapie  préalable  (aminopénicillines,  céphalosporines et
fluoroquinolones), le diabéte et un &ge supérieur a 60 ans (Péan et al., 2001 ; D’escrivan et
al., 2004 ; Barbe et al., 2010).

Pendent |’ étude, on a observé des consommations importantes en antibiotiques a
large spectre; 80,65% des patients étaient sous antibiotiques. Cette consommation participe
probablement a I’émergence des BMR. De plus, I’augmentation actuelle des entérobactéries
multirésistantes avec BLSE entretient une augmentation continue de la prescription d’ IMP.
Cette augmentation a pour conséquences |’apparition des bactéries résistance a toutes les -
lactamines y compris les carbapénemes notamment |’ Acinetobacter baumannii et
Pseudomonas aeruginosa. Sur le plan écologique, la pression de sélection induite par une
consommation importante en antibiotiques a large spectre est un facteur de risque identifié
(Belmonte et al., 2010).

Dans notre étude, le taux de résistance des entérobactéries aux C3G observe est de
10,43 % (48/460), ce dernier est élevé par apport a ce qui est rapporté dans les hopitaux de
Begjaia en Algérie 5,8% (Touati et al. 2006). Une revue de la littérature est réalisee par
Mkaouar et al., 2008, donne les taux de résistance aux C3G dans des différents pays.

Tableau N° XXVI11 : Comparaison des taux de résistance des entérobactéries.

Pays Taux derésistance Référence
Algérie (nosrésultats) 10,43% /
Algérie 5,8% (Touati et al. 2006)
Tunisie 15%
Australie 2%

Erance % (Mkaouar et al., 2008).
Inde 34%

Chine 32%
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K. pneumoniae est caractérisée par le taux le plus élevé de résistance 39.02%, ce

dernier se rapproche a celui rapporté par Cao et al, qui est de 32% (Cao et al., 2002). Ce taux

élevé chez K. pneumoniae est probablement du au fait que cette souche est productrice des

enzymes inactivant les C3G tel que les BLSE et les céphalosporinases (Carrér et Nordmann,

2009).
Tableau N° XXI1X : Comparaison des taux de résistance des souches isolées.
Souches Nosrésultats | Autresrésultats Référence
Klebsiella pneumoniae 39.02% 37% Mkaouar et al., 2008
E. coli 2,64% 67,5 Belmonte et al., 2010
E. cloacae 20% 20% Kim et Lim, 2005
Morganella morganii V4 EF 20 % Vaillant et al., 2009
Proteus mirabilis 3,70% 42% Mkaouar et al., 2008
Salmonella spp 11,76% 0% Belmonte et al., 2010
P. aeruginosa 15% 20,7% Ben Abdallah et al., 2008
A. baumannii 8/9 EF 63,3% Elouennass et al., 2003

Le tableau suivant montre la comparaison des taux de résistance de nos souches a

ceux qui obtenus dans le méme laboratoire en 2009 (laboratoire central mere et enfant CHU

Beni-Messous) (Benslimani,

2009).

Tableau N° XXX: Comparaison des taux de résistance de nos souches avec ce qui est

rapporté en 2009 dans le méme laboratoire.

Souche Nos résultats Résultats en 2009
Klebsiella pneumoniae 39% (32/82) 60% (45/75)
E. coli 15,79% (7/265) 2,64% (18/114)
E. cloacae 20% (4/20) 65% (28/43)
Serratia marcescens 1/18 EF 4/11 EF
Proteus spp 3,70% (1/27) 2123 EF
Salmonella spp 2/17 EF 53,8% (14/26)
P. aeruginosa 15% (6/40) 6,77% (4/59)
B. baumannii 0/11 EF 8/9 EF
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Les taux de résistance des souches d’entérobactéries aux B-lactamines sont élevés a
I’ exception de I’imipeneme qui reste actif sur toutes les souches. Nos résultats montrent que
I’imipénéme est la seule P-lactamine active pouvant étre utilisée comme un traitement
alternatif pour ces souches résistantes au cefotaxime et ceftazidime. Selon les anciennes
études, ce dernier considéré, pour longtemps, comme un antibiotique de choix pour les
cliniciens (Mansour et al., 2008). Plusieurs études ont rapporté I’ efficacité de cette molécule
sur les souches d’entérobactéries productrices de BLSE : une sensibilité de 100 % a été
rapportée par Goossens et Grabein, 2005.

Selon le réseau national de la surveillance des bactéries résistantes aux antibiotiques,
en 2009, la résistance aux carbapénémes commence a disséminé dans les hopitaux algériens,
dont des carbapénémases ont été isolées, des métallo-f-lactamases dont VIM-19 ont été
isolées al’hopital central del’arme a Alger en 2008 et 2009, VIM-4 a été caractérisee en 2010
al hépital de Bouloghine (Benamrouche et al., 2009).

Selon Mkaouar et al., 2008, 20 souches de K. pneumoniae résistantes a |’imipénéme
appartenant a un méme clone ont été isolées chez 11 patients. Cette souche était productrice
de BLSE type CTX-M 15, d’AmpC type CMY-4 et de métallo-B-lactamase type VIM-4
(Mkaouar et al., 2008).

Le systéme européen de surveillance de la résistance aux antibiotiques surveille les
taux de résistance aux carbapénémes chez les souches de K. pneumoniae isolées de
bactériémies. En France, la prévalence de cette résistance est tres faible, avec seulement 0,1 %
de souches résistantes en 2008. A I'inverse, en Gréce, on observait 27,8 % de souches
résistantes des le début de la surveillance en 2005, et ce taux est passé a 43,5 % en 2009. En
Israél, la résistance, quasiment nulle (0,3 %) en 2005, n’a cessé d augmenter depuis, avec
11,1 % de souches résistantes en 2006, 21,8 % en 2007, puis une stabilisation avec 19,3 % en
2008. Cette trés forte progression des taux de résistance chez K. pneumoniae en Israél et en
Grece est due principalement a la diffusion de deux types d’enzymes, KPC et VIM (Grall et
al., 2011).

Pour les autres résistances associées aux B-lactamines, on retrouve la ciprofloxacine
qui montre une activité faible sur les souches résistantes au céfotaxime et ceftazidime
(33.33%). Touati al., 2006 ont rapportés un taux de 0%. Cependant plusieurs auteurs ont

rapporté des taux de résistance variables a cette molécule: 55% de souches BLSE sont
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résistantes a la ciprofloxacine dans I’ é&tude rapportée par Eisner et al. (Eisner et al., 2006), et

80% rapportés par Goossens et Grabein (Goossens et Grabein, 2005).

La résistance aux aminosides observée dans notre étude est élevée, 75% pour la
gentamycine et 33,33% pour I’amikacine, on note 89.58% de résistance au cotrimoxazole.
Des taux de 76% de résistance aux aminosides et 57% au cotrimoxazole sont rapportés par
Touati et al 2006. A part les souches naturellement résistantes, aucune résistance n'a été
observée pour la colistine. La plupart des souches productrices de BLSE de type CTX-M, sont
non seulement résistantes a la majorité des P-lactamines mais également & de nombreux
antibiotiques des autres familles tels que les fluoroquinolones, les aminosides, le
cotrimoxazole, les tétracyclines ou encore le chloramphénicol (Ruppé, 2010). L’ association

de larésistance de ces molécules a été signal ée par de nombreux auteurs (Lemort et al., 2006).

Parmi les 6 souches de P. aeruginosa résistantes, 3 sont résistantes a la ceftazidime,
ticarcilline, pipéracilline et 5 sont résistantes a |I'imipénéme, des taux de 13,25% et 10,93%
pour la ceftazidime et |’imipénéme respectivement ont été rapportés par le réseau national de
la surveillance des bactéries résistantes aux antibiotiques, en 2009 (Benslimani, 2009). Des
taux de 26%, 26,2% et 23,6% pour laticarcilline, pipéracilline et ceftazidime respectivement
ont été rapportés par Ben Abdallah et al, en 2008 en Tunisie.

Des différents taux de résistance a I’imipéneme ont été rapporté en France par
Minchella et al., 2010, 17,4% en 2002, 12,2% en 2003, 13,2% en 2004, 15,5% en 2005 et
17,2% en 2006 (Minchella et al., 2010). Les phénotypes probables de la résistance de ces
souches al’imipénéme sont ; soit I” hyperproduction de la céphal osporinase naturelle associée
aune atération d' imperméabilité ou une perte de porines oprD2, mémes phénotypes rapportés
par Grall et al, 2011.

Concernant la résistance aux aminosides, 1/6 est résistante a tous les aminosides
testés. Selon Ben Abdallah et al 2008 en Tunisie, les aminosides sont des antibiotiques
bactéricides souvent prescris en association avec les P-lactamines dans le traitement des
infections graves a P. aeruginosa, la résistance a ces antibiotiques est de 30,1% (Ben
Abdallah et al., 2008). Selon Enoch et al, le taux moyen de résistance aux (pipéracilline,
ceftazidime, imipéneme et gentamycine) des souches de P. aeruginosa isolés dans le sang
difféerent selon la région, il est de 15% en Amérique de sud, 9,3% en Europe et 2,1% en
Amérique de nord entre 1997 et 2001 (Enoch et al., 2007). Aucune de nos souches résistent a
la ciprofloxacine (0% de résistance), ce résultat est différent a ce qui est rapporté dans la
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littérature, par exemple en France 34,7% en 2002 et 33,1% en 2006 (Minchellaet al., 2010).
Ben Abdallah et al 2008 ont rapporté un taux de 21,6% en Tunisie, 40% en Europe et 16%
aux Etats-Unis.

Les B-lactamases naturelles de I’A. baumannii de type AmpC sont résistantes aux
inhibiteurs de B-lactamases et conférent une résistance aux aminopénicillines, C1G et C2G
mais pas pour le céfépime et dans | e cas d’ une hyperproduction de cette céphal osporinases, on
aura une résistance aux pipéracilline et a la ticarcilline (Joly-Guillou, 2006). Toutes nos
souches sont résistantes a la ceftazidime, une étude faite en Grece a montrée que >94% des
souches A. baumannii sont résistantes a la ceftazidime, I'amikacine et a I'imipeneme (Enoch
et al., 2007).

La résistance d’A. baumannii aux carbapénémes a augmenté de maniére alarmante ces
dernieres décennies, du a |'usage abusif de cette classe d' antibiotique dans les services
hospitaliers y a largement contribué. Cependant, |a résistance a imipenéme est variable selon
les auteurs, alant de 3,1 a 60 % (Chbani et al., 2004). La résistance de ces souches aux
aminosides observée est variable, toutes les souches sont sensibles a la netilmycine et 6/8
sont résistantes a I'amikacine. Des différents taux de résistance aux aminoside ont éé
rapportés dans la littérature ; 64.9% en Tunisie (Ben Ha et Khedher , 2010) et 95% en Corée
(Lim et al., 2007). Pour I’amikacine, 38.3% des résistances en Turquie (Kulah et al., 2010) ,
35.9% en Tunisie ( Ben Hg et Khedher , 2010), 35.8% au Maroc (Lahsoune et al., 2007). 6/8
des souches sont résistantes a la ciprofloxacine, cette résistance est de 73% en Inde (Joshi et
al., 2003) et de 54% dansles hépitaux tunisiens (BenHg et Khedher ,2010).

La colistine reste le seul antibiotique auquel aucune des souches n'est résistante ce
qui peut étre expligué par le fait que cet antibiotique n'est pas encore utilisée pour le
traitement des infections aux entérobactéries, Pseudomonas aeruginosa et A. baumannii en
Algérie, selon Gounden et al., 2009 ; la colistine est un antibiotique acceptable pour le
traitement des infections a d'A. baumannii quand cette espece résistante aux d'autres familles
d’ antibiotiques disponibles (Gounden et al., 2009).
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Les phénotypes de résistance observés dans notre étude sont variables a savoir
I’'imperméabilité, I"hyperproduction des céphalosporinases chromosomiques, production de
BLSE notamment de type CTX-M, production des céphaosporinases plasmidiques,
production des carbapéneémases ou |’ association de ces mécanismes.

La production des BLSE (BLSE seules ou associés aux d’autres mécanismes) chez
nos souches d entérobactéries résistantes est de 89.58% (43/48). 3 souches d'A. baumannii
sont productrice de BLSE, aors que aucune souche de P. aeruginosa ne les produit. Selon le
réseau national de surveillance des bactéries résistantes en Algérie, en 2009, la production de
BLSE était de 22,02% dans 16 laboratoires, et que le nombre des souches de d’ A. baumannii
et P. aeruginosa reste faible (Benslimani, 2009).

Tableau N° XXXI: Comparaison de nombre des souches productrices de BL SE dans

des différents hopitaux en Algérie avec nos souches (Benslimani, 2009).

Entérobactéries P. aeruginosa A. baumannii
Nosrésultats 43/460 0/40 3/9
Résultats de méme laboratoire
T 11/292 NP NP
CHU Mustapha Bacha 66/202 0/111 23/60
CHU Tizi-Ouzou 154/744 2/172 124
HMRU Constantine 92/434 27/120 6/28
HMRU Oran 44/186 2/52 0/13

NP : Non précisé

Dans notre éude, une souche d’E. coli présente un phénotype BLSE associée a une

céphalosporinase. Larésistance chez E. coli peut étre associée al’ acquisition d’un gene ampC
transférable sur un plasmide ou autres ééments transférables (porteur de promoteur fort)
(Mammeri et al., 2008). Les céphal osporinases plasmidiques retrouvées chez E. coli sont de
type CMY2, CMY-8b (Singtohin et al., 2010), DHA-1, CMY-6 (Yoo et al., 2010) et ACC
(Mammeri et al., 2008).

Dans notre éude deux souches de K. pneumoniae présentent le méme phénotype
(BLSE associée a une céphalosporinase), des résultats semblables ont éé rapportés par
Cuzon et al, 2010b. Cette association de mécanisme s exprime par des CMI trés élevées, pour
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nos souches, des CMI > a 128ug/ml ont été obtenues Vis-a-vis de la cefoxitine, cefotaxime,
ceftazidime et |a céfepime. En Algérie, une étude réalisée entre 2003 et 2007, portant sur la
prévalence des entérobactéries productrices de céphalosporinases plasmidiques isolées au
niveau des hopitaux d’Alger, a montré récemment une prévalence de 2,18% comportant 8
enzymes detype CMY -2 et 3 de type DHA-1 (labadene et al., 2009).

La production des BLSE de type CTX-M chez nos souches est de 70.83%, ces souches
sont caractérisées par des CMI élevées dlant jusgu'a 128 pug/ml pour la cefotaxime et la
céfepime. Les BLSE de type CTX-M sont les enzymes les plus répandues, distribuées a la
fois sur de vastes régions geographiques et entre une large gamme de bactéries cliniques, en
particulier, les membres de la famille des entérobactéries (Ben Achour et al., 2009). Des
études a |’ échelle nationale ont montré que les CTX-M-15 et CTX-M-3 sont les plus isolée en
Algérie (Ramdani-Bougessa et al., 2006 ; Touati et al., 2006 ; labadene et al., 2008 ; Messai
et al., 2008).

La résistance par hyperproduction des céphalosporinases naturelles est de 8.33%,
Belmonte et al., 2010, ont rapporté un taux de 5,2 %. Enterobacter cloacae, P. aeruginosa et
A. baumannii possedent naturellement une céphalosporinase chromosomique, qui peut étre
alors surexprimée suite a des mutations (Gueudet et al., 2010). Les céphal osporinases
semblent moins fréquentes que les BLSE, leur prévalence est probablement sous-estimée car
leur détection est difficile (Jocoby, 2009 ; Bush, 2010).

Selon Zhou et al., 2007, I'imipenéme est hydrolysé par des carbapénemases de la
classe B ou D qui peuvent étre présentes chez les souches d’ Acinetobacter ssp (Zhou et al.,
2007). Dans notre étude, 3 souches d’A. baumannii sont productrices de MBL, ces enzymes
lui conférent une résistance qui s exprimes par des CMI tres élevées vis-a-vis de I'imipénéme
(64ug/ml). Aucune souche de P. aeruginosa n’est productrice. La production des MPBL varie
selon les pays et le microorganisme en question, elle a été respectivement de 33.3, 32 et 14.2
% en Turguie, en Amérique latine et en Corée pour A. baumannii et de 56.8, 17,5 et 11.4 %
pour P. aeruginosa. Ces résultats montrent que la fréquence de ces souches augmente de
fagcon inquiétante partout dans le monde et leur émergence représente un sérieux risque
¢pidémiologique pour au moins deux raisons, d’une part ces MBL conférent non seulement la
résistance a I’IMP mais a toutes les f-lactamines et aux autres classes d’antibiotiques comme
les aminosides, et d autre part les génes codant pour ces enzymes sont portés par des
intégrons qui peuvent se transmettre horizontalement a d’autres souches (Ait e kadi et al.,
2006).
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En plus de sa production d’une métallo-p-lactamase, la résistance de ces souches a
I’aztréoname (CMI >128ug/ml), laisse supposer qu’elles peuvent étre productrices des
oxacillinases. En effet, le mécanisme de résistance aux carbapénémes chez A. baumannii
correspond a 1’acquisition de métallo-p-lactamase et d’oxacillinase (Lin et al., 2011). Les
métallo-B-lactamases décrites chez A. baumannii sont de type VIM, IMP, SIM (Poirel et
Nordmann, 2006).

Les oxacillinase naturelles (OXA-69, OXA-51) d A. baumannii peuvent étre
hyperproduites en cas de I'insertion en amont du gene codant cette oxacillinase d'une
sequence d’insertion appelée ISAbal qui apporte des sequences promotrices fortes (Lee et al.,
2009). En plus de ces enzymes, il existe d'autres oxacillinases acquises représentées
essentiellement par OXA-23, OXA-24 and OXA-58 (Poirel et Nordmann, 2006).

Drissi et al, ont récemment identifié OXA-58 chez des souches d’A.baumannii
isolées dansle CHU de Tlemcen (Algérie). Les investigations génétiques ont démontré que
le géne codant pour OXA-58 est flangqué pas des séquences d’insertions (ISAba3-blaOXA -
58-1SAba3) qui semblent étre a |’ origine de son acquisition et son expression, porté par un
plasmide, le gene OXA-58 semble étre capable de disséminer, renforcant ainsi 1a probabilité
gue les oxacillinases suspectées chez nos souches soient de type OXA-58 (Drissi et al., 2010).

Le transfert des génes de résistances pour les BLSE par conjugaison, implique des
éléments génétiques mobiles, tels que les plasmides. Ceux-ci, peuvent facilement dupliquer et
se propager rapidement parmi différentes especes bactériennes par transfert horizontal, ce qui
représente un grand risque avec des consequences significatives environnementales (Pai et al .,
2004). Dans notre étude, pour les souches productrices des CTX-M, il n'y a pas eu lieu de
transfert du géne blacry.m. L’ absence de transconjugants peut étre expliquée par le fait que les
plasmides portant le gene blacrx.m ne soient pas conjugatif. En effet, méme s, dans la
majorité des cas, le gene blacrx.m st porté par un plasmide conjugatif, certains plasmides
portant ce méme géne ne sont pas transférables (Walther-Rasmussen et Haiby, 2004). Le gene
blactx.v peut cependant étre transféré par d autres ééments mobilisables a savoir, les
intégrons et les transposons (Corkill et al., 2005). Des résultats similaires ont été rapportés par
Wang et al., 2007. Le géne blaampc N'a pas été transfére contrairement a ce qui est rapporté
par Messai et al, 2006, dont le géne blaanc est porté par un plasmide transférable de 7,14kb
chez deux souches d'E. coli. Le géne blacaz est parfaitement transferé, méme résultat
rapporté par Miradi et al., 2009.
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Conclusion

En résumé, nous avons obtenu au cours de notre étude | es résultats suivants :

0o Autota 509 souches ont été isolées et identifiées, dont 460 sont des entérobactéries,
40 sont des P. aeruginosa et 9 sont des A. baumannii.

0 62 souches sont résistantes, dont le taux globale de la résistance est de 12,18%
(62/509).

0 48/62 des souches résistantes sont des entérobactéries, 8/62 sont des A. baumannii et

6/62 sont des P. aeruginosa.

La plupart des souches résistantes ont été isolées en pediatrie avec un taux de 23,47 %.

Les nourissons sont les plus touchée par la résistance.

o O O

5/6 P. aeruginosa et 3/8 des souches d’ A. baumannii sont résistant al’imipénéme.
0 70.83% des souches résistent par la production des BLSE de type CTX-M, ce qui
refléte une épidémie a BL SE dans cet hopital.

Notre éude montre que la résistance aux carbapénemes des bacilles a Gram négatif,
commence a disseminée d’ une fagon rapide dans nos hdpitaux, en particulier par production
de carbapénémases, en conséquences, les infections a ces bactéries productrices de
carbapénemases entrainent de véritables situations dimpasse thérapeutique et sont

directement responsables d’ une surmortalité.

Des études épidémiologiques seront nécessaires pour évaluer de facon precise la

distribution de ces B-lactamases qui pourraient émerger plus dans le futur.

Une meilleure maitrise en termes d’ hygiene hospitalieres (renforcement de la formation
du personnel aux regles préventives, précocité du dépistage. . .) et un meilleur controle de la
consommation en antibiotique seraient toutefois des facteurs favorisants une melilleure
maitrise des risques. L’anayse moléculaire des clones détectés parait indispensable a terme

pour une compréhension et une réaction adaptée al’ émergence des BMR.
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Conclusion

En perspectives, nos résultats obtenus au cours de notre étude restent préliminaires et

meéritent d' étres exploiter et compléter par :

» Identification de type de P-lactamases par des réactions de PCR et séquengage des
genes,

» Recherche des geénes de résistance aux autres familles d’antibiotiques associés aux f-
lactamases,

> Elargir la période d’ étude afin d’ avoir des résultats représentatifs et significatifs, ol sera
pris en compte un nombre plus considérable de groupes bactériens a savoir les Gram positif
et d' autre bactéries a Gram négatif.

> Suivre |’ évolution de la résistance en pédiatrie, afin d’ évaluer mieux les facteurs de risque
chez I’ enfant.
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ANNEXES

ANNEXE |

Résultats des tests biochimiques

2 = O]

Souches = =~ g ;?u g -E é é é g § %
P.aeruginosa - - d - d - - + d - - -
A .baumannii - - d - - - - - - - - -
C. freundi + | - |+ |+ + - - d - + | d | +
E. cloacae - + | 4+ - - - - + + + |+ | +
E. coli + - - - - + + - + + +

K. oxytoca d + + - + - + - - + + +
K. pneumoniae d + | + - + - + - - + | + | +
M. morganii + - - - + + - - + + - -
P. mirabilis + - d + + - - - + + - -
P. vulgaris + - - + + - - - - + - -
Salmonella spp + - - + - - + - + - - -
S. marcescens - + + - - - + - + d - +
Ser. liquifaciens | + | + | + - - - - + - + } +
Sh. dysenteri + - - - - - - - - - - -
Sh. sonnei + - - - - - - - + - - -
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ANNEXE Il
Les diametres de résistance des entérobactéries aux pB-lactamines et aux autres familles
d’antibictique
p-lactamines
CHUO01 E. cloacae - R/<6 | R/10 | R/<6 | R/12 | R/14 | S/30 S S28 | R/9
CHUO02 K. pneumoniae - R/<6 | R/10 | R/<6 | R/<6 | R/15 | R/17 R S30 | S/26
CHUO03 K. pneumoniae + R/<6 | 1/14 R/<6 | R/20 | 1/25 | S/28 S S/30 | S/26
CHUO04 K. pneumoniae + R/<6 | S/23 | R/<6 | R/<6 | R/14 | R/15 R S30 | S/28
CHUO5 K. pneumoniae + R/<6 | 1/16 R/<6 | R/12 | R/18 | R/18 R S28 | S/30
CHUO06 K. pneumoniae + R/<6 | 1/15 R/<6 | R/<6 | R/12 | R/14 R S30 | §/32
CHUO07 K. pneumoniae + R/<6 | R/11 | R/<6 | R/<6 | R/14 | R/16 R S28 | S/26
CHUO08 K. pneumoniae + R/<6 | 1/20 R/<6 | R/<6 | R/16 | R/16 R S30 | §/32
CHUQ9 K. pneumoniae + R/<6 | R/15 | R/<6 | R/12 | R/12 | R/16 R S30 | S/28
CHU12 E. coli + R/<6 | R/16 | R/<6 | R/<6 | R/10| R/8 R S/28 | S/21
CHU13 E. coli + R/<6 | R/20 | R/<6 | R/14 | 1/25 | 1/20 S S/28 | S/30
CHU14 S. marcescens + R/<6 | R/8 R/<6 | R/<6 | R/14 | R/12 R S/26 | S/18
CHU15 K. pneumoniae + R/13 | 1/20 /15 1/23 | S/25 | S/30 S S28 | S/30
CHU16 K. pneumoniae + R/<6 | 1/17 R/<6 | R/13 | 1/20 | 1/20 I S30 | S/28
CHU18 K. pneumoniae + R/<6 | 1/16 R/<6 | R/12 | R/14 | R/16 S S34 | §/28
CHU19 M. morganii - R/<6 | R/8 R/<6 1/20 | R/16 | S/24 S S/25 | §/22
CHU20 | Sal. typhimurium - R/<6 | R/10 | R/<6 | R/<6 | R/<6 | 1/20 R S28 | R/14
CHU21 K. pneumoniae + R/<6 | 1/16 R/<6 | R/10 | R/18 | R/18 R S28 | S/26
CHU22 E. coli + R/<6 | R/14 | R/<6 | R/13 | 1/23 | 1/18 I S/28 | S/26
CHU23 E. cloacae + R/<6 | R/I<6 | R/<6 | R/<6 | R/<6| R/12 R S/27 | R/<6
CHU24 E. coli - R/<6 | R/10 | R/<6 | R/<6 | R/<8| R/16 R S/24 | R/10
CHU25 E. coli + R/<6 | 1/16 R/<6 | R/<6 | 1/24 | 1/20 I S/30 | §/32
CHU26 | Sal. typhimurium + R/<6 | 1/20 R/<6 /20 | R/10 | S/25 I S/32 | S/26
CHU27 E. cloacae + R/<6 | R/<6 | R/<6 | R/10 | R/14 | R/16 | R/14 | S/25 | R/10
CHU28 K. pneumoniae + R/<6 | R/15 | R/<6 | R/12 | R/16 | R/18 | R/16 | S/28 | S/25
CHU29 K. pneumoniae + R/<6 | 1/20 R/<6 1/23 | RI14 | 1/24 | R/16 | S/30 | S/30
CHU31 K. pneumoniae + R/<6 | 1/19 R/<6 | R/10 | R/14 | R/16 | R/13 | S/30 | 927
CHU32 K. pneumoniae + R/<6 | S/24 | R/<6 | R/12 | R/12 | R/14 | R/16 | S/32 | S/28
CHU33 K. pneumoniae + R/<6 | 1/19 R/<6 | R/14 | R/14 | R/14 | R/17 | S/30 | 925
CHU35 K. pneumoniae + R/<6 | 1/16 R/<6 | R/<6 | R/I<6 | R/<6 | R/<6 | S/27 | S20
CHU37 K. pneumoniae + R/<6 | R/15 | R/<6 | R/16 | R/18 | R/21 | R/17 | S/26 | S/28
CHU38 E. coli + R/<6 | R/16 | R/<6 | R/12 | R/18 | R/16 | R/15 | S/32 | S/30
CHU41 K. pneumoniae + R/<6 | R/12 | R/<6 | R/<6 | R/I<6| R/8 | R/<6 | S/30 | R/18
CHUA42 K. pneumoniae + R/<6 | R/15 | R/<6 | R/<6 | R/<6| R/8 | R/<6 | S/30 | R/17
CHU43 K. pneumoniae + R/<6 | R/I<6 | R/<6 | R/<6 | R/I<6 | R/<6 | R/<6 | S/30 | R/16
CHU44 K. pneumoniae + R/<6 | R/I<6 | R/<6 | R/<6 | R/I<6| R/<6 | R/<6 | S/28 | S/20
CHU45 K. pneumoniae + R/<6 | R/I<6 | R/<6 | R/<6 | R/I<6 | R/<6 | R/<6 | S/30 | R/18
CHU46 K. pneumoniae + R/<6 | R/I<6 | R/<6 | R/<6 | R/I<6| R/<6 | R/<6 | S/29 | S/20
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CHuU47 M. morganii - R/<6 | R/I<6 | R/<6 | R/19 | R/17 | S/32 | S30 | S/25 | 918
CHU48 K. pneumoniae + R/<6 | R/<6 | R/<6 | R/10 | R/16 | R/18 | R/15 | S/30 | S/28
CHU50 E. cloacae - R/<6 | R/10 | R/<6 | R/<6 | R/8 | 1/24 | R/I18 | S27 | R/<6

CHU52 K. pneumoniae R/<6 | R/12 | R/<6 | R/10 | R/17 | R/14 | R/11 | S/25 | §25

CHUS53 K. pneumoniae R/<6 | R/15 | R/<6 | R/12 | R/18 | R/17 | R/18 | S/28 | S/26

CHU57 K. pneumoniae R/<6 | R/10 | R/<6 | R/10 | 1/20 | R/18 | R/19 | S/26 | S/23

CHU58 K. pneumoniae R/<6 | R/12 | R/<6 | R/14 | 1/20 | R/19 | R/19 | S/30 | S/26

CHUS9 E. coli R/<6 | R/14 | R/<6 | R/10 | R/18 | R/16 | R/18 | §28 | §/22

CHUG60 K. pneumoniae R/<6 | R/13 | R/<6 | R/<6 | R/8 | R/10 | R/9 | S/20 | §21

|+ |+ |+ |+ |+ ]+

CHU61 K. pneumoniae R/<6 | R/15 | R/<6 | R/14 | 1/20 | R/18 | 1/24 | S/25 | S22

Lesautresfamilles
CODE SOUCHES SYN

CHUO1 E. cloacae - S/30 S/25 | R/<6 | S/26 S/40 S/25 R/10 S/20
CHUQ2 | K. pneumoniae - R/10 S22 | R/I<6 | 1/18 S/38 R/<6 S/19 S/17
CHUO3 | K. pneumoniae + S/25 S20 | R/<6 | S22 S/29 S/28 S24 S/28
CHUO4 | K. pneumoniae + R/10 S26 | 1/12 | S/27 S/36 S/30 S/26 518
CHUO5 | K. pneumoniae + R/<6 | R/<6 | R/<6 | R/<6 R/<6 S/26 S/28 S17
CHUO6 | K. pneumoniae + R/11 S21 | R/<6 | R/<6 R/<6 S/36 S/25 S21
CHUQ7 | K. pneumoniae + R/8 1/16 | R/I<6 | S20 S/28 S/25 R/15 516
CHUO8 | K. pneumoniae + R/8 S19 | R/<6 | 1/18 /17 S/30 S/26 518
CHUQ9 | K. pneumoniae + R/<6 | S/18 | R/<6 | S/28 S/28 R/<6 S/24 S/18
CHU12 E. coli + R/<6 S/18 | R/<6 | R/<6 R/<6 S/20 S/18 518
CHU13 E. coli + S/23 S21 | R/<6 | R/I<6 | RI/<6 S/30 R/16 S/17
CHU14 | S. marcescens + R/<6 | R/<6 | R/I<6 | S/24 S/25 S/25 R/10 916
CHU15 | K. pneumoniae + S22 S20 | R/<6 | S/21 S/32 S/30 S/20 S17
CHU16 | K. pneumoniae + R/10 S18 | R/I<6 | /14 1/16 S/25 S17 S/17
CHU18 | K. pneumoniae + S/25 S23 | R/<6 | /14 R/15 S/25 518 S17
CHU19 M. morganii - R/<6 | S/18 | R/<6 | S/26 S/34 S/28 R/12 R/<6
CHU20 | Ssal. typhimurium | — S/25 S/25 | R/I<6 | 1/14 S35 S/24 /15 518
CHU21 | K. pneumoniae + R/9 S24 | R/I<6 | S/20 S/29 S/28 S/20 S17
CHU22 E. coli + R/<6 | S22 | 1/14 | R/<6 S/23 S/28 S27 S20
CHU23 E. cloacae + R/<6 | R/<6 | R/I<6 | S/26 S/34 S24 S/25 S/20
CHU24 E. coli - R/12 | S22 | R/I<6 | R/I<6 | R/13 S/25 S/19 S/15
CHU25 E. coli + S/25 S/23 | R/<6 | RI<6 | R/13 R/<6 918 918
CHU26 | Sal. typhimurium | + S/25 S22 | R/<6 | 1/17 S/30 S/24 1/15 S/17
CHU27 E. cloacae + R/8 S/17 | R/<6 | R/15 /18 R/<6 S17 S17
CHU28 | K. pneumoniae + R/10 S22 | R/<6 | S/18 S/34 R/<6 S/18 S/17
CHU29 | K. pneumoniae + R/A3 | R/12 | S/25 | S/24 S/30 S27 R/16 S/16
CHU31 | K. pneumoniae + R/<6 | S20 | R/<6 | R/<6 R/<6 R/<6 S24 S/20
CHU32 | K. pneumoniae + R/10 S22 | §24 | S23 S/30 S/30 R/15 S17
CHUS33 | K. pneumoniae + R/8 919 | R/<6 | S/18 R/16 S/28 S17 S17
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CHU35 | K. pneumoniae + R/<6 | R/<6 | R/I<6 | S/25 S/32 R/<6 S/19 516
CHU37 | K. pneumoniae + R/<6 | R/15 | R/I<6 | S/26 S/28 S/28 R/15 S17
CHU38 E. coli + R/<6 | R/15 | R/<6 | S/25 S/33 S/25 526 S20
CHU41 | K. pneumoniae + R/<6 | R/11 | R/<6 | R/<6 R/<6 S22 R/8 S/18
CHU42 | K. pneumoniae + R/<6 | R/11 | R/<6 | R/<6 R/<6 S/23 R/<6 S/18
CHU43 | K. pneumoniae + R/<6 | R/<6 | R/<6 | S/20 S/26 R/<6 R/12 S/18
CHU44 | K. pneumoniae + R/<6 | R/<6 | R/I<6 | S/24 S/32 R/<6 S22 S/17
CHU45 | K. pneumoniae + R/<6 | R/<6 | R/I<6 | S/23 S/32 R/<6 S/20 516
CHU46 | K. pneumoniae + R/17 | R/A5 | R/<6 | S22 S/32 R/<6 R/15 S17

CHU47 M. morganii S/27 S/26 | S/28 | S/24 S/40 S/20 R/16 R/<6

+

CHU48 | K. pneumoniae R/<6 | §/18 | R/<6 | R/8 S/28 R/<6 S21 S20

CHU50 E. cloacae - S/25 S/21 | S/30 | S/27 S/38 S/28 R/14 S/20

CHU52 | K. pneumoniae R/<6 | §20 | R/<6 | S26 S/32 S/27 S22 S21

CHUS53 | K. pneumoniae R/10 S21 | R/<6 | S/18 S/18 S/26 518 518

CHU57 | K. pneumoniae R/<6 | R/17 | R/I<6 | R/14 R/16 S/25 918 S/19

CHUS58 | K. pneumoniae R/<6 | §21 | R/<6 | S17 S S/26 520 S19

CHUS59 E. coli S21 S/21 | R/I<6 | R/<6 S/23 S/23 S/26 S/19

CHUG60 | K. pneumoniae S/20 S18 | R/<6 | R/<6 R/9 S24 S21 S20

+l+ |+ |+ |+ ]+ ]|+

R/<6 | R/16 | R/<6 | S/20 S/23 R/<6 S17 S/16

CHU61 | K. pneumoniae

L es diametres de résistance des souches de Pseudomonas aeruginosa aux p-lactamines et aux
autresfamilles d’antibiotique

Les p-lactamines
CHU34 P. aeruginosa - S/25 S27 S/34 S27 S/28 S/28 R/11
CHU40 P. aeruginosa - R/<6 R/<6 R/14 R/<6 R/14 | R/8 R/8
CHU49 P. aeruginosa P1 - R/<6 R/12 R/11 R/<6 R/15 | R/13 523
CHU51 P. aeruginosa P6 - R/17 R/16 R/17 R/15 R/16 | 1/24 R/10
CHUS55 P. aeruginosa P6 - S/21 S/22 S/32 S/29 S27 | S/127 R/<6
CHU56 P. aeruginosa - S S S S/30 S/35 | S/35 R/<6
Lesautresfamilles
CHU34 P. aeruginosa - S/20 | S/19 | S/21 | S/18 S/30 S22
CHU40 P. aeruginosa - R/<6 | R/<6 | R/<6 | R/I<6 | S/34 g/19
CHUA49 P. aeruginosa P1 - S/26 | S/25 | S/26 | S/24 S/34 S/23
CHU51 P .aeruginosa P6 - S/27 | S/25 | S/26 | S/29 S/38 S/21
CHU55 P. aeruginosa P6 - S22 | S/23 | S/23 S S/32 S/19
CHUS56 P. aeruginosa - S/21 | S/24 S S S/32 S
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Lesdiametres de résistance des souches d’ Acenitobacter baumannii aux p-lactamines et aux
autresfamilles d'antibiotique

Les B-lactamines
CODE SOUCHES SYN

CHU10 A. baumannii - R/<6 R/<6 R/<6 | R/<6 | R/14 | R/16 R/8
CHU11 A. baumannii - R/<6 R/<6 R/<6 | R/<6 | R/<6 | R/<6 R/<6
CHU17 A. baumannii - R/12 R/14 R/12 | R/10 | R/<6 | R/<6 S22
CHU30 A. baumannii - R/18 R/18 R/11 R/8 R/10 R/12 S/28
CHU36 A. baumannii - R/<6 R/<6 R/<6 | R/<6 | R/8 R/<6 R/12
CHU39 A. baumannii - S/23 S/23 S/21 R/11 | 1/20 R/16 S/30
CHU54 A. baumannii + R/<6 R/<6 R/<6 | R/10 | R/12 R/13 S/25
CHU62 A. baumannii + 1/20 /27 R/13 | R/i<6 | R/13 | R/15 S/23
Lesautresfamilles

CHU10 | A. baumannii - S/M19 | R/13 | 925 | 932 | R/<6 | R/<6 | S/16 R R
CHU11 | A. baumannii - S S R R R/<6 | R/<6 S R R
CHU17 | A. baumannii - R/12 | R/12 | R/13 | S/31 | R/<6 | §/23 | S/18 R R/<6
CHU30 | A. baumannii - R/11 | R/10 | S§23 | S/20 | R/14 | R/13 | S/16 R/8 | R/12
CHU36 | A. baumannii - S/20 | R/14 | S/32 | S40 | R/<6 | R/<6 | S/19 | R/10 | R/<6
CHU39 | A. baumannii - R R S/20 | S/24 | R/<6 | §/30 | 917 | R/7 | R/12
CHU54 | A. baumannii + R/12 | R/11 | §21 | §22 | R/<6 | R/14 | S/18 R S
CHUB2 | A.baumannii + S/20 | S/20 S S S/21 | 25 | 919 R S/20
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Valeur s critiques des diametres (mm) des zones d’inhibition pour Entérobactéries (CL SI, 2008)

Antibiotiques Charges (ug) sensible intermeédiaire résistante

Ampicilline 30 > 17 14-16 <13
AmoxicillinetAcide
e 20+10 >18 1417 <13
Céfazoline 30 >18 15-17 <14
Céfotaxime 30 >23 15-22 <14
Céfoxitine 30 >18 15-17 <14
Imipéneme 10 >16 14-15 <13
Gentamycine 10 >15 13-14 <12
Amikacine 30 >17 15-16 <14
Acide nalidixique 30 >19 14-18 <13
Ciprofloxacine 5 >21 16-20 <15
Chloramphénicol 30 >18 13-17 <12
Triméthoprime-

aulfaméthoxazole 1.25+23.75 >16 11-15 <10
colistine 50 >15 / <15
Furane 300 >17 15-16 <14
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Valeurscritiques des diamétres (mm) des zones d’inhibition pour A. baumannii (CL SI, 2008)

Antibiotiques Char ges (10) sensible intermédiaire résistante
Ticarcilline 75 >20 1519 < 14
Ticarcilline + ac.clavulanique 75+10 >20 1519 < 14
Pipéracilline 100 >21 18-20 <17
Céftazidime 30 >18 15-17 <14
Aztréonam 30 >22 16-21 <15
I mipénéme 10 >16 14-15 <13
Gentamycine 10 >15 13-14 <12
Amikacine 30 >17 15-16 <14
Tobramycine 10 >15 13-14 <12
Rifampicine 5 >20 17-19 <16
Ciprofloxacine 5 >21 16-20 <15
Doxycycline 30 >16 13-15 <12

Triméthoprime-

ST 1.25+23.75 > 16 11-15 <10
Colistine 50 >15 / <15

Valeurscritiques desdiamétres (mm) deszonesd’inhibition pour P. aeruginosa (CL S, 2008)

Antibiotiques Char ges (ug) sensible intermédiaire résistante
Ticarcilline 75 >15 / <14
Ticarcilline + ac.clavulanique 75+10 >15 / <14
Pipéracilline 100 > 18 / <17
Céftazidime 30 >18 15-17 <14
Aztréonam 30 >22 16-21 <15
| mipénéme 10 >16 14-15 <13
Gentamycine 10 >15 13-14 <12
Amikacine 30 >17 15-16 < 14
Netilmicine 30 >15 13-14 <12
Tobramycine 10 >15 13-14 <12
Ciprofloxacine 5 >71 16-20 <15
coligtine 50 >15 / <15
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ANNEXE |11

Composition desmilieux de culture (pour 1l d’eau distillée) (Le Minor et Richard, 1993)

Géose Hektoen

Protéose peptone 12 g
Extrait de levure 3 g
Chlorure de sodium g
Thiosulfate de sodium 5 g
Selshiliaires 9 g
Citrate de fer ammoniacal 15 g
Salicine 2 g
Lactose 12 g
Saccharose 12 g
Fuchsine acide 0.04 g
Bleu de bromothymol 0.065 g
Agar 14 g
pH 75

Géose Mudler Hinton

Infusion de viande de beeuf 300 g
Hydrolysat de caséine 17,5 g
Amidon 15 g
Agar 17 g
pH 7.4
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Bouillon glucosé tamponné (BGT)

Peptone 20 g
Extrait de viande 2 g
Chlorure de sodium 2,5 g
Phosphate monopotassique 0,7 g
Phosphate di-sodique 8,3 g
Glucose 4 g
pH 7,7

Bouillon SFM

Peptone de viande 5 g
Lactose 4 g
Sélénite de sodium 4 9
Phosphate dipotassique (Merck) 35 g
Phosphate monopotassique (Merck) 6,5 g
Sodium phosphate (Difco) 10 g
pH 7,2

Gélose Mac Conkey

Peptone de caséine 17 g
Crisal violet 0.001 g
Crisal violet 0.001 g
Rouge neutre 0.03 g
Chlorure de sodium 5 g
Mélange de sels biliaires 15 g
Lactose 10 g
Peptone de viande 3 g
pH 7.4

Géose TS

Extrait de viande de boeuf 3 g
Extrait de levure 3 g
Peptone trypsique 20 g
Chlorure de sodium 5 g
Citrate ferrique 0.3 g




Annexes

Thiosulfate de sodium 0.3 g
Lactose 10 g
Glucose 1 g
Saccharose 10 g
Rouge de phénol 0.05 g
Agar 12 g
pH 7.4

Milieu Urée-Indole

L-tryptophane 3 g
Phosphate monopotassique 1 g
Phosphate bipotassique 1 g
Chlorure de sodium 5 g
Urée 20 g
Alcool a90° 10 ml
Rouge de phénol 0.025 g
pH 7

Milieu Clark-L ubs

Peptone trypsique de viande 5 g
Phosphate bipotassique 5 g
Glucose 6 g
pH 7

Milieu de Citrate de Simmons

Citrate de sodium 2 g
Chlorure de sodium 5 g
Sulfate de magnésium 0.2 g
Phosphate monoammoniagque 1 g
Phosphate bipotassique 1 g
Bleu de bromothymol 0.08 g
Agar 15 g
pH 7.0-7.2
Milieu Moeller

Peptone pepsique de viande 5 g
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Extrait de viande 5 g

Pourpre de bromocrésol 0,01 g

Rouge crésol 0,005 g

Glucose 0,5 g

Pyridoxal 0,005 g

pH 6

Bouillon Trypticase soja

Peptone trypsique de caséine 17 g

Peptone papainique de soja 3 g

Chlorure de Sodium g

Phosphate bipotassique 2 g

Glucose 2 g

pH 7.3
Préparation desréactifs

Réactif de TDA

Soluté de perchlorure de fer feCl3 10 ml

Eau distillée 20 mi

Réactif de VPI

a-naphtol 6 g

Alcool a90° (gsp) 100 mi

Réactif VPII

NaOH 4N

Réactif de Kovacs

Alcool amyligue 5 g

Paradiméthylami no-benzal déhyde 75 ml

HCI pur 25 ml

Réactif de Griess| (NRI)

Acide parasulfanilique 8 g

Acide acétique 5N 1 I

Réactif de Griess|I (NRII)

a-naphtylamine 6 g

Acide acétique 5N 1 I




Résumé
Au cours de cette étude qui s est déroulée dans le CHU Beni-Messous de la wilaya
d’Alger durant une période alant de novembre 2010 a juin 2011, nous avons recueilli 5197
prélévements, et au total 509 souches ont été isolées et identifiées, dont 460 sont des
entérobactéries,40 sont des P. aeruginosa et 9 sont des A. baumannii . 196/509 des souches

ont été isolées en pédiatrie et 303/509 des souches ont été isolées dans les urines.

L’ étude de la sensibilité de ces souches vis-a-vis des B-lactamines a large spectre a
permit de sélectionner 62 souches résistantes a ces molécules (% de résistance de 12,18%).
48/62 des souches résistantes sont des entérobactéries, 8/62 sont des A. baumannii et 6/62
sont des P. aeruginosa, chez les entérobactéries, K. pneumoniae est caractérisée par le taux le

plus éevé de résistance 39.02%.

70,83% des entérobactéries sont productrices des BLSE de type CTX-M, la
résistance alI’imipéneme chez P. aeruginosa est due a une perte de porine associée ou non a
I” hyperproduction des céphal osporinases naturelles et celle de I’ A. baumannii  est due a la
production des métallo-carbapénemases et des oxacillinases. Le transfert des genes blactx-m
Blaamc €t blayg. par conjugaison n'a été obtenu, contrairement au géne blacaz qui est

parfaitement transférée.

Mots clés: Résistance, B-lactamines, bacilles a Gram négatif, BLSE.



Abstract

During this study which proceeded in the Beni-Messous CHU in Algiers during the
period going from November 2010 to June 2011, we collected 5197 swabs, and on the whole
509 stains were isolated and identified, including 460 enterobacteriaceae, 40 are P.
aeruginosa and 9 are A. baumannii. 196/509 strains were isolated in pediatrics and 303/509

strains were isolated in the urine.

The sensibility study of these strains to B-lactam antibiotics, is select 62 strains
resistant to these molecules (12.18%). 48/62 are enterobacteria, 8/62 are A. baumannii and
6/62 are P. aeruginosa, among enterobacteria, K. pneumoniae is characterized by the highest
rate of resistance 39.02%.

70,83% stains of enterobacteria are producing of CTX-M ESBLSs. The resistance to
imipenem of P. aeruginosa is characterized by a loss of porins associated or not to the
overproduction of natural céphalosporinases and the resistance of A. baumannii to this
molecule is characterized by the production of metallo-carbapenemases and oxacillinases.
Genes blactx-m, Blaampc and blayg. were not transferred, in contrary to the gene blacaz that

perfectly transferred.

Keywords: Resistance, B-lactam antibiotics, Gram negative bacteria, ESBL.
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