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Résumé

Les Entérobactéries ont supplanté les Gram positifs en matiére de fréquence de
résistances aux antibiotiques en pratique ambulatoire. Cette évolution, qui touche des
pathogénes opportunistes courants tels que E. coli et K. pneumoniae, est en grande partie due
a I’apparition et a la dissémination de p-lactamases a spectre élargi (BLSE).

Au cours de notre étude, nous avons recueilli 1778 prélevements de différente nature,
dont 1271 sont des urines, 257 du sang, 159 du LCR et 91 du pus et divers, et qui sont issus
de différents services y compris Néonatalogie, Pédiatrie, Maternité, Médecine interne,
Maladies infectieuses, Chirurgie générale, Urgences et d’autres provenant des malades
externes. Au total 240 souches ont été isolées et identifiées, dont 225 sont des bacilles a
Gram négatif avec 210 enterobactéries, 14 Pseudomons (13 P.aeruginosa et 1

Pseudomonas.sp) et une A. baumannii.

Sur 225 souches isolées, 63 proviennent du service des maladies infectieuses et 158 des

souches ont été isolées dans les urines avec une prédominance féminine évidente (72.89%).

L’étude de la sensibilité de ces souches vis-a-vis des [-lactamines a permis de

sélectionner 180 souches résistantes a ces molécules (80%).

Parmi 180 souches résistantes, 176 sont des entérobactéries, une A. baumannii et 3 P.
aeruginosa, chez les entérobactéries, K. pneumoniae est caractérisée par le taux le plus élevé

de résistance 93.75%.

Les souches productrices des BLSE présentent un taux de 23.88% des souches
résistantes, représentées majoritairement par Escherichia coli 47%, suivi de Klebsiella
pneumoniae avec 40% et Enterobacter cloacae 5%, alors que Proteus vulgaris, Proteus

mirabilis, Serratia marcescens et Acinetobacter baumannii présente chacune 1 seule souche.

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



Abstract

Enterobacteria have supplanted Gram positive rate in terms of resistance to antibiotics in
ambulatory practice. This development, common opportunistic pathogens touches such as E.
coli and K. pneumoniae, is largely due to the emergence and spread of B -lactamases extended
spectrum (ESBLS).

In our study, we collected 1778 samples of different nature, which 1271 are urine, 257 blood,
159 CSF and 91 of pus and diverse, from different services including, Neonatology,
Pediatrics, Obstetrics, Internal Medicine, Infectious Diseases, General surgery, Emergency

and others from outpatients.

In total of 240 strains were isolated and identified, of which 225 are Gram negative bacilli
with 210 enterobacteria, 14 Pseudomons (13 P.aeruginosa and Pseudomonas spl ) and one A.

baumannii .

From 225 strains, 63 were isolated from infectious diseases and 158 strains were isolated in

the urine with obvious female predominance (72.89 %).

The study of the sensitivity of these strains to the p-lactam has allowed to select 180 strains

resistant to these molecules (80%)

Among 180 resistant strains, 176 are from Enterobacteriaceae, one is an A. baumannii and 3
are P. aeruginosa. In Enterobacteriaceae, K. pneumoniae is characterized by the highest rate

of resistance93.75 %.

ESBL-producing strains present rate of 23.88 %, mainly represented by Escherichia coli 47
%, followed with Klebsiella pneumoniae 40% and Enterobacter cloacae 5%. But Proteus
vulgaris, Proteus mirabilis, Serratia marcescens and Acinetobacter baumannii are presented

each one with a single strain.

Keywords: Resistance, p-lactams, Gram-negative bacilli, ESBLs.
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Introduction



Au cours de ces deux derniéres décennies et suite a [’utilisation intensive des
antibiotiques, nous assistons a une sélection de souches multirésistantes aussi bien en milieu
hospitalier qu’en milieu communautaire (Pitout et al., 2005). L acquisition par les bactéries
de nouvelles résistances aux antibiotiques représente un deéfi majeur pour la médecine du
XXI®™ sigcle (Vodovar et al., 2012).

Les infections aux bacilles @ Gram négatif (BGN) multi-résistants sont de plus en plus
fréquentes, avec une augmentation significative des taux de morbidité et de mortalité.
Parallelement, le nombre de nouveaux antibiotiques disponibles sur le marché est de plus en

plus restreint, limitant fortement les options thérapeutiques (Cattoir, 2013).

Ces résistances sont liées a un défaut d’accumulation au contact de la cible (les PLP
ou protéines liant les pénicillines) suite a une imperméabilité ou un efflux de I’antibiotique, a
des modifications des PLP ou a la production d’enzymes inactivatrices appelées B-lactamases.

(Robin et al., 2012).

La résistance des entérobactéries aux cephalosporines de troisiéme genération (C3G)
est fortement renforcée par 1’acquisition des B-lactamases a spectre élargi (BLSE). Ces
enzymes (TEM, SHV, CTX-M et dérivés) conferent aux entérobactéries la résistance a

I’ensemble des B-lactamines a ’exception des céphamycines et des carbapénemes (Bradford,
2001).

Actuellement, la prévalence de BLSE varie selon les pays et les hopitaux, mais dans
tous les cas, les CTX-M (céfotaximase) sont considérées comme le type de BLSE le plus

fréquent au monde (Perez et al., 2007).

C’est dans ce contexte que nous nous sommes intéress€¢s a la résistance aux [3-
lactamines, des souches cliniques de bacilles a Gram négatif d’isolement courant dans cet
hdpital, compte tenu aussi du faite que ces antibiotiques sont trés fréqguemment prescrits pour

le traitement des infections dues a ces bactéries en absence d’antibiogramme.

De ce fait notre étude vise a déterminer les taux de résistance aux B-lactamines, chez

les bacilles a Gram négatif, dans I’Etablissement publique Hospitalier (EPH) de Boufarik



(Blida), leurs profils épidémiologiques et de comparer ces derniers avec ceux rapportés dans
la littérature. Pour développer ces aspects, nous avons adopté la méthodologie suivante:

o Isolement et identification des souches d’entérobactéries, Pseudomonas sp et
Acinetobacter ssp a partir de prélevements pathologiques divers.
o Etude de la résistance de ces souches vis-a-vis des B-lactamines.

. Détermination leurs profils de résistance aux B-lactamines.



Introduction



Introduction générale

Au cours de ces deux derniéres décennies et suite a l’utilisation intensive des
antibiotiques, nous assistons a une sélection de souches multirésistantes aussi bien en milieu
hospitalier qu’en milieu communautaire (Pitout et al., 2005). L acquisition par les bactéries
de nouvelles résistances aux antibiotiques représente un deéfi majeur pour la médecine du
XXI°™ sigcle (Vodovar et al., 2012).

Les infections aux bacilles a Gram négatif (BGN) multi-résistants sont de plus en plus
fréquentes, avec une augmentation significative des taux de morbidité et de mortalité.
Parallelement, le nombre de nouveaux antibiotiques disponibles sur le marché est de plus en
plus restreint, limitant fortement les options thérapeutiques (Cattoir, 2013).

Ces résistances sont liées a un défaut d’accumulation au contact de la cible (les PLP
ou protéines liant les pénicillines) suite a une imperméabilité ou un efflux de I’antibiotique, a
des modifications des PLP ou a la production d’enzymes inactivatrices appelées B-lactamases.

(Robin et al., 2012).

La résistance des entérobactéries aux cephalosporines de troisiéme genération (C3G)
est fortement renforcée par 1’acquisition des B-lactamases a spectre élargi (BLSE). Ces
enzymes (TEM, SHV, CTX-M et dérivés) conferent aux entérobactéries la résistance a
I’ensemble des B-lactamines a ’exception des céphamycines et des carbapénemes (Bradford,

2001).

Actuellement, la prévalence de BLSE varie selon les pays et les hopitaux, mais dans
tous les cas, les CTX-M (céfotaximase) sont considérées comme le type de BLSE le plus

fréquent au monde (Perez et al., 2007).

C’est dans ce contexte que nous nous sommes intéress€¢s a la résistance aux [3-
lactamines, des souches cliniques de bacilles a Gram négatif d’isolement courant dans cet
hopital, compte tenu aussi du faite que ces antibiotiques sont trés fréqguemment prescrits pour

le traitement des infections dues a ces bactéries en absence d’antibiogramme.

De ce fait notre étude vise a déterminer les taux de résistance aux p-lactamines, chez
les bacilles a Gram négatif, dans I’Etablissement publique Hospitalier (EPH) de Boufarik
(Blida), leurs profils épidémiologiques et de comparer ces derniers avec ceux rapportés dans

la littérature. Pour développer ces aspects, nous avons adopté la méthodologie suivante:



Introduction générale

o Isolement et identification des souches d’entérobactéries, Pseudomonas sp et
Acinetobacter ssp a partir de prélevements pathologiques divers.
o Etude de la résistance de ces souches vis-a-vis des B-lactamines.

. Détermination leurs profils de résistance aux -lactamines.
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1. Bacilles a Gram négatif

Les bacilles a Gram négatif, frequemment isolées 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 BLSE sont isolées principalement chez les entérobactéries (par exemple :
Escherichia coli, Klebsiella spp, Proteus spp.). Néanmoins, d’autres agents pathogénes a
Gram négatifs tels que Pseudomonas aeruginosa ou Acinetobacter baumannii en sont

également parfois producteurs (Chraiti et al., 2015).

1.1Enterobacteriaceae

1.1.1 Historique

Les entérobactéries constituent un grand groupe de bactéries ayant une forte similitude.
La création de ce groupe a été proposée par Rahn en 1937 qu'il dénomma Enterobacteriaceae et
dans lequel il rassembla les genres bactériens déja décrits (tels que Escherichia, Salmonella,

Klebsiella, Shigella) dans le genre unique Enterobacter (Joly et Reynaud, 2002).

1.1.2 Taxonomie

Les entérobactéries sont des Eubactéries, appartiennent a la division des
Proteobacteria, la classe des Gammaproteobacteria, a I’ordre des Enterobacteriales et a la
famille des Enterobacteriaceae. La subdivision des genres et espéces est basée sur la
comparaison des caractéristiques physiologiques, biochimiques, antigéniques et génétiques
des bactéries. Le séquencage des genes codant pour I'ARNr 16S et surtout des genes codant
I'ARN polymérase B permet en effet une identification tres précise de toutes les especes (Joly
et Reynaud, 2002).

Les entérobactéries constituent une famille hétérogéne de bactéries Gram-négatif qui
est fréeguemment impliquée dans les infections humaines. Elle se compose d’environ 30
genres de bactéries et de plus de 100 especes, (Avril et al., 2000) dont les plus isolées en
pathologie clinique appartiennent a 12 genres qui sont : Citrobacter, Enterobacter,
Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Morganella, Proteus, Providencia, Salmonella, Serratia,

Shigella, Yersinia (Perriére, 1992).
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1.1.3 Habitat

Les germes de cette famille sont en majorité pathogénes du tube digestif humain et
d'autres sont des colonisateurs normaux de ce tube digestif (Escherichia coli, Enterobacter
spp, Klebsiella spp), bien qu’ils soient également présents dans I’environnement (Farmer et
al., 2007). On les trouve aussi dans la cavité buccale, au niveau des vois aeriennes supérieures
et sur les organes génitaux. lls peuvent persister en dehors d'organismes vivants, on les

rencontre dans le sol, I'eau et dans certaines denrées alimentaires (Fauchere et Avril, 2002).

1.1.4 Caracteres bactériologiques
e Caractéres morphologiques
Les Enterobacteriaceae sont des bacilles a Gram négatif, le plus souvent courts (1 a

6 um), droits, immobiles ou mobiles par une ciliature péritriche (Denis et Ploy, 2011).

e Caractéeres culturaux

L'ensemble de ces bactéries pousse habituellement tres aisément sur milieux ordinaires.
La température optimale de croissance est généralement de 35 a 37 °C, a l'exception des
Yersinia (30 a 37 °C), des Pantoea et des Erwinia (27 a 30 °C), certaines ne poussant pas a
37° C. Elles sont toutes aéro-anaérobies facultatives (Denis et Ploy, 2011).

Les colonies des bactéries produisant une capsule, notamment de Klebsiella pneumoniae,
sont muqueuses et plus grandes que les colonies habituelles (leur diameétre peut atteindre 10
mm), elles ont une consistance gélatineuse. Dans le cas des espéeces Proteus vulgaris et
Proteus mirabilis qui sont particulierement mobiles, il se produit fréguemment un
envahissement de la surface des milieux solides qui s'étend par vagues successives et peut

gagner en 24 heures la totalité de la surface (Joly et Reynaud, 2002).

e Caractéres biochimiques

Plusieurs processus meétaboliques caractérisent cette famille bactérienne. Il s’agit
notamment de la capacité de réduire les nitrates en nitrites (en vue de générer de I’énergie), de
fermenter le glucose, de ne pas avoir de cytochrome-oxydase, d’étre aérobes ou anaérobes.
(Eisenstein et al., 1996).
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1.1.5 Mode de transmission

Ces micro-organismes sont d’importants pathogénes en milieux hospitaliers (Laurent
et al, 2008 ; Piednoir et al, 2011) et communautaires (Arslan et al, 2005 ; Chong et al, 2011
; Songa et al, 2011).

Ces derniers se propagent facilement entre humains par le biais des mains, de 1’eau et de

la nourriture contaminée de méme que de sources environnementales (NIH-NIAID, 2012).

1.1.6 Pouvoir pathogéne
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, l'origine de l'infection est soit endogéne a partir des flores
bactériennes, soit exogene provenant de milieu extérieur. Les entérobactéries sont

responsables de nombreuses infections:

- Les infections communautaires, il s'agit principalement des infections urinaires
majoritairement provoquées par E. coli, les intoxications alimentaires provoquées par

les Salmonelles, les infections pulmonaires provoquées par Klebsiella pneumoniae.

- Les infections nosocomiales, sont fréquentes a type d’infections urinaires, des plaies
opératoires, d’infections pulmonaires, des septicémies, ainsi que d’autres localisations.
En plus des bactéries déja citées dans les infections communautaires avec un profil de
multirésistance on cite: Enterobacter sp, Serratia sp (Avril et al., 2000 ; Joly et
Reynaud, 2002).
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1.2 Bacilles a Gram négatif non-fermentaires.
1.2.1 Pseudomonas aeruginosa

> Généralites

La bactérie pathogéne opportuniste actuellement connue sous le nom de P. aeruginosa a
recu plusieurs noms a travers son histoire sur la base de ses cultures de coloration bleu-vert
caractéristique produisant le plus souvent des pigments de pyocyanine et de pyoverdine, ainsi
que son odeur aromatique caractéristique (seringat). Le chirurgien Charles-Emmanuel Sedillot
en 1850 fut le premier a observer que la coloration de pansements chirurgicaux a été associée a
un agent transmissible (Lister et al., 2009). C’est en 1869 que Fordos a souligné que la
coloration etait due a un pigment bleu cristallin appelé pyocyanine (Williams et Cameron,
1894).

P. aeruginosa a été isolé pour la premiere fois treize ans plus tard en 1882 par Gessard qui
a démontré que ce pigment a été le produit d'un organisme, Bacillus pyocyaneus (bacille
pyocyanique) (Gessard, 1984).

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie hydrique répandue dans I’environnement
(Bernet et Laprugne-Garcia, 2009). C’est l'exemple type de la bactérie pathogéne
opportuniste (Avril et al., 2000).

» Taxonomie
Le genre Pseudomonas est classé dans la famille des Pseudomonadaceae, ’ordre des
Pseudomonadales, la classe des Gammaprotobacteria, division des Proteobacteria,

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

» Habitat

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie ubiquitaire retrouvée dans I’environnement
(sols, eaux...) (Lister et al., 2009), sous forme planctonique, ou a I’état sessile dans un
biofilm (Costerton et al., 1995).

La bactérie vit naturellement dans 1’eau douce et de mer, les sols humides ou a la surface
des végétaux. Elle peut survivre et se multiplier dans une infinie variété de liquides et de
milieux, sur tout type de support et de matériel humide a une température entre 4°C et 45°C

(Bernet et Laprugne-Garcia, 2009).
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On isole cette espece de suppurations profondes ou superficielles, d'urines (témoignant du
caractére iatrogéne de l'infection) et plus rarement d'hémocultures. P. aeruginosa peut
également étre isolé a partir de selles sans que cette présence soit reliée a un réle pathogéne.
Les souches de P. aeruginosa isolées du tractus respiratoire des sujets (plus de 90 %) atteints
de mucoviscidose présentent des particularités morphologiques et physiologiques a prendre en
compte lors de l'analyse bactériologique (isolement, identification et antibiogramme) des
expectorations (Denis et Ploy, 2011).

» Caracteres bactériologiques

e Caractéres morphologiques

Il s’agit d’un bacille a Gram négatif en forme de batonnet de 1 a 3 pm de long et 0,5 a
0,8 um de large. P. aeruginosa est une bactérie dépourvue de spores et de capsules, mobile

grace a la présence d’un flagelle monotriche polaire (Hafiane et Ravaoarinoro, 2008).

e Caracteres biochimiques.

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie aérobie possédant un métabolisme oxydatif,
mais en absence d’oxygéne elle peut utiliser les nitrates comme accepteur d’électrons (Van
Alstet al., 2009). P. aeruginosa dégage une odeur aromatique caractéristique de seringa due a
la production d'ortho-amino-acétophénone, intermédiaire du métabolisme du tryptophane et
non liée a la production de pigment, il hydrolyse aussi la gélatine et lécithine (Avril et al.,
2000).

e Caractéres culturaux

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
exemple : P. aeruginosa produit les deux pigments, mais pouvant étre perdus par mutation.
(Matewish et Lam, 2004).

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 a 4°C. Les colonies de P. aeruginosa ont polymorphes, soit large
avec une partie centrale bombée et un contour irrégulier (ceufs sur le plat), soit des petites

colonies mates légérement bombees avec un bord circulaire régulier, des colonies muqueuses
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bombées, opaques, visqueuses parfois collantes comme pour Klebsiella. La bactérie produit

alors un polysaccharide extra-cellulaire qui est différent du slime (Avril et al., 2000).

» Transmission

La principale source de contamination des patients hospitalisés est donc leur flore
endogeéne mais I’environnement est également incriminé (Talon et al., 1995; Bergmanset al.,
1998; Minchellaet al., 2010). La transmission croisée est le plus souvent manuportée par le
personnel soignant, soit directement de patient a patient, soit indirectement a partir de surfaces
inertes préalablement contaminées (Talon et al., 1995; Bergmanset al., 1998; Lister et al.,
2009).

» Pouvoir pathogéne

La pathogénicité de P. aeruginosa est attribuée a la production de plusieurs facteurs de
virulence, hautement induits dans I’infection et s’expriment préférentiellement sur les terrains
immunodéprimés (Mahenthiralingam et al., 1996). Chez les brdlés, cette infection est l'une

des causes majeures de mortalité (Avril et al., 2000).

1.2.2Acinetobacter baumannii

» Généralités

Acinetobacter baumannii est un bacille a Gram-négatif non-fermentant, présentant
souvent une multi-résistance aux antibiotiques (béta-lactamines incluant les molécules a large
spectre telles les pénicillines & large spectre et les céphalosporines de 3°™ et 4°™ générations,

les aminoglycosides et les fluoroquinolones) (Jan et al., 2004). L’évolution de sa résistance a

été spectaculaire depuis 30 ans (Delmas, 2008).

» Taxonomie

Longtemps considéré comme un représentant de la famille des Neisseriaceae, le genre
Acinetobacter comprend actuellement 32 espéces, 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).

10
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> Habitat
Acinetobacter ssp est un germe ubiquitaire retrouvé dans les sols, 1’eau potable, les eaux
de surface ainsi que dans diverses denrées alimentaires. On estime que jusqu’a 25% de la

population est porteur d’Acinetobacter ssp (Siegrist, 2000).

Cette bactérie est fréquemment retrouvée en milieu hospitalier dans des milieux aqueux et
humides (lavabo, savons, eau distillée, eau des systémes d’humidification) et elle est
également capable de résister a certains désinfectants a base d’ammonium quaternaire et de

proliférer dans des flacons de désinfectants (Jan et al., 2004).

En revanche, selon Giamarellou et al., (2008), A. baumannii a été isolé dans plusieurs
sources, comme la nourriture, par conséquent, la nourriture de I'népital pourrait étre une
source potentielle d’acquisition d’A. baumannii et de colonisation subséquente du tube

digestif des patients hospitalisés (Giamarellou et al., 2008).

Chez I’homme, les Acinetobacter font partie de la flore cutanée de la peau saine, et sont
souvent retrouvés dans les localisations humides (creux axillaires, aines, espaces
interdigitaux) (Delmas, 2008).

» Caractéres bactériologiques

e Caracteres biochimiques.

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 d'autres sucres en acide gluconique résulte de la présence d’un glucose
déshydrogénase membranaire. Une réponse négative est obtenue pour les tests LDC, ODC,
ADH, production d'’hydrogéne sulfuré, indole, béta-galactosidase et ADNase. Une réponse

variable est obtenue pour I'hydrolyse de la géelatine (Gillespie et Hawkey, 2006).

e Caractéres morphologiques

Bacilles a Gram négatif, immobiles, non sporulés, parfois capsulés, trapus, souvent associés

en paire ou en courtes chaines ; formes filamenteuses dans les cultures agées (Delmas, 2008

11
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e Caractéres culturaux

L’isolement des souches en milieu solide peut étre obtenu apres incubation a température
comprise entre 30 et 37°C sur des milieux conventionnels (gélose au sang, gélose trypticase
soja, etc.) et sur les milieux dédiés aux bacilles a Gram négatif comme la gélose Mac Conkey
ou la gélose de Drigalski, a I’exception de 1’ Acinetobacter baumannii qui se caractérise par sa
température de croissance entre 15°C et 44°C, critere essentiel dans le diagnostic différentiel
avec les autres especes. Les colonies apparaissent en générale lactose négatif sur les milieux
lactosés (Lambert, 2007).

> Transmission

Sa transmission s’effectue le plus souvent de fagon manuportée par 1’intermédiaire du
personnel soignant ou par aérosolisation a partir de matériel contaminé (p.ex. : humidificateur,

matériel de ventilation) (Jan et al., 2004).

» Pouvoir pathogéne

Ce germe est considéré comme un pathogéne opportuniste occasionnellement responsable
d’infections nosocomiales sporadiques ou a caractére épidémique. Les infections le plus
souvent rencontrées sont les infections pulmonaires en particulier chez les patients intubés et
ventilés en réanimation (létalité globale associée de 40-70%), les septicémies, les infections
de plaies et les infections du tractus urinaire (Jan et al., 2004), méningites, suppurations
diverses. Leur grande résistance aux antibiotiques rend le traitement de ces infections
difficile. Acinetobacter baumanii est I’espéce la plus fréquemment rencontrée dans ce type
d’infection (Delmas, 2008).

Les infections a A. baumannii touchent surtout les patients &gés et immunodéprimés, en
particulier ceux qui séjournent de fagon prolongée dans des unités de réanimation (Jan et
al.,2004)

12
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2. Les béta-lactamines
2.1 Historique

En 1928, Fleming (1881-1955), professeur de bactériologie a Londres, observa sur une
boite de Pétri, qui contenait une culture de staphylocoques et qui avait été contaminée
accidentellement par une moisissure, que les colonies de staphylocoques situées a proximité
de la moisissure avaient été lysées (Figurel). Il identifia cette moisissure comme étant un
Penicillium et réussit a préparer un « jus de moisissure » qu’il appela pénicilline. Ce n’est
qu’en 1940 qu’une équipe de chercheurs d’Oxford, Florey, Chain et Heatley, réussit & obtenir

une pénicilline concentrée, partiellement purifiée et stable (Cavallo et al., 2004)

Colonies normales de
Staphylococcus aureus

Zone d’inhibition
de croissance de
Staphylococcus
aureus

Colonies de
Penicillium notatum

Figure 1: Inhibition de la croissance d'une culture de Staphylococcus aureus par la
moisissure Penicillium notatum. (Prescott et al.,2010).

2.2 Généralités

Les béta-lactamines sont parmi les antibiotiques les plus utilisés dans le traitement des
infections causées par les K. pneumoniae vue leur diversité, faible toxicité, activité bactéricide
et large spectre d'action. Elles comprennent les dérivés de la pénicilline, les céphalosporines,
les monobactames et les carbapénémes, et ont toutes en commun le cycle B-lactame

(Bryskier, 1984)

13
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2.3 Structure

Les B-lactamines ont en commun une structure appelée 1’anneau p-lactame, qui est formée de
quatre membres : trois atomes de carbone et un atome d’azote. Cet anneau constitue la portion

responsable de ’activité de ces molécules (Fisher et al., 2005) (Figure 2)

Figure 2 : Structure générale des béta—lactamines (Ruppé, 2010).

2.4 Modes d’action des p-lactamines

Chaque antibiotique exerce son action biochimique en modifiant une réaction

particuliére du métabolisme bactérien (Francois Jehl, 2012).

Toutes les B-lactamines ont le méme mécanisme d’action: elles bloguent la synthese
du peptidoglycane (ou mucopeptide, ou muréine), qui est le polymére majeur spécifique de la
paroi des bactéries a Gram négatif et a Gram positif. Ce blocage intervient par inhibition de
certaines enzymes responsables de la transpeptidation, étape essentielle de la synthése du
peptidoglycane. Ces enzymes, collectivement appelées PLP, sont insérées dans la partie

externe de la membrane cytoplasmique bactérienne.

Pour étre actives, les pB-lactamines vont devoir atteindre leur cible en pénétrant dans la
paroi bactérienne et se fixer sur les PLP, ce qui aboutit a ’inactivation du site actif de
I’enzyme, provoquant une inhibition de la synthése du peptidoglycane et 1’arrét de la
croissance bactérienne. La fixation est irréversible et I’antibiotique se comporte comme un

substrat suicide (Cavallo et al., 2004) (Figure 3).

14
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Figure 3: Acylation du site actif sérine d 'une protéine de liaison a la pénicilline (PLP) par

une p-lactamine. Enz : enzym (Cavallo et al., 2004)

2.5 Classification des p-lactamines

Les B-lactamines, qu’elles soient naturelles ou produites par hémisynthese, sont
classées en fonction de la nature du noyau entrant dans leur structure de base (Cavallo et al.,
2004). Elles comprennent différentes familles, dont les principales utilisées en thérapeutique

humaine sont brievement présentées ci-apres (Figure 4).
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Figure 4: Structures de quelques g-lactamines.A : pénicillines ; B : céphalosporines ; C :
céphamycines ; D : acide clavulanique ; E : imipénéme (carbapénéme) ; F : monobactames
(Charlieret al., 1998).

> Les penicillines

Leur noyau de base associe un cycle B-lactame a un cycle thiazolidine, spécifique des
pénicillines (Cavallo et al., 2004). Selon la nature de ses différents substituants, on a défini
plusieurs sous-classes, dont les plus utilisees sont les aminopénicillines (ampicilline,
amoxicilline), les carboxypénicillines (ticarcilline) et les ureidopénicillines (pipéracilline). Le
pivmécillinam (prodrogue du mécillinam) est une amidinopénicilline indiquée dans le

traitement des infections urinaires (Ruppé, 2010).

» Les céphalosporines

Leur noyau de base associe un cycle B-lactame a un cycle dihydrothiazine pour former

I’acide 7-aminocéphalosporanique ou 7-ACA (noyau céphéme), qui distingue les

16
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céphalosporines des pénicillines (Cavallo et al., 2004). On les classe en trois, voire quatre

générations :

1. Les céphalosporines de premiere génération (C1G : cefalotine, céfalexine) sont plutot
actives sur les bactéries a Gram positif.

2. Les C2G (céfuroxime, céfamandole) ont un spectre étendu vers les bactéries a Gram
négatif.

3. Les C3G ou oxyimino-céphalosporines (céfixime, céfotaxime, ceftazidime) ont un
spectre étendu a la plupart des entérobactéries et sur P. aeruginosa pour la
ceftazidime. Les C3G sont les antibiotiques de choix dans le traitement des infections
séveres a entérobactéries.

4. Les C4G (céfépime et cefpirome) sont des oxyimino-céphalosporines zwitterionniques
relativement stables a 1’hydrolyse des céphalosporinases de type AmpC (Ruppé,
2010).

» Les carbapénémes

Les carbapénémes, dérives de la thiénamycine, ont un spectre tres large et sont tres stables
a I’hydrolyse de la plupart des B-lactamases. Les molécules disponibles sont I’imipénéme (en
association avec la cilastatine, qui inhibe la dégradation rénale de 1I’imipénéme), I’ertapénéme
et le méropénéme. Le doripéneme est le dernier carbapénéme mis sur le marché en Europe
(Ruppé, 2010). Ces antibiotiques sont actifs vis-a-vis de trés nombreuses espéces de bacilles
Gram négatif dont les entérobactéries, Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii.

Seule I’ertapénéme n’est active que sur les entérobactéries (Nordmann et Carrer, 2010).

> Les monobactames

Ce sont des B-lactamines monocycliques, initialement découvertes dans des surnageants de
culture de bactéries plutét que de levures comme dans le cas des autres B-lactamines (Ruppé,
2010). Seul I’aztréonam est a 1’heure actuelle prescrit (Cavallo et al., 2004), ce dernier n’est

actif que sur les bactéries a Gram négatif (Ruppe, 2010).
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> Les inhibiteurs des p—lactamases

Ce sont des B—lactamines de forte affinité pour certaines -lactamases, mais qui ont une
faible activité antibactérienne intrinseque a 1’exception de la bonne activité du sulbactam sur
Acinetobacter baumannii. L’acide clavulanique est utilis¢é avec 1’amoxicilline dans
I’Augmentinl et la ticarcilline dans le Claventinl, alors que le tazobactam est utilisé avec la

pipéracilline dans la Tazocillinel (Ruppé, 2010).

3. La résistance aux B-lactamines
3.1 La résistance bactérienne

Selon la définition microbiologique du terme, une souche est dite résistante lorsqu’elle se
cultive en présence de concentration plus élevée en antibiotique comparativement a d’autres

souches qui lui sont phylogénétiquement liées (Muylaert et Mainil, 2012).

Chez les entérobactéries, la résistance aux céphalosporines de 3°™ génération (C3G) peut étre
due a I’hyperproduction de céphalosporinase chromosomique (AmpC), a I’acquisition
plasmidique d’une céphalosporinase (e.g. CMY) ou d’une BLSE (e.g. TEM, SHV, CTX-M)
(Cattoir ,2013).

3.2 Types de résistance
> Résistance naturelle

La résistance naturelle ou intrinséque est un caractére d’espéce qui touche toutes les
bactéries de 1’espéce considérée. Elle est stable, transmise a la descendance (elle a pour
support génétique le chromosome bactérien) mais elle n'est pas ou peu transmissible sur un
mode horizontal (d’une bactérie a 1’autre au sein d’une méme espece Ou entre especes

différentes) (Lozniewski et al., 2010).

Beaucoup de bactéries a Gram négatif produisent a 1’état naturel des PB-lactamases
constitutives codées par un géne chromosomique. Ces enzymes, produites chez les souches
sauvages a des niveaux variables suivant les espéces, contribuent a définir les phénotypes de

résistance naturelle aux B-lactamines chez les souches sauvages (Cavallo et al., 2004).
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> Résistance acquise

Il s’agit d’un caracteére qui ne concerne alors que quelques (ou parfois de nombreuses)
souches d’une espéce donnée. La résistance acquise est moins stable, mais elle se propage
souvent de facon importante dans le monde bactérien. La résistance acquise résulte d’une
modification du capital génétique de la bactérie (Lozniewski et al., 2010), a savoir, les
mutations responsables des résistances endogénes, et 1’acquisition horizontale de matériel
géneétique étranger responsable des résistances exogenes (Muylaert et Mainil, 2012),
permettant ainsi de tolérer une concentration d’antibiotique plus élevée que celle qui inhibe

les souches sensibles de la méme espece (Lozniewski et al., 2010).
3.3 Mécanismes de résistance aux p-lactamines

La bactérie peut opposer un ou plusieurs moyens de défense (Figure 5). Ces
mécanismes de résistance acquis aux [-lactamines sont de nature enzymatique ou non

enzymatique (Cavallo et al., 2004).

Pompe Efflux Q

Enzyme dégradant

I'antibiotique
Antibiotique
A
‘. Y
= /éAntibiotique
%j“ 7 D
a\ Génes de résistance

. aux antibiotiques

A

Antibiotique
Enzyme alterant
I'antibiotique

Cible d'antibiotique modifiée

Antibiotique

Figure 5: Différents mécanismes de résistance aux antibiotiques (Willey et al., 2008)
Les bactéries peut résister a I'action des antibiotiques (1) en empéchant I'acces (ou altérant) la cible

de l'antibiotique, (2) dégradant I'antibiotique, (3) la modification de I'antibiotique, et / ou (4)
I'extrusion rapide de I'antibiotique.
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3.3.1Mécanismes non enzymatiques

Imperméabilité de la membrane externe: L’altération des porines par mutation est a
I’origine de résistances acquises aux [-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).

L’hyperexpression des systéemes d’efflux: Le second mécanisme non enzymatique
est la sélection d’une mutation qui aboutit & une hyperexpression d’un systéme
d’efflux actif (Cavallo et al., 2004), cet efflux conduit a une diminution de la
concentration intracellulaire de l'antibiotique (Lozniewski et al., 2010). (ex.
résistance a 1’imipeneme causée par la surproduction d’AmpC pouvant étre
associée a des pertes de porines de la membrane externe et/ou la surexpression
des pompes a efflux) (Penteado et al., 2009).

Modification des PLP : Les PLP, qui sont les cibles de B-lactamines, sont des
protéines dont le site actif enzymatique est enchassé sur la face extérieure de la
membrane cytoplasmique (Cavallo et al., 2004). La modification de la cible des -
lactamines (PLP) par mutation ou I’utilisation par la bactérie de transpeptidases
alternatives pour la synthese du peptidoglycane peuvent genérer une résistance

bactérienne (Livermore et Williams, 1996).

3.3.2 Mécanismes enzymatiques: Production de p-lactamases

Les B-lactamases constituent toujours le principal mécanisme de la résistance naturelle et

acquise aux B-lactamines, en particulier chez les bactéries a Gram négatif (Philippon et
Arlet, 2006).

> Geénéralités des B-lactamases

Les B-lactamases sont un groupe hétérogene d’enzymes d’origine bactérienne capables

d’inactiver les B-lactamines par ouverture du cycle B-lactame, structure de base commune a

toutes les B-lactamines (Cavallo et al., 2004).

La premiere béta-lactamase a été décrite dans les années 1940, peu aprés la

commercialisation de la pénicilline G (Vodovar et al., 2012), par Abraham et Chain, qui ont
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mis en évidence une enzyme capable d’empécher I’action de la pénicilline chez E. coli ; ils la

nommerent pénicillinase (Abraham et Chain, 1940).

Les genes peuvent étre portés par le chromosome ou des plasmides, parfois par des
transposons ou des intégrons. La présence des génes sur ces eléments génétiques transférables
(plasmides, transposons, intégrons) facilite évidemment leur dispersion dans le monde

bactérien. L’expression des génes est constitutive ou inductible (Frére, 1995).

> Mode d'action

Les B-lactamases sont des enzymes d’inactivation hydrolysant le pont amide du cycle -
lactame (correspondant a la structure de base des B-lactamines) pour donner un acylenzyme

qui sera ensuite dégradé en acide inactif (Elhani, 2012) (Figure 6).

b-lactamase décarboxylation
spontanée

Figure 6: Mécanisme d’hydrolyse d’une f-lactamine par une p-lactamase (Ruppé, 2010).

» Classification

Les deux classifications couramment utilisées pour « classer » les béta-lactamases sont
celle d’Ambler et celle de Bush Jacoby et Medeiros (Ambler, 1980).

La classification fonctionnelle de Bush, Jacoby et Medeiros repose sur 1’activité hydrolytique

et la sensibilité des béta-lactamases aux inhibiteurs (Bush, 1995).

La classification structurale d’Ambler est basée sur la séquence peptidique du site
enzymatique (Ambler, 1980). Ces enzymes d’inactivation d’une extréme diversité (plus de
300 répertoriées) sont distribuées au sein de 4 classes A, B, C et D (Tableaul). Celles

appartenant aux classes A, C et D sont des enzymes a sérine active, seule la classe B
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regroupant les métallo-p-lactamases (MBL) nécessitant les ions Zn++ pour leur activité
(Philippon et Arlet, 2006).

Tableau I: Classification simplifiée des p-lactamases. Selon Ambler (Cattoir, 2013).

Enzyme Substrats Exemples
Classe préferentiels
A Peénicillinase Pén + Ceph TEM-1, TEM-2, SHV-1

B-lactamases a spectre étendu (BLSE) Pén, Céph, Mono Dérivés de TEM/SHV
CTX-M, PER, VEB

Péniccilinase résistante aux inhibiteurs | Pén TRI
Carbapénémase Pén, Céph, Mono, | KPC
Carb
B Métallo- B-lactamases Tous (sauf Mono) | IMP, VIM, NDM-1
Céphalosporinase Céph AmpC, CMY
D Oxacillinase Pén (oxacilline) OXA (notamment OXA-

+ Céph ou Carb 48 chez Entér; OXA-23,
-24, -58 chez Ab)

-Les p-lactamases de classe A: Les B-lactamases de classe A comprennent des pénicillinases,
des BLSE et des carbapénémases (Cattoir, 2013), Schématiquement, les B-lactamases de
classe A sont sensibles a 1’action de 1’acide clavulanique, du sulbactam et du tazobactam

(Ruppé, 2010).

-Les B-lactamases de classe B : Les p-lactamases de classe B sont principalement des
carbapénémases qui hydrolysent les carbapénames comme IMP et VIM, elles sont inhibées

par ’EDTA (I’acide éthyléne diamine tétra-acétique) (Ruppé, 2010).
-Les B-lactamases de classe C: Les pB-lactamases de la classe C correspondent aux

céphalosporinases, chromosomiques ou plasmidiques (Cattoir, 2013), elles sont de type

AmpC, inhibées par la cloxacilline (Ruppé, 2010).
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-Les B-lactamases de classe D : Les oxacillinases (OXA) de la classe D comprennent des
enzymes avec des activités tres variables (pénicillinases, BLSE, carbapénémases) (Cattoir,
2013).

3.3.3 Phénotypes de résistance enzymatique aux f-lactamines chez les BGN

3.3.3.1 Résistance naturelle ou phénotypes « sauvages »:
Classiquement, on classe les entérobactéries en groupes en fonction de leur sensibilité

naturelle aux B-lactamines (Zogheib et Dupont, 2005).

e Groupe 0: Phénotype « sensible » d’espéces dépourvues de génes de B-lactamases
Salmonella spp. et Proteus mirabilis sont dépourvus de B-lactamase a I’état « sauvage »
et sont naturellement sensibles aux amino-pénicillines, carboxypénicillines, uréido-

pénicillines, a 1’aztréonam, aux céphalosporines et aux carbapénémes (Bonnet, 2006).

e Groupe 1: Phénotype « sensible » d’espéces produisant naturellement une
céphalosporinase de classe C
Une PB-lactamase de classe C constitutive & bas niveau est présente chez les souches
sauvages d’Escherichia coli et Shigella spp. et ne confére de résistance qu’aux [-lactamines
qui péneétrent faiblement dans [’espace périplasmique (benzylpénicilline, cefsulodine)
(Gautier, 2007).
e Groupe 2 : Phénotype « pénicillinase de bas niveau »
Ce phénotype, observé chez Klebsiella (K.pneumoniae, K.oxytoca), Citrobacter koseri
(C.diversus), Citrobacter amalonaticus et Escherichia hermannii, se caractérise par la
résistance a bas niveau de ces espéces a 1’amoxicilline et a la ticarcilline, par la sensibilité a la

cefalotine, au céfotaxime et aux autres f-lactamines (Vedel, 1998).

e Groupe 3 : Phénotype « céphalosporinase de bas niveau »

Des especes comme Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Citrobacter
freundii, Morganella morganii, Serratia marcescens, Hafnia alvei, Yersinia enterocolitica,
Providencia stuartii et Providencia rettgeri possédent une céphalosporinase inductible, leur
conférant une résistance aux amino-pénicillines, aux céphalosporines de 1¢® génération et &

I’action de I’acide clavulanique. Ce type d’expression est le fait d’un mécanisme complexe
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faisant intervenir plusieurs génes régulateurs (ampR, ampD, et ampG) (Philippon et Arlet,
2006).

e Groupe 4 : Yersinia enterocolitica et Serratia fonticola
Elles sont résistantes aux amino-peénicillines, uréido-pénicillines, carboxypeénicillines et
aux céphalosporines de 1%¢ génération par I’action associée d’une pénicillinase et d’une

céphalosporinase naturelle produite a bas niveau (Zomahoun, 2004).

e Groupe 5 : Phénotype « céfuroximase »

Proteus vulgaris et Proteus penneri posseédent une B-lactamase particuliere parfois
dénommeée "céfuroximase" qui rend ces especes résistantes aux pénicillines du groupe A et
aux céphalosporines de 1 et 2°™ générations (a I’exception des céphamycines comme la
céfoxitine) mais dont I’activité enzymatiques et inhibe par I’action d’acide

clavulanique (Denis et Ploy, 2007).

e Groupe 6 : Phénotype « B-lactamase a spectre étendu chromosomique »

Les entérobactéries d'isolement trés rare tell que Kluyvera montrant un phénotype de
résistance inhabituel "pénicillinase de bas niveau". Ce phénotype est nettement a distinguer de
celui "pénicillinase de bas niveau™ (Philippon, 2005). Il s’agit une BLSE naturelle exprimé a
bas niveau (Denis et Ploy, 2007). Apreés clonage du géne correspondant (KLUA-1) dans une
souche réceptrice d’E.coli, a été identifié, par la suite, un des progénitures de BLSE
plasmidiques de type CTX-M (Philippon, 2005).

3.3.3.2 Résistance acquise ou phénotypes « résistants »:

Toutes les entérobactéries, quel que soit leur groupe, sont capables d’intégrer des genes
de résistance codant pour une B-lactamase (Zogheib et Dupont, 2005). Les résistances
acquises chez P. aeruginosa pour les antibiotiques sont trés fréquentes, résultant de
I’accumulation de mécanismes de résistance liés a des mutations chromosomiques et a

’acquisition de geénes exogenes (Sefraoui, 2015).
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e Phénotype « pénicillinase de haut niveau » ou « pénicillinase acquise »

Les pénicillinases des bacilles & Gram négatif sont nombreuses (TEM-1, TEM-2, SHV-
1...etc) et non inductibles. Environ 75% de B-lactamases isolées des entérobactéries sont des
TEM-1 (Collignon et al., 2007). De trés nombreuses pénicillinases ont été identifiées chez P.
aeruginosa. La pénicillinase la plus fréquente en France est la carbénicillinase PSE-1
(Mérens et al., 2012).

Ces enzymes sont codées par des plasmides et donc facilement transférables. Elles
conferent aux bactéries, qui les produisent a haut niveau, une résistance aux amino-
pénicillines, carboxy-pénicillines, uréido-penicillines, amidinopénicillines, C1G et de C2G.
Cependant elles conservent leur sensibilité aux C3G, céfamycines, monobactames et
carbapénémes. Elles sont inhibées plus ou moins par les inhibiteurs enzymatiques (Collignon
et al., 2007).

e Phénotype « pénicillinase resistante aux inhibiteurs »

Plus récemment, des p-lactamases dérivées de pénicillinases plasmidiques entrainant
une résistance aux inhibiteurs suicides de B-lactamases ont été décrites. Elles sont produites
par Escherichia coli, Proteus et Klebsiella. Elles conférent une résistance a I’amoxicilline et a
la ticarcilline, seules ou en association avec 1’acide clavulanique et un bas niveau de
résistance aux C1G. Pour la pipéracilline, le niveau de résistance est plus faible (Lavigne et
al., 2002).

e Phénotype « Hyper OXY »

Chez Klebsiella oxytoca, des mutations ponctuelles dans la région du promoteur de
transcription des enzymes chromosomiques K1 (type OXY-1 ou OXY-2), conduisent a
augmentation du niveau d’expression et se traduisent in vivo par une résistance de haut niveau
aux pénicillines, aux céphalosporines de 1% et 2°™ génération, ainsi qu’a 1’aztréonam.
Dans ce cas, une synergie peut étre détectée entre les céphalosporines de 3*™ génération ou

I’aztréonam, et le clavulanate (Sougakoff et Trystram, 2003).
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e Phénotype « céphalosporinase de haut niveau »

Le phénotype de résistance céphalosporinase de haut niveau se traduit par une résistance
a I’ensemble des B-lactamines excepté les carbapénemes (Eyquem et Montagnier, 2000). Il
peut subsister une activité des céphalosporines a large spectre (céfépime, cefpirome). Il s’agit
d’un phénotype retrouvé principalement chez les bactéries possédant naturellement une
céphalosporinase ampC qui peut étre alors surexprimée (Enterobacter cloacae, Citrobacter
freundii, Escherichia coli, Morganella morganii et autres entérobactéries du méme groupe)
(Gueudet et al., 2010).

Depuis 1990, des céphalosporinases codéees par des genes plasmidiques ont été décrites.
Parmi celles-ci, il y a MIR-1, BIL-1 et CMY-2 (Seck, 2005). Cette résistance a été retrouvée
chez Klebsiella pneumoniae mais également chez d’autres entérobactéries. Ces enzymes a
médiation plasmidique dérivent des céphalosporinases chromosomiques d’Enterobacter
(ACT-1 et MIR-1), de Citrobacter (CMY), de Morganella (DHA), d’Hafnia (ACC-1) et
d’autres entérobactéries (MOX, FOX. . .) (Philippon et Arlet, 2006).

Ce phénotype de résistance est trés fréquent, c¢’est le mécanisme de résistance principal aux

céphalosporines antipseudomonas chez P. aeruginosa (Mérens et al., 2012).

e Les carbapénémases

Commercialisés depuis plus de 15 ans, I’'imipénéme, ou encore le méropénéme dans
des pays autres que la France, restent toujours des molécules trés actives, donc apparaissent
souvent, pour le clinicien, le dernier recours thérapeutique. Cependant, quelques signes
d’inquiétude montent, suite a la découverte d’enzymes nouvelles, majoritairement
transférables, dénommeées IMP (Imipenemase), VIM (Verona integron-encoded metallo- -
lactamase), SPM (Sdo Paulo MBL), GIM (German imipenemase), KPC (Klebsiella

pneumoniae carbapénémases), GES (Guiana Extended Spectrum B-lactamase), OXA

(oxacillinases) chez des bactéries opportunistes comme P. aeruginosa et A. baumannii
(Philippon et Arlet, 2006).

Les carbapénémases sont des B-lactamases dont le spectre s’étend aux carbapénémes
(imipénéme, méropénéme et/ou doripénéme) (Mérens et al., 2012). Les carbapénemases
décrites chez les entérobactéries appartiennent aux quatre classes connues de béta-lactamases

(classe A, B, C, D de la classification d’Ambler). Les plus importantes, cliniguement, sont
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actuellement les béta-lactamases de type KPC, IMP (active on IMiPenem)/VIM (Verona
Integron-encoded Metallo-B-lactamase) et OXA-48 (B-lactamase de classe D) (Nordmann et
Carrer, 2010).

e Les p-lactamases a spectre étendu (BLSE)

> Définition

Décrites pour la premiére fois en 1983 en Allemagne, puis en France et en Tunisie en
1984, la présence de béta-lactamase a spectre étendu (BLSE) a été signalée ensuite dans le
monde entier, principalement chez des patients hospitalisés, en corrélation avec une
importante utilisation des céphalosporines de troisieme génération (C3G) et avec la nature
plasmidique des BLSE (Anastay et al., 2013).

Elles sont des enzymes produites par les entérobacteries qui hydrolysent I’ensemble des
pénicillines et les céphalosporines a 1’exception des céphamycines (céfotixine, céfotétan) du
moxalactam et des carbapénémes. Elles sont inhibées partiellement par les inhibiteurs de béta-
lactamase (acide clavulanique, tazobactam, sulbactam), et portées par des plasmides

conjugatifs, donc transferables (Doit et al., 2010).

» Types de BLSE

Plus de 200 BLSE ont été décrites, classées en 11 familles en fonction de leur séquence
protéique (Elhani, 2012).

Les 4 familles majeures sont TEM, SHV, OXA et CTX-M, et sont le plus souvent
d’origine plasmidique (Géraldine, 2010). Les BLSE de type TEM et SHV dérivent de TEM-1
et SHV-1 (béta-lactamases a spectre étroit) ; en revanche les BLSE de type CTX-M
retrouvées dans les entérobactéries dérivent des béta-lactamases chromosomiques d’espéces

du genre Kluyvera (Vodovar et al., 2012).

> Epidémiologie

Les BLSE de type TEM et SHV ont trés rapidement et largement été diffusés dans le
monde avec des prévalences variables selon les pays. Au cours des années 1990-98, elles ont
été responsables de grandes épidémies de colonisations et d'infections nosocomiales en

particulier dans les services de soins intensifs ou l'utilisation des C3G est tres commune. Elles
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sont principalement liées aux espéces K. pneumoniae et Enterobacter aerogenes ( Paterson et
Bonomo, 2005).

A la fin des années 90, un renversement de situation avec I'émergence des CTX-M était
noté. En effet, aprés une diminution significative des BLSE de type TEM et SHV, la
prévalence des CTX-M a explosé. Ces derniéres sont devenues endémiques sur tous les
continents (Canton et al., 2008).

Depuis 1’année 2000, E. coli représente I’espéce majoritaire chez laquelle les CTX-M
ont été détectées et semble étre un vrai pathogene communautaire producteur de BLSE et

responsable principalement d’infections urinaires (Elhani, 2012).

Enfin, les BLSE plus rares, comme PER ou VEB, ont des répartitions géographiques
différentes. Ainsi I'enzyme VEB-1 est trés répandue dans le sud-est asiatique alors que PER-1
est préponderante en Turquie et PER-2 n'a été décrite qu'en Argentine (Quinteros et al.,
2003) et I'enzyme TLA-1 au Mexique (Canton et al., 2008). En Algérie, les enzymes PER-1
ou VEB-1 ont été observés de facon sporadique chez Proteus (labadeneet al., 2009), et
Enterobacter (labadene et al., 2008).
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1. Patients et prélévements

Notre stage s’est déroulé durant une période de 04 mois: Février au Mai 2016 au
niveau de I’Unité de Bactériologie Clinique du laboratoire de I’Etablissement Publique et
Hospitalier (EPH) de Boufarik, visant la détermination des profils de résistance aux [-

lactamines chez les bacilles a Gram négatif.

» Matériel

e Matériel biologique

Cette étude porte sur 1778 prélevements comportant les urines, LCR, pus et divers et
le sang (Tableau Il), issus des patients hospitalisés dans les différents services de cet hopital
(Néonatalogie, Pédiatrie, Maternité, Meédecine interne, Maladies infectieuses, Chirurgie
générale, Urgences) de la wilaya de Blida et aussi a des malades consultants a titre externe.
Certains facteurs et donnees épidémiologiques ont été pris en consideration lors de la

réception des prélévements, citant:

- Nom et prénom.

- Age et sexe.

- Service d’hospitalisation.
- Nature de prélevements.

- Antibiothérapie en cours.

Tableau I1: Répartition des prélévements selon leurs natures.

Prélevement Urine Pus et divers LCR Sang

Nombre d'échantillon 1271 91 159 257

e Matériel non biologique

I1 est représenté par les instruments et ’appareillage, les milieux de culture et les réactifs ainsi

que les différents antibiotiques disponibles. Ces derniers sont portés en annexe 1 et 2.
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2. Techniques de prélevement

Le prélevement est une étape essentielle du diagnostic car c’est de sa qualité que
dépend I’analyse bactériologique. Il nécessite des conditions d’asepsie et de stérilité, doit

s’effectuer en absence d’antibiothérapie, a défaut ouvrir une fenétre thérapeutique.

2.1 Prélévement d’urine

Le prélévement s’effectue aprés nettoyage du méat urinaire avec une solution
antiseptique en recueillant les premieres urines du matin en milieu du jet, selon la technique

dite « du milieu de jet »

Les urines sont recueillies 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 la

glace (Djennane et al., 2009).

Chez le nourrisson, apres une désinfection soigneuse de la région périnéale et afin
d’éviter toute contamination fécale, un sac collecteur stérile spécifique, muni d’un adhésif est
fixé a vulve chez la petite fille ou a la verge chez le petit garcon pendant une heure, ce dernier

est acheminé dans les plus brefs délais au laboratoire.

Chez les personnes sondées, apres clampage de la sonde, on ponctionne les urines avec

une seringue et on les transvase dans un flacon stérile.

2.2 Préelevement sanguin

Le sang est recueilli par ponction veineuse au niveau du pli de coude, la peau est
désinfectée a ’aide de I’alcool on laisse agir pendent une minute. 10% de sang par apport a la
quantité¢ du bouillon est prélevé immédiatement dans les flacons d’hémoculture toute on

évitant de les disposer sur des surfaces froides (Granier et Denis, 2007).
Le prélevement doit étre effectué au moment des pics fébriles ou de frissons.

2.3 Prélevements de LCR (Liquide Céphalo-Rachidien)

L’examen cytobactériologique du LCR permet de faire le diagnostic des méningites

purulentes grace a I’étude du LCR obtenu par ponction lombaire.

La ponction lombaire (P.L.) est pratiquée entre L4 et L5 ou entre L3 et L4. Si le

liquide céphalo-rachidien (L.C.R.) est hématique, on le recueille dans trois tubes en freinant
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son écoulement au moyen du mandrin. Le LCR est recueilli dans des flacons secs et stériles,
conservé & la température ambiante et examiné dés son arrivée au Laboratoire (Akiki et al .,

1991).

2.4 Prélevements de pus et divers

Le pus peut avoir diverses origines et les divers peuvent étre:

Liquides d’épanchements (liquide d’ascite, pleural, articulaire, péricardique, péritonéal).

Prélevement des lésions superficielles de la peau et des muqueuses.

Dans le cas ou le pus est localisé dans un abcés 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 abces ouverts, plaies suppurées ou pustules et les fistules ou le pus
s’écoule a I’extérieur, le prélevement alors se fait a I’aide d’un écouvillon aprés désinfection
de la plaie. Le prelevement 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).
3. Méthodologie de diagnostic

Les milieux utilisés et D’interprétation des résultats dépendent de la nature du
prélevement a analyser.
3.1 Etude cytobactériologique des urines

3.1.1 Examen macroscopique
-L’aspect des urines: ’urine normale est claire. Un aspect trouble peut étre di a une infection
urinaire mais aussi a la présence de cristaux ou de sels amorphes (Djennane et al., 2009).
-La couleur: jaune paille, ambrée, ictérique, hématique, éventuellement colorée par des
médicaments (bleu de méthyléne, rifampicine...etc.).

L’hématurie peut étre macroscopique ou microscopique selon son intensité. Les

traumatismes, les calculs, les tumeurs siégeant en un point quelconque de I’appareil urinaire,
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la tuberculose, les troubles de la coagulation (traitements anticoagulants) peuvent étre a

I’origine d’hématurie, mais il existe aussi des cystites hématuriques (Darbas et al., 2007).

3.1.2 Examen microscopique

A Tétat normal, I'urine est trés pauvre en éléments cellulaires : environ 10 hématies et
moins de 10* leucocytes /ml, des cellules de desquamation de la muqueuse, des cylindres
hyalins ainsi que des cristaux (Darbas et al., 2007).

L’examen microscopique en bactériologie peut étre effectué sans coloration de
I’échantillon par observation directe entre lame et lamelle (technique de I’état frais) (Denis et
al., 2012).

Cet examen doit étre effectué dans les deux heures qui suivent le préléevement afin de

limiter I’altération des éléments cellulaires (Djennane et al., 2009).

» L’état frais: c’est un examen qui se fait entre lame et lamelle sur cellule
hématimeétrique ou sur cellule normale ; il présente de ce fait un double intérét :
- Quantitatif: Numération des éléments cellulaires.

- Qualitatif : Description des différents éléments cellulaires (Djennane et al., 2009).

» Technique:
- Déposer une goutte d’urine non diluée sur la lame a I’aide d’une pipette Pasteur
déboucleée.
-Recouvrir de lamelle couvre-objet propre en évitant d’enfermer des bulles d’air.
-Le liquide ne doit pas déborder (sinon jeter la lame dans une solution désinfectante et
recommencer).
- Observer au microscope a 1’objectif 40x.
» Lecture
En cas d'infection urinaire, le processus inflammatoire se traduit le plus souvent par la
présence de :
->5X10* leucocytes /ml

- > 10* hématies /ml
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3.1.3 La mise en culture

La réalisation d’une culture est nécessaire pour le diagnostic de I’infection urinaire, elle
permet de  préciser I'espece bactérienne, quantifier la bactériurie et effectuer un

antibiogramme.

Les modes d’ensemencement les plus simples et les plus utilisée sont : méthode
originale de Kass, méthode simplifié de Véron, méthode a I’anse calibrée et la méthode de

lame immergée. Nous avons utilisé pendant I’étude la méthode a I’anse calibrée.

Une anse calibrée a 10 pl est utilisée pour ensemencer les géloses nutritives. On
préleve verticalement avec I’anse calibrée et par capillarité une goutte d’urine que 1’on
ensemence par stries sur la boite de gélose : une strie centrale est ensemencée puis
perpendiculairement réaliser un isolement de haut en bas de la boite en desserrant légérement

les dernieres stries (Djennane et al., 2009).
3.1.4 Incubation et dénombrement

Les boites sont incubées a 37°C pendant 18h a 24h. Aprés I’incubation, Chaque colonie
isolée correspond & une concentration de 10%Unités viables / ml urine. La numération
bactérienne est comparée a ’abaque de lecture correspondant aux différentes concentrations

de bactéries/ml d’urines (Djennane et al., 2009). (Figure 7)

Figure 7: Dénombrement des colonies

L’interprétation s'effectue de la maniére suivante pour confirmer la présence ou l’absence

d’infection urinaire :

- Bactériurie < 10® UFC / ml : absence d'infection urinaire.
- Bactériurie > 10°UFC/ ml : présence d'infection urinaire.

- Entre 10° et 10* UFC / ml : zone d'incertitude (valeurs a contrdler si besoin).
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3.2 Hémoculture

L’hémoculture consiste @ mettre en culture, dans des flacons contenant un milieu

stérile, du sang du malade a la recherche d’une septicémie.

Aprés désinfection du bouchon du flacon d’hémoculture, a I’aide d’une seringue stérile,
on préleve quelques gouttes qu’on ensemence sur une gélose au sang cuit, les boites sont
incubées dans une atmosphére enrichie de 5% a 10% de CO.a 35°C pendant 24h a 48h. Des
repiquages sont réalisés pour J1, J3, J10 et pour tous les flacons présentent des signes de
positivité macroscopique (trouble, hémolyse, dépbt, voile en surface) (Granier et Denis,
2007).

3.3 Etude cytobactériologique du LCR

L'examen du LCR permet le diagnostic de méningite aigué. Il est réalisé en urgence
lorsqu'une méningite est suspectée. Il peut étre egalement nécessaire au diagnostic d'autres

infections du systeme nerveux central : méningo-encephalites, abcés cérébraux, myélites.
L'analyse du LCR comporte plusieurs aspects :

- Analyse cytologique: recherche de cellules, en particulier globules blancs ;

- Analyse chimique: dosage du glucose, des protéines, des ions chlorure ;

- Analyse bactériologique: mise en culture pour identifier un éventuel germe en cause et
réaliser un antibiogramme (voir ce terme) pour savoir quels antibiotiques seront

efficaces sur ce germe.

3.3.1 Examen macroscopique
Le LCR normal ou sain, examiné a I'ceil nu a un aspect de «I'eau de roche» ; mais en cas
de pathologie, il se présente sous différents aspects (Société Francaise de Microbiologie,
2004):

» Rouge, hémorragique, xanthochromique en cas d'hémorragie ou de traumatisme,
» Jaune-citrin en cas d'ictere,
» Trouble, purulent, «eau de riz».

Un LCR clair ou «eau de roche» n'exclut pas le diagnostic de méningites (cas des

méningites décapitées ou en phase de début).
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3.3.2 Examen chimique du LCR

Cet examen direct est basé sur la mesure du taux de glucose (glycorachie), de protéine
(proteinorachie) et de chlorure (chlorurorachie) dans le LCR. Les valeurs de référence de
ces différents éléments sont respectivement de 2,2-3 mmol/l, 0,15-0,5 g/l et 120 mmol/I.

La glycorachie doit toujours étre interprétée en fonction de la glycémie. Ces valeurs
sont toujours perturbées face a un syndrome méningé, en particulier la glycorachie et la
proteinorachie. Ainsi, en cas de méningites purulentes, on assiste a une baisse du taux de
glucose dans 70% des cas et a une augmentation du taux de protéine (Lapeysonnie, 1963). La

chlorurorachie est en général normale et a trés peu d'intérét.

3.3.3 Examen microscopique
La numération des éléments cellulaires est réalisée dans un hématimétre en verre
réutilisable de type cellule de Nageotte. Aprés agitation douce et homogénéisation du LCR :
e Remplir la cellule de comptage.
e Laisser au repos quelques minutes pour que les éléments sédimentent.

e Compter les eléments au microscope objectif x40.

> lecture
- Les hématies apparaissent parfaitement circulaires, brillantes (de petite taille).
- Les leucocytes sont de plus grande taille, avec un contour moins regulier et sont
réfringents
- Pour éviter de compter 2 fois le méme élément, seuls les élements a cheval sur la limite
supérieure et sur la limite droite de la bande envisagée sont comptabilisés (Belabbass et
al., 2010).

3.3.3 La mise en culture

Aprés un examen macroscopique, numération sur cellule de Nagoette et un frottis
coloré pour les LCR a cytologie positive, on préléve un volume qu’on ensemence sur une
gélose au sang cuit, les boites sont incubées dans une atmosphére enrichie de 5% a 10% de
CO2 a 35°C pendant 24h a 48h.

3.4 Etude cytobactériologique du pus

L’écouvillon dont nous avons prélevé avec a été déchargé par stries serrées sur boites

suivantes: une gélose au sang cuit (GSC), une gélose au sang frais (GSF) et une gélose
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Hektoen, puis nous avons réensemencé par une pipette Pasteur toute la surface de la gélose
aussi par des stries serrées, tout en réalisant un enrichissement dans un bouillon cceur-cerveau
(B.H.1.B).

Aprés I’incubation, et a partir du bouillon d’enrichissement les mémes milieux ont été
ensemenceés si la culture dans les boites d’origine été 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% & 10% de CO..

4. ldentification
4.1Etude morphologique

La morphologie des microorganismes est investiguée suivant deux examens, un
examen macroscopique; présentant certains critéres culturaux observables a 1’ceil nus, et un
examen microscopique; visant la détermination de la mobilité a I’état frais, la forme, le mode
d’arrangement et le groupe bactérien (Gram+/Gram-) apres une coloration permettant
d’observer des bactéries tuées fixées sur une lame traitée par au moins un seul colorant, la

plus adaptée est celle de Gram.

» Coloration différentielle de Gram

C’est la coloration de référence en bactériologie mise au point en 1884 par Hans Christian
Gram et permettant la distinction entre les bactéries a Gram+, colorées en violet, ayant une
paroi riche en peptidoglycane donc imperméable a I’alcool, et les bactéries a Gram-, colorées
en rose, avec une paroi riche en lipides donc perméable a I’alcool qui décolore son

cytoplasme, ainsi cette coloration permet de déterminer le mode d’arrangement.

La méthodologie de cette coloration est la suivante:

- Préparation d’un frottis: en prélevant, a ’aide de 1’anse a ensemencement ou d’une
pipete de Pasteur, une parcelle de la colonie a étudier et la déposer sur une goutte
d’eau sur une lame propre et la bien étaler afin d’éviter les agglomérations des
bactéries.

- Fixation du frottis: en passant la lame sur la flamme (le coté étalé avec 1’échantillon

est dirigé vers le haut) puis laisser refroidir.
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- Lacoloration primaire: couvrir complétement la lame de violet de Gentiane pendant
30 secondes a 1 minute, puis rincer a 1’eau.

- La fixation au Lugol: couvrir la lame de lugol pour 30secondes puis rincer a I’eau.

- La décoloration a I’alcool: verser quelques gouttes d’alcool sur le frottis tenu
verticalement jusqu'a ce que 1’alcool s’écoule non teinté (5 secondes environ), rincer a
I’cau.

- La coloration secondaire: recolorer par la fuschine en versant le colorant en bout de
lame et en le faisant glisser le long de la lame pour éviter une coloration trop intense.

- Observer la lame au microscope (avec une goutte d’huile a immersion, a

grossissement 1000x).
4.2 ldentification biochimique

L’identification biochimique repose sur I'utilisation de galeries spécifiques permettant
d’identifier le genre et ’espece bactérienne en s’appuyant sur ces caracteres biochimiques

apres orientation a partir de caracteres culturaux et morphologiques.

Nous avons utilisé la galerie biochimique miniaturisée Api20E et parfois la galerie

classique selon la disponibilité.
4.2.1 La galerie biochimique classique
4.2.1.1 Test d’oxydase

Test de détection de ’enzyme « Phényléne diamine oxydase », chez les bactéries a Gram
négatif, qui oxyde la forme réduite des dérives de méthyle en donnant une couleur violete

afin de différencier les Entérobactéries des Pseudomonas.

- Technique: Etaler sur le disque d’oxydase imprégné une colonie bactérienne. Un test
positif se traduit par une coloration violet pourpre en 10secondes (Larpent et
Larpent-Gourgaud, 1997).

- Lecture

-Coloration violette foncée puis noire : Oxydase (+) —— Pseudomonas
-Absence de coloration : Oxydase (-—— Entérobactéries.
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4.2.1.2 Test d’ONPG (Ortho-Nitro-Phenyl-p.D.Galactosidase)

Ce test est réalisé pour étudier I’existence d’une Béta-Galactosidase chez le germe,
donc la possibilité de la fermentation effective du lactose indépendamment de la perméase

bactérienne.

Pour déceler cette Béta-galactosidase, on va mettre la bactérie en présence d’un réactif
analogue au Lactose Ortho-Nitro-Phenyl-f.D.Galactosidase (ONPG) qui donne le Lactose et
I’Orthonophényl présentant une coloration jaune.

Technique: Le test est pratiqué en réalisant une suspension dense de la bactérie testée dans de
I’eau distillée puis a I’aide d’une pince flambée et refroidie nous avons ajouté un disque
imprégné d’ONPG et nous avons mis le tube dans I’étuve pendant 15 a 20 minutes. La
présence d’une béta-galactosidase se traduit par la libération de I’orthophényle soluble de

couleur jaune qui apparait aprés la durée d’incubation (Delarras, 2007)

Lecture: -Couleur jaune : ONPG (+). -Pas de coloration : ONPG (-).

4.2.1.3 Milieux d’identification
e T.S.1(Tree-Sugar-lron)

Milieu permettant la mise en évidence le dégagement ou non du gaz, la production de

I’HaS et la fermentation des trois sucres: Glucose (culot), Lactose et Saccharose (pente).

- Technique: D’abord ensemencer la pente par des stries serrées avec une pipette
Pasteur apres avoir prélever la colonie a tester, puis le culot par une piqure centrale, la
lecture se fait apres 24h d’incubation a 37°C.

- Lecture:

- Virage de couleur de la pente vers le jaune : fermentation de lactose et saccharose.
- Virage de couleur du culot vers le jaune : fermentation de glucose.
- Noircissement de du milieu : production de H5S.

- Formation de bulles de gaz dans la masse du culot : production de gaz.
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e Citrate de Simmons

Le milieu utilisé pour le test fermentation du citrate contient également des sels minéraux
d’ammonium. En effet, un organisme capable d’utiliser le citrate métabolise également les
sels d’ammonium comme seule source d’azote. L’alcalinisation du milieu provient de la

libération de NHs a partir des sels (Larpent et Larpent-Gourgaud, 1997).

- Technique : La moitié du milieu sera ensemencée par des stries serrées ascendantes
avec une goutte de la suspension bactérienne, 1’autre moiti¢ servira comme témoin,
puis incuber a 37°C pour 24h.

- Lecture

- Virage de couleur de vert au bleu : Citrate positive.

- Le milieu reste vert : Citrate negative.

e Urée-indole
Le milieu Urée-tryptophane, improprement dit Urée-indole, permet de realiser 3 tests :

- Test Uréase : démontrer la dégradation de I'urée en ammoniac par 1’Uréase.

- Test d’Indole: certaines bactéries dégradent le tryptophane en indole grace a une
Tryptophanase.

- Test TDA: le « Tryptophane désaminase » agit sur le tryptophane en donnant I’acide

indole pyruvique.

- Technique: Additionner quelques gouttes de la suspension bactérienne a étudiée dans
le milieu puis incuber a 37°C pour 24h. Le lendemain, diviser le contenue du tube en
deux :

- L’un servira a la recherche de I’indole par D’ajout de quelques gouttes

du « KOVACS ».
- L’autre servira a la recherche de T.D.A par adjonction du réactif T.D.A.
- Lecture

- Changement de coloration de jaune au rose : Uréase (+).

- Absence de virage de couleur : Uréase (-).
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- Formation d’anneau rouge aprés 1’addition de Kovacs : Indole (+).
- Virage de couleur au rouge-brun apres ajout du TDA : TDA(+).
e Clarket Lubs

Permettant de différencier entre deux voies fermentaires chez les Entérobactéries :

- Test au Rouge de Méthyle (RM) : met en évidence la voie des acides mixtes.

- Test de Voges Proskauer : met en évidence la voie du Butan-2,3-idiol.

- Technique: ensemencer le milieu avec quelques gouttes de la suspension bactérienne
a étudier et incuber a 37°C pour 24h, puis diviser le contenue du tube en deux afin de
réaliser les tests.

- Lecture

Test RM: apres I’ajout du reactif RM :
- Milieu rouge: RM(+), Milieu reste jaune: RM(-).

Test VP: apres ’ajout des réactifs VP1 et VP2 avec agitation

- Apparition d’une couleur brune rouge: VP+, sinon VP(-).

e Métabolisme des acides aminés

Certaines especes microbiennes possedent des enzymes dégradant certains acides aminés:
L’Ornithine décarboxylase (ODC), la Lysine décarboxylase (LDC) et I’Arginine déhydrolase
(ADH). La mise en évidence de ces enzymes est utilisée en point de vue taxonomique en

particulier pour les entérobactéries.

Dans le 1 temps, la bactérie utilise le glucose du milieu qui s’acidifie en virant
I’indicateur « le pourpe du romocrésol » au jaune. Dans un 2™ temps, la décarboxylation de
I’acide aminé alcalinise le milieu et refait virer I’indicateur au bleu violace, alors que le tube

témoin, sans acides aminés, reste jaune.

- Technique: Induire quelques gouttes de la suspension bactérienne a étudiée dans
le milieu et les recouvrir d’une couche d’huile de vaseline stérile en favorisant que

les réactions anaérobiques.
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- Lecture
v" Le témoin devient jaune et le tube d’acide aminé violet : décarboxylase
positive.
v' Le témoin devient jaune et le tube d’acide aminé jaune : décarboxylase
négative.

v" Si le témoin reste violet : test a refaire.

4.2.2 Galerie Api 20E

Apreés la coloration de Gram les souches sont identifiées selon les méthodes classiques en
usage au laboratoire, a savoir, par les galeries biochimiques APl 20E (Analytical Profile
Index)

e Principe

Cette technique consiste a réaliser 20 tests avec la galerie, puis interpréter les résultats a
’aide de la base de données API 20E (Bio-Mérieux).

La galerie se compose de 20 microtubes contenant des substrats deshydratés pour la
mise en ¢évidence d’enzymes ou de fermentation de sucres. Les tests enzymatiques sont
inoculés avec une suspension dense, réalisée a partir d’une culture pure, qui réhydrate les
substrats. Les réactions produites durant la période d’incubation se traduisent par un
changement spontané ou révélé par ’addition de réactifs. La fermentation des carbohydrates

entraine une acidification se traduisant par un virage spontané de 1’indicateur coloré.

e Technique

- Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartie environ 5 ml d’eau
distillée dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide, puis placer la galerie
dans la boite d’incubation.

- Prélever quelques colonies et préparer une suspension bactérienne dans 1’eau
distillée sterile.

- Remplie les tubes et cupules des tests CIT, VIP et GEL avec la suspension
bactérienne et uniquement les tubes des autres tests.

- Réaliser une anaérobiose dans les tests ADH, LDC, ODC, H,S, URE en

remplissant leur cupule d’huile de vaseline.
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- Refermer la galerie et I’incuber a 37°C pendant 24H.
- Apres incubation, noter sur la fiche de résultat, toutes les réactions spontanees. La

révélation des trois TDA, VP et indole est faite par I’ajout des réactifs nécessaires

(TDA, VP1, VP2 et KOVACS).
L’identification est obtenue a 1’aide dun code formulé apres la lecture de la galerie.

e Lecture
La lecture des galeries APl se fait selon les indications du fournisseur. Aprés
codification des réactions en un profil numérique :
- les tests seront regrouper en groupe de 3 prennent les chiffres (1,2ou 4) pour un test
positive et le chiffre O pour un test négative.
- On obtient un nombre de 7 chiffres (profil numérique).

L’identification est alors obtenue en comparant avec le catalogue analytique.

5. Etude de la sensibilité des souches aux antibiotiques

L'antibiogramme est I'examen biologique destiné a mesurer l'interaction entre chacune
des molécules antibactériennes utilisables et une souche bactérienne susceptible d'étre
pathogene, isolée d'un patient. Le résultat contribue a évaluer la sensibilité de la souche
bactérienne examinée ou sa résistance, ce qui signifie que la molécule sera probablement
active au sens thérapeutique ou le traitement sera un échec. Le résultat numeérique brut est
accompagné d'une interprétation ou remplacé par elle: résistant, sensible, intermédiaire, ou

(indéterminée) (Scavizzi et al., 2000).
Le but essentiel de ’antibiogramme est 1’aide a la décision thérapeutique. Il sert également:

- A la surveillance épidémiologique de la résistance bactérienne qui orientera
ultérieurement I’antibiothérapie probabiliste.

- A la comparaison des phénotypes de résistance de souches présumées responsable
d’infection nosocomiale.

- A l’identification bactérienne par la mise en évidence des résistances naturelles.

La sensibilité de toutes les souches vis-a-vis des p-lactamines et d’autres familles

d’antibiotiques est testée par la méthode de I’antibiogramme standard par diffusion sur gélose
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Mueller Hinton selon les recommandations du CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute 2008).

e Principe

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques a été réalisée par la méthode de diffusion sur
milieu gélosé Mueller-Hinton selon les normes et les recommandations du comité de

I’antibiogramme de la société frangaise de la microbiologie (CASFM, 2008).

Il consiste a disposer des disques de papier imprégnés de concentration déterminée
d’antibiotique a la surface d’un milieu gélosé. Dés I’application des disques, I’antibiotique
diffuse a partir du disque de maniére uniforme dans la gélose. Aprés incubation, les disques
s’entourent de zones d’inhibition circulaires correspondant a une absence de culture. (Soude,

2005)

e Technique

- Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne (inoculum a 0,5 Mac
Farland de turbidité).

- L'essorer en le pressant fermement sur la paroi interne du tube pour le décharger.

- Frotter I'ecouvillon sur la totalité de la surface gélosée seche de haut en bas, en
stries serrées.

- Répéter lI'opération deux fois en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier
de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme, puis le passer autour du bord.

- Recharger I'écouvillon pour chaque boite de Pétri.

- Application des disques d'antibiotiques: elle se fait manuellement avec une pince
stérile, utiles pour un rapprochement ou éloignement des disques, ou pour un choix
positionnel comme I'emplacement des inhibiteurs. Les antibiotiques testés sont
mentionnés dans Annexe N°4.

- Incubation : les boftes sont mises a I'étuve a 37°C pendant 18 a 24h.

e Lecture

La lecture a été faite par la mesure avec précision des différents diametres des zones
d'inhibition, en comparant ces résultats aux valeurs critiques figurant dans Annexe N°5, 6 et7.

Les bactéries ont été classées dans I'une des catégories: Sensible, Intermédiaire ou Résistance.
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6. Recherche phénotypique de la production des BLSE

6.1 Quand rechercher une BLSE ?

La détection phénotypique d’une BLSE garde tout son intérét dans les études
épidémiologiques et en hygiéne hospitaliere. On recherche une BLSE devant un diametre

inférieur aux valeurs suivantes:
- Céfotaxime (CTX <27mm). - Ceftazidime (CAZ < 22mm).
- Ceftriaxone (CRO < 25m). - Aztréonam (ATM < 27mm).

6.2 Méthode de détection des BLSE
6.2.1 Test de synergie (DD-test)
- Principe

Le teste de synergie permet la détection de B-lactamases a spectre étendue chez une souche
donnee. Ces enzymes peuvent étre mises en évidence par la méthode des disques, qui consiste a
rechercher une image de synergie entre un disque d'antibiotique contenant un inhibiteur de -
lactamase et les disques de céphalosporines de troisieme génération (cefotaxime, ceftazidime et

céfepime) et l'aztréonam. Cette image est dite en "bouchon de champagne”(Jarlier et al., 1988)
- Technique

La production d’une [B-lactamases a spectre élargi a été détectée par I’épreuve de la
synergie qui consiste a placer des disques decefotaxime (30 pg ) a une distance définie (centre
a centre) d'un disque d’AMC (amoxicilline clavulanate) (20 ug et 10 pg, respectivement) pour
les entérobactéries et TCC (Ticarcilline-clavulanate) (75 pg et 10 pg respectivement) pour les

Pseudomonas sp et les Acinetobacter ssp.

- Lecture

La distance est déterminée en fonction de groupe bactérien et le diamétre d’inhibition vis-
a-vis de la céphalosporine de 3°™ génération. L’apparition d’une image de synergie en «
bouchon de champagne » ou en « entonnoir » entre le disque d’AMC ou TCC et les disques

ceftazidime, céfotaxime, cefepime ou aztréonam indique la production d’une BLSE.
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6.2.2 Test de confirmation (technique du double disque ou test espagnol)
- Principe

Ce test consiste a rechercher une augmentation de la zone d'inhibition d'un disque de C3G,
précédé par l'application d'un disque contenant I'AMC, comparé a un autre disque portant la
méme céphalosporine et placé cote a cote sur la gélose de Mueller-Hinton (AARN, 2011).

- Technique

On procede de la méme maniére que la technique d’antibiogramme dans la préparation de
I’inoculum et I’ensemencement, puis on place deux disques d’antibiotiques : un disque
d’AMC et un disque de CTX (C3G) a une distance de 25 mm selon la figure 8. On laisse
diffuser a la température ambiante du laboratoire pendant une heure de temps et on remplace
le disque d’AMC par un disque de CTX (C3G). On incube pendant 18 h a 37°C + 1°C.

Figure 8 : Schéma de détection de BLSE par le test du double disque (Rahal et al., 2005).

- Lecture

Le test du double disque est positif quand le diamétre d’inhibition du disque de
céphalosporine de 3eme génération appliqué apres diffusion du disque AMC ou TCC est
supérieur ou égal a Smm par rapport au diamétre d’inhibition du disque de céphalosporine de

3eme génération, ce qui indique une production d’une BLSE (AARN, 2011).
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1. Résultats

1.1 Répartition globale des prélévements

Parmi 1778 Prélévements regus, I’examen bactériologique montre que 240
prélevements se sont révélés positifs (13.50%), 1435 négatifs (77.05%), et 103 contaminés
(9.45%).

La figure 9 représente la répartition globale des prélevements.

M Positif
M Négatif

i Contaminé

Figure 9 : Répartition globale des prélévements.

1.2 Isolement et identification des souches
1.2.1 Répartition des souches par groupe bactérien

240 souches sont isolées et identifiées, dont 86,67% (210 /240) sont des
entérobactéries, 6.22% (14/240) sont des Pseudomonas (P. aeruginosa et Pseudomonas sp) et

0.44% (1/240) sont des Acinetobacter baumannii. Cependant, 6.67% (15/240) sont

représentées par d’autres groupes bactériens.
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La figure 10 montre la répartition des différents groupes bactériens.

6.67%
6.66%

M Entérobactéries
M Bacilles oxydatifs

i Autres

Figure 10: Répartition des souches par groupe bactérien.
1.2.2 Répartition des souches par espéces

A partir des 240 prelevements positifs, on a identifié 225 bactéries a Gram négatif
(BGN). La répartition des germes isoles est mentionnée dans le Tableau 11 récapitulatif ci-

dessous.

Tableau I11: Répartition des souches par especes

Espéce taux Nombre

Escherichia coli 52,89% 119
Klebsiella pneumoniae 14,22% 32
Proteus mirabilis 13,78% 31
Pseudomonas aeruginosa 5,78% 13
Proteus vulgaris 3,11% 7
Enterobacter cloacae 2,67% 6
Klebsiella oxytoca 1,78% 4
Morganella morganii 1,33% 3
Serratia marcescens 1,33% 3
Citrobacter freundii 0,89% 2
Serratia liquifaciens 0,44% 1
Acinetobacter baumannii 0,44% 1
Citrobacer koseri 0,44% 1
Proteus peneri 0,44% 1
Pseudomonas sp 0,44% 1
Autres 6,67% 15

Total 100,00% 240
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D’aprés le tableau I, E. coli est ’espéce la plus fréquemment isolée avec un taux de
52.89%, suivi par K. pneumoniae et P. mirabilis avec des taux de 14.22% et 13.78%

respectivement.
1.2.3 Répartition des souches par service

Nous avons isolé 53.33% (120/225) BGN chez les patients non hospitalisés et
46.67% (105/225) chez les patients hospitalisés.

Parmi les souches isolées en milieu hospitalier, le service de maladies infectieuses
occupe la premiere place avec 28.00% (63/225) des souches isolées, suivi par 10.67%
(21/229) en médecine interne, la figure 11 montre les différents taux.
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Figurell: Répartition des souches isolées par service

1.2.4 Répartition des souches selon la nature de prélevement

La figure 12 montre que 70.22% (158/225) des BGN sont isolées des urines et
26.67% (60/225) sont isolées des pus et divers. Uniquement 2.22% (5/225) et 0.89% (2/225)

des souches ont été isolées du sang et du LCR respectivement.
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M Urines
M LCR
i Sang

M Pus et divers

Figurel2: Répartition des souches par nature de prélévement
1.2.5 Répartition des souches par sexe

Nos résultats, présentés dans la figure 13, montrent une prédominance des BGN
isolées chez les patients du sexe féminin avec 72.89% (164/225) contre 27.11% (61/225) des

souches isolées chez les patients du sexe masculin.

H Homme

H Femme

Figure 13: Répartition des souches par sexe

Le sex-ratio femme/homme =164/61= 2.68. 11 y’a donc presque trois fois plus de

patient du sexe féminin que de patient du sexe masculin.
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1.2.6 Répartition des souches par tranche d’age

La figure 14 montre que le taux d’isolement le plus élevé a été observé dans la
tranche d’age 30<A<60 ans avec 28,44% (64/225) des BGN souches isolées, suivi par les
tranches d’age 60<A<90ans, 15<A<30ans et ayant 25,78% (58/225) et 25,33% (57/225)
respectivement, tandis que le taux le plus faible d’isolement a été rapporté chez les
nourrissons de 30J <A< 2ans avec 3,11% (7/225).
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Figure 14: Répartition des souches par catégories d’dge

1.3 Résistance des souches a au moins une des p-lactamines

Selon les résultats des antibiogrammes, 80.00% (180/225) des BGN sont retrouvées
résistantes a au moins une des B-lactamines a large spectre (C3G, carbapénémes), dont 176
souches sont des entérobactéries, 3 sont des Pseudomonas aeruginosa et 1 est une

Acinetobacter baumannii.
1.3.1 Réparation des souches résistantes par service

Selon le tableau 1V, certains services hospitaliers sont apparus plus concernés par le
probleme de la résistance bactérienne, notamment le service de la médecine interne qui

présente le taux le plus élevé 95,83% (23/24), suivi par celui des maladies infectieuses
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90,48% (57/63). Cependant, un taux de 76.66% (92/120) a été rapporté a partir des

prélévements externes.

Tableau 1V: Présentation des taux de résistance par service

Service Souches isolées Souches résistantes Taux
Néonatologie 2 0 0%
Pédiatrie 4 1 25%
Maternité 3 0 0%
Médecine interne 24 23 95,83%
Maladies infectieuses 63 57 90,48%
Chirurgie géneérale 4 3 75%
Urgences 5 4 80%
Externes 120 92 76.67%

1.3.2Repartition des souches résistantes par nature de prélévement

La figure 15 donne les taux de résistance retrouvés pour chaque type de prélevement.
Les souches résistantes proviennent essentiellement des prélévements d’urine avec 71,67%
(129/158) et présentent ainsi le taux le plus élevé, suivi par 25,00% (45/60) des souches
isolées a partir des pus et divers, tandis que les prélévements du sang et d’LCR ont permis

I’isolement de 2,22% (4/5) et 1,11% (2/2) souches résistantes respectivement.

80,00 1 71,67%
70,00 -
60,00 -
50,00 -
40,00 -
30,00 -
20,00 -

25,00%

résistantes

Pourcentage des souches

10,00 - 2,22% 1,11%
™ -
0,00

Urine sang Pus et divers LCR

Figure 15: Répartition des souches résistantes par nature de prélévement
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1.3.3Répartition des souches résistantes par tranches d’age

Selon le tableau V, toutes les tranches d’ages sont touchées par le phénomene de la

résistance bactérienne aux antibiotiques avec des taux qui varient selon les différentes

catégories d’age. Les personnes agees, de 60 ans<A<90 ans, semblent les plus touchés par ce
phénomeéne avec un taux de 96.55% (56/58). Les nourrissons de 30J <A< 2ans ont 28.57%

(2/7) et présentent le taux le plus faible.

Tableau V: Répartition des souches résistantes par tranches d’dge.

Age Souches isolées Souches résistantes Taux de résistance
1<A<30J 10 4 40%
30J <A< 2ans 7 2 28,57%
2ans <A< 15ans 29 24 82,76%
15ans <A< 30ans 57 47 82,46%
30ans <A< 60ans 64 47 73,44%
60ans<A<90ans 58 56 96,55%
Total 225 180 /

1.3.4 Répartition des souches résistantes par sexe

D’aprés la figure 16, le taux de résistance chez les patients du sexe féminin est plus
élevé 68.33% (123/180) que celui obtenu chez les patients du sexe masculin 31.7% (57/180).

B Homme

B Femme

Figure 16: Taux de résistance par sexe
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1.3.5 Etude de la résistance des principales souches d’entérobactéries aux p-lactamines
1.3.5.1 Etude de la résistance des souches d’E. coli

97/119 soit 81.51% des souches d’E. coli isolées sont résistantes aux f-lactamines. Un
taux de résistance important a été obtenu pour I’ Ampicilline avec un pourcentage de 92.78%,
d’aprés se qui est représenté dans la figure 17. Nous avons noté également une résistance
envers I’ Amoxicilline+ Ac.clavulanique, la céfotaxime et la céfazoline avec 44.33%, 16.49%
et 14.43% respectivement. Pour ce qui est de la Céfoxitine, un trés faible pourcentage de
résistance de 2.06% a été noté. Aucune résistance de ces souches n’a été observée Vis-a-vis

de I’imipenéme.

100,00 " 92,78%
90,00 -
80,00 -
70,00 -
60,00 -
50,00 - 44,33%
40,00 -

30,00 1 16,49%
20,00 - 14,43%

10,00 - I] 2,06%  00% “
= —

0,00

Taux de résistance chez E. coli

AMP AMC CTX FOX IMP cz

Les B-lactamines testées

Figure 17 : Taux de résistance des souches d’E. coli aux f-lactamines
1.3.5.2 Etude de la résistance des souches de K. pneumoniae

En analysant les profils de résistance aux antibiotiques des 32 souches de K. pneumoniae

étudiées, 30/32 des souches sont résistantes aux B-lactamines soit un pourcentage de 93.75%.

D’apres la figure 18, nous avons noté une résistance trés éleveée pour ’ampicilline avec

un taux de 93.33%, En revanche, toutes les souches (100%b) étaient sensibles a I’imipenéme
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100,00 + 93,33%

90,00 -
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] 63,33%
70,00 " 56,67%
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Figure 18: Taux de résistance des souches de K. pneumoniae aux S-lactamines
1.3.5.3 Etude de la résistance des souches de P. mirabilis

Parmi 31 souches de P. mirabilis isolées, 25 sont résistantes aux f-lactamines avec un
taux de 80.64%. Selon la figure 19, les souches de P. mirabilis ont montrées une trés grande
résistance vis-a-vis de 1’ Ampicilline (76%b), cependant la céfazoline, I’ Amoxicilline+
Ac.clavulanique, et la céfotaxime restent actives avec respectivement 28%, 16% et 8% de

résistance. Aussi la totalité de ses souches ont été sensibles a I’imipenéme et a la céfoxitine.

80 + 76%

70 A

50 A

28%

Taux de résistance chez P. mirabilis
o
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Figure 19: Taux de résistance des souches de P. mirabilis aux f-lactamines
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1.3.6 Etude de la résistance des bacilles 8 Gram négatif non-fermentaires aux p-

lactamines

3/14 souches de Pseudomonas aeruginosa ont été retrouvees résistantes, soit un taux de
21.42%, Tandis que 1/1 souche d’A. baumannii a été révélée résistante.

Le tableau VI montre les différents taux de résistance bacilles a Gram négatif non-
fermentaires aux [-lactamines, on remarque que (2/3) des souches de Pseudomonas
aeruginosa sont résistantes a la Ceftazidime, alors qu’A. baumannii est résistant a la

ticarcilline.

Tableau VI: Taux de résistance des souches des bacilles a Gram négatif non-fermentaires
vis-a-vis des - lactamines. (EF: Echantillon Faible)

ATB PIP TCC TIC FOX Cz CAZ IMP ATM
Nombre 0 1 0 1 1 2 0 0

P. aeruginosa
Taux 0/3(EF) 1/3(EF) 0/3(EF) 1/3(EF) 1/3(EF) 2/3(EF) 0/3(EF) 0/3(EF)
Nombre 0 0 1 0 0 0 0 0

A. baumannii
Taux 0/1(EF) 0/1(EF) 1/1(EF) 0/1(EF) 0/1(EF) 0/1(EF) 0/1(EF) 0/1(EF)

1.3.7Analyse des phénotypes de résistance aux f-lactamines

Parmi 180 souches résistantes, Le DD-test nous a permis de relevé la présence de 43
souches productrices de pB-lactamase a spectre étendu présentant un taux de 23.88%
(Figure20).

Figure 20: DD-test positif
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Pour les souches qui ne présentent pas une image de synergie, un double disque a été

effectué pour confirmer la production d’une BLSE ou non (Figure 21).

Figure21:Test espagnol positif

Les souches productrices de BLSE sont réparties comme suit: 20 Escherichia coli, 17
Klebsiella pneumoniae, 2 Enterobacter cloacae, alors que Proteus vulgaris, Proteus
mirabilis, Serratia marcescens et Acinetobacter baumannii présente chacune 1 seule souche
(Figure 22).

M E.coli

M K. pneumoniae
M P. mirabilis

M P. vulgaris

M E. cloacae

M Ser. marcescens

M A. baumannii

Figure 22:Répartition des souches productrices de BLSE
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I1-Discussion générale

Les bacilles a Gram négatif, dont les entérobactéries, restent les bactéries les plus
isolées dans les infections, particulierement dans les pays en voie de développement, dont on
fait partie. Le traitement de choix pour ces infections reste les B-lactamines a large spectre,
dont les céphalosporines de 3°™M, 4°M¢ génération et les carbapénémes. L habitat naturel de la
plupart des entérobactéries est le tube digestif, qui reste le pourvoyeur des différentes
infections, directement ou indirectement par les mains, le matériel hospitalier contaminés et
par les aliments (Denton, 2007 ; Sekhsokh et al., 2008).

Les bacilles a Gram négatif non fermentaires (Pseudomonas sp,
Acinetobacterssp...etc), quant a eux, sont a ’origine des infections nosocomiales diverses
notamment chez les immunodéprimés (VIH, leucémiques, cancéreux, greffés...).
L’importance de ces bacilles a Gram négatif est liée a leur multi résistance aux antibiotiques
actuellement disponibles. C’est pourquoi ces bacilles a Gram négatif ont suscité de

nombreuses études ces dernieres décennies (Gueye, 2007).

Notre étude consiste a déterminer les profils de résistance des bacilles a Gram négatif
aux [B-lactamines, durant laquelle 1778 prélevements (urines, sang, LCR, pus et divers) sont
recueillis, issus de différents services de ’EPH de Boufarik et aussi des malades consultants a
titre externe, dont 53.44% des prélevements provenant du milieu externe contre 46.56%

provenant de milieu hospitalier.

Les prélevements urinaires occupent la premiere place avec 71.48%, une étude réalisée
en France en 2000, montre que 91,1% des prélevements communautaires sont des
prélevements urinaires (Péan et al., 2001). En effet, ce résultat est expliqué par le fait que

I’infection urinaire est I'une des infections communautaires les plus fréquentes notamment

chez les femmes (Sekhsokh et al., 2008).

Dans notre €tude, le taux des cultures négatives est tres élevé avec 77.05%, Ce constat
peut étre dd a une mauvaise orientation du diagnostic médical (infection virale ou fongique), a
la présence des germes exigeants telle que les anaérobies strictes qui nécessites des milieux et
des conditions d’incubation spécifiques ou a une antibiothérapie. Alors que le taux de culture
contaminées est de 9.45%, ceci peut étre expliqué par le non-respect des conditions idéales
des prélevements et de transport des échantillons, ou a une contamination par la prolifération

d’une bactérie de souillure ou de ’environnement.
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Les analyses bactériologiques nous a permis d’isoler 240 souches, dont 225 sont des
bacilles a Gram négatif, représentant 93.33% des germes isolés. Parmi les BGN identifiés, un
nombre important d’entérobactéries a été enregistré lui permettant d’occuper la 1% place avec
210 souches ou 86.67% des germes isolés. On constate une prévalence d’entérobactéries de
72.38% dans les urines. En effet cette famille de bactérie est souvent responsable de diverses
infections hospitalieres et communautaires surtout dans les pays en voie de développement, a
cause de leur pouvoir uropathogene. Ainsi, cette derniére prédomine les pus et divers avec
86.66 % des souches isolées, cela peut étre expliqué par le non-respect des conditions des

prélevements.

Parmi les entérobactéries, nous avons noté que E. coli est I’espéce la plus
fréquemment isolée avec 52,89%, suivi par K. pneumoniae puis P. mirabilis avec 14.22% et
13.78% respectivement. En Tunisie E. coli occupe aussi la premiére place avec 81,7% suivi
par K. pneumoniae avec 3.7% (Péan et al., 2001). Notre répartition concorde aussi avec celle
de Sauna en 2011, dont E. coli présente un taux de 61,1%. En effet, E. coli représente 60 a
80% des infections urinaires communautaires (Caracciolo et al., 2011). Ainsi, cette bactérie
possede des adhésines capables de la lier a I’épithélium urinaire et d’empécher son

élimination par les vidanges vesicales (Sekhsokh et al., 2008).

Cette étude montre une fréquence des BGN non fermentants de 6.66 % présenté par
des Pseudomonas (P.aeruginosa et Pseudomonas sp) et A. baumannii, comparée a un taux

plus faible de 4% chez Pseudomonas sp obtenu par Touchene et Ghalmi en 2015.

Pendant I’étude, 225 BGN sont isolées, dont 46,67% sont isolées en milieu hospitalier.
Inférieurement a ce qui est rapporté en Tunisie en 2008 ; 65% des isolats provenaient de

malades hospitalisés (Mkaouar et al., 2008).

La plus part des souches isolées chez les patients hospitalisés, sont issues de service
des maladies infectieuses occupant la premiere place avec 28.00% des souches isolées, suivi
par 10.67% en médecine interne, difféeremment a ce qui a été rapporté par Medboua en 2011

dont la 1% place a été occupée par le service de pédiatrie avec 38,51%.

Le site urinaire est le principal site d’infection, 70.22% des isolats proviennent des
urines et 26,67% des pus et divers. En Tunisie, un taux de 60% des souches isolées dans les
urines, est rapporté par Mkaouar et al., 2008. Les ECBU positifs sont expliqués par le fait

que ces infections représentent le deuxiéme motif de consultation en pathologie infectieuse
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apres les infections respiratoires et la premiére cause d’infections nosocomiales (Anglaret et
al., 2002).

Le sex-ratio femme/homme est de 2.68, montrant une prédominance des souches isolées
chez les patients du sexe féminin avec 72.89% contre 27.11% des souches isolées chez les
patients du sexe masculin. Ces résultats rejoignent ceux obtenus par Touchene et Ghalmi en
2015 avec des valeurs trés proches dont la prédominance féminine présente 74% contre 26%
pour le sexe masculin.

Les souches provenaient essentiellement de sujets féminins, cela peut s’expliquer par le
fait que les prélevements d’origine urogénitale étaient trés largement majoritaires. En effet,
les infections urinaires sont beaucoup plus fréquentes chez la femme que chez ’homme,
pouvant étre dues a I’absence d’activité antibactérienne des glandes périurétrales
(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).
Egalement, les rapports sexuels favorisent la progression des bactéries urétrales dans la vessie
(Flam, 2011).

D’apres nos résultats, les adultes sont plus touchés par les infections, ainsi le taux
d’isolement le plus élevé a été observé chez les adultes de 30<A<60 ans avec 28,44% des
souches isolées, suivi par les personnes agés de 60<A<90ans avec 25,78%. Difféeremment, a
ce qui a été rapporté par Medboua en 2011 présentant 45,78% chez les enfants agés plus de 2

ans.

En réponse a la pression de sélection antibiotique, les bactéries ont développé, tant sur
le plan biochimique que génétique, de nombreux mécanismes conférant la résistance a la
bactérie hote, ainsi que sa capacité de transmission a d’autres bactéries. Ces microorganismes
combinent notamment des mécanismes a large spectre de substrats, qui leur permettent de
résister simultanément a diverses classes d’antibiotiques et de devenir ainsi multirésistantes

(Courvalin, 2008).

L’¢tude de la sensibilité des bacilles a Gram négatif isolés aux B-lactamines testees
(C3G, carbapénemes), montre un taux de 80.00% (180/225) de résistance, des taux moins
élevés, de 71% et 70,8% ont €té rapporté par Ben Romdhane et al., 2007. et Thabet et al.,
2008 en realisant des études sur les bacilles a Gram négatif multirésistantes dans des hdpitaux

Tunisiens.
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Parmi les 180 souches dites résistantes, 23/24 sont isolées du service de la médecine
interne qui présente le taux le plus élevé avec 95,83%, suivi par 90,48% en maladies
infectieuses. Cependant, le taux le plus élevé de souches résistantes a été observé en pédiatrie
avec 23,47%, suivi par 19,05% en maternité d’apres Medboua en 2011.

Le service de médecine interne occupe la 1% place en terme de résistance, ce dernier
regroupe généralement des sujets agés diabétiques qui sont prédisposées a développer des
infections des plaies et des blessures. Le facteur de risque principal dans ce service est le
diabéte avec une fréquence élevée de lésions de pied diabétique qui constitue une
complication grave avec un risque d’amputation et de mortalité aprés amputation (Belbel,

2014).

Les urines représentent le principal réservoir des souches résistantes avec 71,67%,
comme il a été rapporté par d’autres etudes, qui montrent que les bactéries résistantes sont
isolées principalement dans les urines avec 38.2% et 72% selon Belmonte et al., 2010 et
Mayoral et al., 2010 respectivement, et contrairement a Medboua en 2011 dont les

prélevements du sang présentent le taux le plus élevé de la résistance avec 31,43%.

D’apreés nos résultats, les personnes agees, de 60ans<A<90ans, et les patients du sexe
féminin, sont les plus touchés par le phénoméne de résistance. L’age et le sexe sont des
facteurs de risque dans I’acquisition de la multirésistantes. Ces résultats sont expliqués par la
fréquence élevée des infections urinaires chez la femme et la jeune fille en raison d’un urétre

court s’ouvrant a la vulve au voisinage du vagin et de ’anus (Denis et al., 2007)

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 age supérieur a 60 ans (Péan et al., 2001 ; D’escrivan et
al., 2004 ; Barbe et al., 2010).

Les taux de résistance des souches d’entérobactéries aux B-lactamines sont élevés a
I’exception de I’'imipenéme qui reste actif sur toutes les souches. Nos résultats montrent que
Iimipénéme est la seule B-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).
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Plusieurs études ont rapporté 1’efficacité de cette molécule sur les souches
d’entérobactéries productrices de BLSE: une sensibilité de 100 % a été rapportée par
Goossens et Grabein, 2005. Cependant, et Selon le réseau national de la surveillance des
bactéries résistantes aux antibiotiques, en 2009, la résistance aux carbapénémes commence a
disséminé dans les hépitaux algériens, dont des carbapénemases ont été isolées, des métallo-
B-lactamases dont VIM-19 ont été isolées a 1’hopital central de ’arme a Alger en 2008 et
2009, VIM-4 a été caractérisée en 2010 a I’hopital de Bouloghine (Benamrouche et
al.,2009).

K. pneumoniae est caractérisée par le taux le plus élevé de résistance qui est de
93.75%. Un taux plus faible de résistance de 39.02%, a été rapporté par Medboua en 2011,
aussi par Cao et al, qui est de 32% (Cao et al., 2002). Une résistance tres élevée pour
I’ampicilline a été notée avec un taux de 93.33%, car cette souche résiste naturellement a
I’ampicilline et aux carbénicillines par production de pénicillinases chromosomiques (Belbel,
2014), lui permettant de rejoindre le groupe 2 « pénicillinase de bas niveau » (Vedel, 1998).

Aussi nous avons noté une sensibilité totale (100%) a I’'imipenéme.

Cependant, la résistance de K. pneumoniae aux céphalosporines de 3®™génération
(représentaient dans notre étude par la céfotaxime) était de 56,67%, un taux trés proche a été
obtenu en Tunisie, selon le dernier rapport du réseau tunisien de surveillance, la fréquence de
K. pneumoniae résistantes au C3G était de 51.5% en 2007 (Ben Redjeb etBoutiba-Ben
Boubaker. 2008). Ce résultat est inferieure de ceux obtenus d’abord au Maroc par Amhaouch
et al., en 2013 et dont le taux était de 92,53%, ensuite par Touchene et Ghalmi en 2015 avec
86,67%.

Ce taux éleve chez K. pneumoniae est probablement di au fait que cette souche est
productrice des enzymes inactivant les C3G tel que les BLSE et les céphalosporinases
(Carrér et Nordmann, 2009). De plus, la « Céphalosporinase de haut niveau » est un
phénotype correspond a une résistance plus ou moins marquée aux peénicillines,
céphalosporines de 1% et 2°™ génération et au moins & une C3G qui a été retrouvée chez
Klebsiella pneumoniae mais également chez d’autres entérobactéries (Philippon et Arlet,
2006). Klebsiella pneumonaie a longtemps constitué I’espece d’entérobactérie chez laquelle la

production de BLSE était la plus fréquemment décrite (Colodner et al., 2004).

En analysant les profils de résistance des 119 souches d’E. coli étudiées, 81.51% des

souches sont résistantes aux B-lactamines, Ce résultat est extrémement élevé de celui obtenu
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par Touchene et Ghalmi en 2015 dans le méme laboratoire dont notre étude a été réalisée
avec 15.78%, aussi par rapport a ce qui a été rapporté par Medboua en 2011 avec 2.64%.

Ces souches présentent un taux de résistance important pour 1’Ampicilline avec un
pourcentage de 92.78%, On note également une résistance envers 1’Amoxicilline+
Ac.clavulanique, la céfotaxime et la céfazoline avec 44.33%, 16.49% et 14.43%
respectivement, pouvant étre due a une « pénicillinase résistante aux inhibiteurs » lui
conférant une résistance a I’amoxicilline et a la ticarcilline, seules ou en association avec
’acide clavulanique et un bas niveau de résistance aux C1G (Lavigne et al., 2002).

Nos pourcentages sont inférieures de ceux rapporté par Touchene et Ghalmi en 2015
dont toutes les souches étaient résistantes (100%) pour I’Ampicilline et la Céfazoline, et
présentant un taux de 95,56% envers la Céfotaxime.

Parmi 31 souches de P. mirabilis isolées, 25 sont résistantes aux j-lactamines avec un
taux de 80.64%, comparé a 2% présenté par Touchene et Ghalmi en 2015 et 3.70% rapporté
par Medboua en 2011. Les souches de P. mirabilis ont montré une tres grande résistance vis-
a-vis de I’Ampicilline (76%), cependant la céfazoline, I’ Amoxicilline+ Ac.clavulanique, et la
céfotaxime restent actives avec respectivement 28%, 16% et 8% de résistance.

En effet ces bactéries sont depourvues de B-lactamases a 1’état « sauvage » et sont
naturellement sensibles aux amino-pénicillines, carboxypénicillines, uréido-pénicillines, a
I’aztréonam, aux céphalosporines et aux carbapénémes (Bonnet, 2006), mais pouvant étre
résistantes par 1’acquisition d’une [B-lactamase de type CTX-M qui est maintenant tres
largement répandu dans le monde (Philippon et Arlet, 2006). Suite a la sensibilité totale vis-
a-vis les C2G (tel que FOX) on déduit alors I’absence du phénotype naturel « céfuroximase »
représentant le groupe 05 (Courvalin et al., 2006).

Pour les taux de résistance des bacilles a Gram négatif non-fermentaires aux p-
lactamines, parmi les 3 souches de P. aeruginosa résistantes, 2 soit (66.66%) sont résistantes
a la ceftazidime, une soit (33.33%) a la ticarcilline+acide clavulanique, céfazoline, céfoxitine
et aucune n’est résistante a I’imipénéme, pipéracilline, aztreonam et ticarcilline.
Différemment aux taux qui ont été rapportés d’abord par Ben Abdallah et al., en 2008 en
Tunisie avec 26%, 26,2% et 23,6% pour la ticarcilline, pipéracilline et ceftazidime
respectivement, ensuite par le réseau national de la surveillance des bactéries résistantes aux
antibiotiques, en 2009, avec 13,25% et 10,93% pour la ceftazidime et 1’imipénéme

respectivement (Benslimani, 2009).
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La résistance de P. aeruginosa a I’ensemble des [-lactamines excepté les
carbapénemes peut étre traduite par 1’acquisition d’un phénotype de résistance
« céphalosporinase de haut niveau » (Eyquem et Montagnier, 2000). Ce phénotype de
résistance est trés fréquent, représente le mécanisme de résistance principal aux

céphalosporines antipseudomonas chez P. aeruginosa (Mérens et al., 2012).

Récemment, Touati et al., ont décrit la premiére diffusion de souches de P.
aeruginosa productrices de MBL VIM-2 dans 14 isolats cliniques au niveau de Annaba, au
nord-est algérien (Touati et al., 2013). Ainsi, cette étude représente la deuxieme description
de P. aeruginosa productrices de VIM- 2 en Algérie au cours de la méme année. Cette
constatation peut refléter la répartition actuelle de MBL dans les bactéries a Gram négatif
cliniguement pertinentes dans I'Afrique du nord (Sefraoui, 2015).

En ce qui concerne A. baumannii, notre souche est résistante a la ticarcilline avec un
taux de 100%, contrairement a ce qui a été presente par Medboua en 2011, dont toutes les
souches sont reésistantes a la ceftazidime. De plus, une étude faite en Gréce a montré que
>94% des souches A. baumannii sont résistantes a la ceftazidime, l'amikacine et a
I'imipeneme (Enoch et al., 2007). La résistance d’A. baumannii aux carbapénemes a
augmenté de maniére alarmante ces dernieres décennies, di a 1'usage abusif de cette classe
d’antibiotique dans les services hospitaliers y a largement contribué. Cependant, la résistance

a I’imipenéme est variable selon les auteurs, allant de 3,1 a 60 % (Chbani et al., 2004).

Les phénotypes de résistance aux B-lactamines qui peuvent étre observé sont variables
a savoir I’imperméabilité¢, 1’hyperproduction des céphalosporinases chromosomiques,
production des céphalosporinases plasmidiques, production des carbapénemases ou
I’association de ces mécanismes. En effet, les BLSE sont retrouvées chez une vaste proportion
de bacilles a gram négatif, mais les entérobactéries représentent les germes les plus incriminés
(Gniadkowski, 2001).

L’impact de la production de BLSE sur la mortalité, comparé aux infections a des
organismes non BLSE, a montré que les infections causées par des entérobactéries produisant
des BLSE sont plus virulentes et associées a des résultats cliniques indésirables, y compris
I’augmentation de la mortalité, des hospitalisations prolongeées et des colts économiques plus

élevés (Schwaber et Carmeli, 2007).
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Parmi les 180 souches résistantes, 23.88% sont productrices des BLSE, dont ces
derniers sont de 69.35% au CHU Beni-Messous d’Alger d’aprés Medboua en 2011. Le
tableau VIl montre une comparaison du nombre des souches productrices de BLSE dans les
différents hdpitaux en Algérie avec nos souches.

Tableau VI1: Comparaison du nombre des souches productrices de BLSE dans les différents
hdpitaux en Algérie avec nos souches (Benslimani, 2009). (NP: Non Preécise).

Entérobactéries | P. aeruginosa A. baumannii
Nos résultats 42/176 0/3 1/1
Résultats de méme
laboratoireen 2012 16/208 NP NP
CHU Mustapha 66/202 0/111 23/60
Bacha
CHU Tizi-Ouzou 154/744 2/172 1/24
HMRU Constantine 92/434 27/120 6/28
HMRU Oran 44/186 2/52 0/13

Le taux de production des BLSE chez nos souches d’entérobactéries isolées est de
20% (42/210). Une souche d’A. baumannii est productrice de BLSE, alors qu’aucune souche
de P. aeruginosa ne les produits. 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).

Dans cette étude, L’incidence des souches d’entérobactéries productrices de BLSE
était 20% (42/210). Cette prévalence correspond a peu pres a celles retrouvées dans certaines
études nationales publiés jusqu’alors au Nord d’Algérie, soit 39.22% a Tlemcen (Baba
Ahmed-KaziTani et al., 2013), et 31.4% a Annaba (Nedjai et al., 2012) et 31,76% selon
Benslimani et mehieddine en 2010. Mais assez différente de celle faite dans le méme
laboratoire de ’EPH de Boufarik en 2012 par Ahmia avec 7,69%, et celle faite au Japon (6,4
%) et au Belgique (6.6%) (Luvsansharav et al., 2011 ; Rodriguez-Villalobos et al., 2011).

Parmi les souches d’entérobactéries productrices de BLSE identifiées, on retrouvait

majoritairement E. coli 47% puis K. pneumoniae 40% et E. cloacae 5%. Ces taux sont
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relativement élevés, concernant les souches d’E. coli et K. pneumoniae, en comparaison a des
taux de 37.8% et 21% respectivement trouvées par Duval et al. au Mali (Duval et al., 2009).

Il est actuellement prouvé que l'utilisation des antibiotiques, notamment les
céphalosporines de 3°™ génération dans un but thérapeutique est le facteur de risque le plus

important dans le développement de résistances bactériennes (Rubin et Samore, 2002), est
devenue un probléeme majeur de santé public.
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Conclusion

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

e Au total 240 souches ont été isolées et identifiées, dont 225 sont des bacilles & Gram
négatif, avec 210 entérobactéries, 14 Pseudomonas (13 P. aeruginosa et P.sp) et une
A. baumannii.

e Les profils de resistance aux p-lactamines ont mis en évidence des taux de résistance
variables, dont le taux global est de 80% (180/225).

e 176/180 des souches résistantes sont des entérobactéries, 1/180 et une A. baumannii et
3/180 sont des P. aeruginosa.

e La plupart des souches résistantes ont éte isolées en médecine interne avec un taux de
95,83%.

e Les personnes agées sont les plus touchee par la résistance.

e 23.88% des souches résistent par la production des BLSE, ce qui reflete une épidémie
a BLSE dans cet hopital.

e La majorité des souches productrices des BLSE présentent des niveaux de résistance

élevés a la plupart des B-lactamines sauf I’imipenéme.

Une meilleure maitrise en termes d’hygiéne hospitaliéres (renforcement de la formation
du personnel aux regles préventives, précocité du dépistage...etc.) et un meilleur contréle
de la consommation en antibiotique seraient toutefois des facteurs favorisants une
meilleure maitrise des risques. L’analyse moléculaire des clones détectés parait
indispensable a terme pour une compréhension et une réaction adaptée a 1’émergence des

BMR (Bactérie Multirésitante).

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

d’étre exploiter et compléter par :

68



Conclusion

Identification de type de B-lactamases par des réactions de PCR et séquencage des
geénes.

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

Suivre I’évolution de la résistance en médecine interne, afin d’évaluer mieux les
facteurs de risque chez les personnes agees.

Une politique d’antibiothérapie justifiée et/ou d’une restriction dans la prescription des
céphalosporines peut conduire a une diminution significative de la fréquence de
BLSE.
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Annexes

Annexe N°1

Antibiotiques testés sur les Bacilles a Gram négatif

Annexes

Familles Antibiotiques testés Signes Charge des disques
d’antibiotiques (ng)
Amoxicilline/ AML/AMP 25
Ampicilline
Amoxicilline + AMC 20/10
Ac.clavulanique
Ticarcilline TIC 75
_ Ticarcilline + TCC 75/10
B-Lactamines Ac.clavulanique
Pipéracilline PIP 75
Céfazoline CZN 30
Céfoxitine FOX 30
Céfotaxime CTX 30
Ceftazidime CAZ 30
Imipenéme IMP 10
Aztréonam ATM 30
Gentamycine GN 15
Aminosides Amikacine AKN 30
Sulfamides- Triméthoprime/ SXT 1,25/23,75
Triméthoprimes Sulfamethoxasole
Chloramphénicol C 30
Autres Fosfomycine FOS 50
Colistine CS 50




Annexes

Annexe N°2
Matériel de laboratoire et appareillage

Equipements, fournitures et verrerie :

Equipements Fournitures Verrerie
- Bec bensen
- Anse de platine - Disques d’ATB - Lame et lamelle
- Seringue - Ecouvillons en coton stérile. - Pipettes Pasteur
- Poire - Boite de Pétrie 90mm de - Tubes a essai
- Pince métallique diameétre en plastiques stériles
- Four Pasteur - Cellule Nageotte - Tubes secs

- Four poupinelle

- Sécheuse

- Etuve d’incubation
- Refrigérateur

- Congélateur

- Microscope optique
- Densitometre

- Agitateur
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Milieux de cultures, colorants et réactifs :

Annexes

Milieux de cultures

Colorants

Réactifs et solutions

- Gélose ordinaire
- Gélose Haktoen
- Gélose au sang cuit
- Gélose au sang frais
- Bouillon cceur
cerveau BHIB
- Milieu Miller Hinton
- Mannitol — mobilité
- Milieu T.S.1 (Triple
Sugar Iron)
- Milieu au citrate de
simmons
- Eau peptonée exempt
d'indole
- Milieu Urée — Tryptophane
(Urée-Indole)
- Milieu
Décarboxylase)
- Milieu ODC (Ornithine-
Décarboxylase)
- Milieu ADH (Arginine
Dihydrolase )
- Milieu Clark et Lubs.

LDC  (lysine

- Violet de Gentiane
- Lugol
- Fushine

- Alcool

- Réactifs de VP

- Réactifs pour TDA
- Réactifs de Kovacs
- L’huile a immersion
- L’huile de vaseline
- Disques d'ONPG
(Ortho-Nitro-Phénol-
Galactosidase)

- Eau physiologique

- Eau oxygénée
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Annexe N°3

Lecture de la galerie miniaturisée Api 205

Annexes

MICROTUBE REACTION
Positive Négative

ONPG Jaune Jaune
ADH Rouge ou orange Jaune
LDC Rouge ou orange Jaune
OoDC Rouge ou orange Jaune
CIT Bleu Vert
H2S Dépdt noir Aucun dépot
URE Rouge Jaune
TDA Brun-rouge Jaune
IND Anneau rouge Jaune
VP Rose foncé ou rouge Incolore
GEL Diffusion de pigment Incolore
GLU
MAN
INO
SOR Jaune Bleu
RHA
SAC
MEL
AMY
ARA
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Annexe N°4

La galerie biochimique classique

Annexes

Test Lecture et interprétation [llustration
ONPG(Ortho- -Virage vers le jaune clair:

Nitro-Phenyl ONPG (+).

pyrano- - Incolore: ONPG (-)

Galactoside)

Oxydase

- Couleur bleu ou violette:
Oxydase (+)
- Incolore: Oxydase (-)

Positive

-

Négative

Gélose TSI (Three

Sugar Iron)

- Culot jaune: Fermentation du
Glucose.

- Pente jaune: Fermentation du
Lactose et Saccharose.

- Présence de bulles d’air ou
décollement de la gélose: Ha(+)

-Noircissement du milieu: H2S

(+)

Citrate de

Simmons

-Croissance  bactérienne et
virage au bleu: Citrate (+)
-Absence de croissance et le

milieu reste vert: Citrate (-)

ICit(¥)

|

Cit(+)
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Annexes

Si le témoin vire au jaune,

continuer la lecture.

Meétabolisme - Coloration violette du tube:
protéique : réaction positive.
LDC, ODC et - Coloration jaune du milieu:
ADH réaction négatives.

Si le témoin reste violet, refaire

le test.

Test RM: apres I’ajout du RM

- Milieu rouge: RM(+)

- Milieu reste jaune: RM(-).
Clak et Lubs Test VP: apres I’ajout du VP1 et

VP2 avec agitation
- Apparition d’une couleur

brune rouge: VP+, sinon VP(-).

Urée Indole (ou
urée tryptophane)

- Virage de la couleur au rose
fuschia : Uréase (+), sinon :
Uréase (-)

1" tube, aprés ajout du Kovacs :
- Apparition d’anneau rouge :
Indole(+), sinon: Indole(-)

2°™ tube, aprés ajout du TDA:
- Couleur brun rouge: TDA(+),
sinon TDA(-).

Urée (+) Urée (-)

Indole() Indole (-)
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Annexes

Annexe N°5

Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition et des CMI pour Entérobactéries
(Rahal et al., 2011).

A . Charge des | Diamétres critiques (mm) CMI critiques (pgiml)
Antibiotiques testés Disques = I S R I S

Ampicilline 10pg <13 | 14-16 | 217 = 32 16 =8
Amoxicilli

moxiciine 20M0pg | <13 | 14-17 | 218 | 23216 | 18/8 | <8/4
+Ac.clavulanigue
Cefazoline 30pg <19 | 20-22 | =23 =8 4 <2
Ceéfalotine 30ug =14 | 15-17 | =18 =32 16 =8
Cefoxitine 30pg <14 | 15-17 | =18 =32 16 =<8
Ceéfotaxime 30ug <22 | 23-25 | =26 =4 2 <1
Ceftriaxone 30ug =19 | 20-22 | =23 =4 2 =1
Imipénéme/Meropéngme 10pg =19 | 20-22 | =23 =4 2 <1
Ertapénéme 10pg =19 | 20-22 | =23 =1 0,5 < 0,25
Amikacine 30ug =14 [ 15-16 | =17 =64 32 =16
Gentamicine 10pg <12 | 13-14 | =15 =16 8 =4
Acide nalidixigue 30ug <13 | 14-18 | =19 =132 =16
Ciprofloxacine S5ug =15 | 16=-20 [ =21 =4 2 <1
Chloramphénicol 30ug <12 [13-17 | =18 = 32 16 =8
Colistine
Furanes 300pg <14 [ 15-16 | =17 =128 64 <32
Fosfomycine 200pug =12 [13-15 | 216 =256 128 =64
Triméthoprime+
Sulfaméthoxazole 1.25/23.75pq | <10 [ 11-15 | 216 | = 4/76 - | £2/38
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Annexe N°6

Annexes

Valeurs critiques des diameétres des zones d’inhibition et des CMI pour Pseudomonas

aeruginosa. (Rahal et al., 2011).

Antibiotiques testés cf:.,rge des Diametres critiques (mm) CMI critiques (pg/ml)
ISques R | 5 R | S
Ticarcilline 75 g 14 15 128 64
Ticarcilline + 75M0pg 14 15 1282 | === 64/2
ac.clavulanigue
Pipéracilline 100 pg 17 18 128 | - 64
Ceftazidime 30 pg 14 15 -17 18 32 16 8
Aztréonam 30 pg 15 16 - 21 22 32 16 8
Imipénéme 10 pg 13 14 -15 16 16 8 1
Amikacine 30 pg 14 15 =16 17 64 32 16
Gentamicine 10 pg 12 13-14 15 16 4
Nétilmicine 30 pg 12 13-14 15 32 16 8
Tobramycine 10 pg 12 13-14 15 16 4
Ciprofloxacine 5pg 15 16 - 20 21 4 2 1
Lévofloxacine 5pg 13 14 -16 17 8 4 2
Fosfomycine ** 50pg + <14 — =14 > 32 -e-- =32
50pg G6P
Rifampicine ** 30 pg <14 14 -18 =19 > 16 16-8 =4
Colistine 10pg 10 - 1 8 4 2
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Annexe N°7

Annexes

Valeurs critiques des diameétres des zones d’inhibition et des CMI pour Acinetobacter

spp. (Rahal et al., 2011).

Diameétres critiques (mm)

CMI critiques (pg/ml)

Antibioti testé Charge des di

lotigues testes rge aes disgques R | s R | S
Ticarcilline 75 ug 14 15-19 20 128 32-64 16
Ticarcilline + ac.clavulanique 75M10pg 14 15-19 20 128/2 | 32/2-64/2 16/2
Piperacilline 100 pg 17 18- 20 21 128 32-64 16
Ceftazidime 30 pg 14 15-17 18 32 16 8
Imipéneme 10 pg 13 14-15 16 16 8 4
Amikacine 30 pug 14 15-16 17 64 32 16
Gentamicine 10 pg 12 13-14 15 16 4
Tobramycine 10 pg 12 13-14 15 16 4
Nétilmicine CMI B BT I 32 16 8
Ciprofloxacine 5pg 15 16 - 20 21 4 2 1
Leévofloxacine 5pg =13 14 - 16 =17 =8 =2
Doxycycline 30pg 9 10-12 13 16 4
Triméthoprime+ | L oocmag9ee | oam |41 | ae | ape | -
sulfaméthoxazole 1.25/23.75ug 10 11-15 16 4/76 2/38
Colistine | mmemeeeee | s | mmemee | s 2 2
Rifampicine** 30pg <14 14 -18 =19 > 16 16-8 <4
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