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Introduction




. Introduction :

Depuis le début des années 60, nous assistonsaugmentation du nombre de bactéries
résistantes aux antibiotiques, surtout en miliespitalier et a I'’émergence de nouvelles
résistances. Il s’agit d’un probleme de santé puleliextrémement préoccupdh}, qui affecte
de nombreux pays, bien que la fréquence des souébesantes soit differente d’'un pays a

'autre.

A la faveur de [lintroduction des céphalosporines troisieme génération en
thérapeutique, les entérobactéries sont devenuégésitantes par la production d’enzymes :

céphalosporinase hyperproduitdactamase a spectre élargi (BLSE)

Chez les entérobactéries, le mécanisme prédomilearésistance aux bétalactamines est
la production de béta-lactama$8k.Les béta-lactamases sont des enzymes hydroligsanéta-
lactamines en ouvrant le cycle béta-lactame et ntedda perte d’'un groupement carboxyle,
provoguant l'inactivation de l'antibiotique en gties [4] .Les béta-lactamases sont classées
selon des bases fonctionnelles et moléculairesdiieation d’Ambler ou de Bush).

Les BLSE sont des enzymes sécrétées par les emté@abs qui leur conferent une
résistance a la plupart des béta-lactamines (piémécicéphalosporines, aztreonam) [5] .Elles
sont classées selon leurs types moléculaires)ussngquents étant les types TEM (Temoneira -
nom du patient), SHV (Sulfhydryl variable), CTX-{&éfotaximase —MunicHE].

Il s’agit d’'un mécanisme de résistance de typenpidisjue, et donc transmissible a
d’autres bactéries, a la différence des mécanigsieeesistance de type chromosomique, non

transmissibles en dehors d’'une épidémie bactéripfine

Les BLSE, d'abord identifices en Allemagne, sontlividualisées dans tous les
continents. Elles sont a I'origine d’épidémies téictions hospitalieres en Fran@. Elles sont
individualisées chez plusieurs espéces d’entéréhast:Klebsiella pneumoniaeEscherichia
coli, Klebsiella oxytoca Salmonella enterica Serratia marcescensCitrobacter freundii

Enterobacter cloacad’roteus mirabiliq1, 2,8].




Dans cette optique, jai entrepris une étude sardptérobactéries sécrétrices ¢es
lacatamases a spectre élargi isolées au laborateiteal de Microbiologie au CHU de Batna et
le laboratoire de la Grande Clinigue Mezdaouet ari¢hela dans la période de 15 Mars a 31

Mai 2013 avec comme objectifs :

» De déterminer les fréquences d’isolements des ssyatoductrices des BLSE positives ;
» De connaitre leur répartition en fonction des préhéents, I'age, le sexe, le service, des
mois ;

» D’établir le profil de résistance associé a d’asfamilles.

Connaissances
Actuelles




Chapitre |




. ENTEROBACTERIES
1. Définition :

Dans La famille deg&nterobacteriaceasont regroupés les bacilles a Gram négatif qui
sont soit mobiles avec une ciliature péritricheit smmobiles, non sporulés ; aérobies et
anaeérobies facultatifs ; qui cultivent sur des @ik ordinaires a base d’extrait de viande ; qui
fermentent le glucose avec ou sans production de; ggui possedent une nitrate-réductase
(réduction des nitrates en nitrites) a I'exceptilencertaines souche¥dwinia et quelques rares
mutants ; leurs cultures donnent toujours une i@achégative des oxydases. Enfin les

entérobactéries possedent une catalase a I'exnegasShigella dysenteriadu sérotype [9].

2. Habitat :

Le nom d’entérobactéries avait été donné a cetteille parce que beaucoup des
membres qui la composent sont des hétes du tulestdigMais cette localisation n’est pas
exclusive chez 'homme et les animaux, on les idalsol et des végétaux qui sont méme le gite

habituel de certaines espéces, tel€lggrobacter agglomeraret lesErwinia [9].
3. Morphologie :

Ce sont des bacilles a Gram négatif asporulésai@srgenres sont composes de bactéries
toujours immobiles Klebsiella, Shigelly d’autres sont mobiles par ciliature péritriche
présence d’'une capsule visible au microscope éduletie chez leKlebsiella[9].

4. Culture :

Les entérobactéries aérobies-anaérobies facultatsee développent facilement sur

milieux nutritifs simples.

Sur milieux gélosés, les colonies d’entérobactésmy habituellement lisses, brillantes,
de structure homogéne (type « smooth » ou S). Gpeca peut évoluer aprés cultures
successives pour donner des colonies a surface ségheuse (type « rough » ou R).

Les colonies des bactéries capsulées telles quddbsiellasont mucoides, plus grandes

que les colonies S avec une tendance a la conéjghc

5. Structure antigénique:




Chez les entérobactéries on peut distinguer :
* Des antigénes de paroi ou antigenes O toujousepts.
* Des antigenes flagellaires ou antigenes H.

* Des antigenes de surface (capsule ou envel¢9pe)

6. Pouvoir pathogéne

Sur le plan de la pathologie humaine, il convientgtinguer :

» Les bactéries pathogenes spécifiques (BP@)e I'on ne trouve pas a I'état commensal
(en dehors des porteurs sains) et dont la présencenilieu extérieur n'est qu’'un
phénomeéne de transit. Les maladies qu’elles engahdont dues a un défaut d’hygiene
et la contamination se produit soit par contaadajrsoit par I'intermédiaire d’un vecteur
(alimentaire ou animal). Citons I&almonellalesShigellaet lesYersinia.

» Les bactéries pathogénes opportunistes (BPQOglles peuvent provenir de la flore
digestive commensale normalement résidente. Lestinhs ont donc un point de départ
endogene. Toutefois, elles se trouvent par exeréams la nature a I'état transitoire et si
elles n’engendrent généralement pas d’infectiofies esont cependant le signe d’une

contamination fécale voire de défaut d’hygi¢ale

7. INFECTIONS ASSOCIEES :

Les entérobactéries représentent plus de 80% drabebaa Gram négatifsolés aux

laboratoires de microbiolog[&O0].

7.1. Escherichia coli :

E. coli est un germe trés courant, trouvé en abondance ldaftere commensale, en
particulier dans le tube digestiE. coli cause principalement des infections du tube digesti
(gastroentérites), et on distingue 5 pathovars :

» E. colientéropathogene (diarrhées infantiles) ;
» E. colientérotoxinogene (tourista) ;

» E. colientéroinvasif (invasion des cellules intestinales)




» E.colientérohémorragique (diarrhées sanglantes) ;
» E.colientéroadhérant (diarrhées du voyageur).

C’est également le germe préférentiel des infestimmaires (impliqué dans 80% des

infections du tractus urinaire).

E. coli peut aussi coloniser le vagin et générer des mi@smgéonatales suite au passage

du nouveau-né a travers la voie génital matermeleniséq10].

7.2. Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniaeest un germe commensal du tube digestif et dessvagriennes
supérieures. C’est aussi un germe opportunisteigogpldans des infections nosocomiales, des

infections urinaires, des pneumopathies et descgepes[10].

7.3. Serratia marcescens

Longtemps considérée comme un sapropl§itenarcescense comporte de plus en plus
souvent comme un pathogene opportuniste responaakiépital, d’infections nosocomiales,

urinaires, pulmonaires, cutanées ou bactériemifids

7.4. Salmonella:

Les salmonelles sont des bactéries pathogéneasaission oro-fécale elles constituent
un vaste groupe de bactéries composé de plus dg sflovars, leur pouvoir pathogene est
différent pour les salmonelles majeures (que I'ertirouve que chez I'homme) et les salmonelles

mineures (ubiquistes).

> Les salmonelles majeure$: typhi, S. partyphsont respectivement responsables

des fievres typhoides et paratyphoides.

» Les salmonelles mineures : responsables de gastiates (bactéries entéro-
pathogenes invasives). Elles sont impliquées ddhsx 30 % des infections

alimentaires.




7.5. Shigella:

Les shigelles sont des bactéries strictement hwewaiklles sont responsables de
I'historique « dysenterie bacillaire >sfiigella dysenteriae).
Actuellement, elles sont la cause, chez I'adukecdlites infectieuses et chez I'enfant, de gastro-
entérites séveres avec diarrhée mucopurulentenglesae, fievre et déshydratatifiO].

7.6. Enterobacter:

Les souches des genreBnterobacter sont souvent responsables d’infections

nosocomialest. cloacaest E. aerogenepeuvent étre a 'origine d’infections urinaires.
7.7. Proteus mirabilis :

C’est un germe commensal du tube digestif de I'hemet des animaux.; En
bactériologie médicale, leBroteussont isolés de différents types d’infections, natent au

cours d’infections urinaires, respiratoires haatesle bactériemig40].

Chapitre Il




LES B-LACTAMINES :

1. Définition des antibiotiques:
Le mot antibiotique signifie au sens étymologiqeentre (anti) lesorganismes vivants

(biotiques). Le mot biotique signifie ici plus préément contre les bactéries.

Au sens strict, les antibiotiques sont des agemiSbactériens naturels d'origine
biologique ; ils sont élaborés par des microorgars champignons et diverses bactéries.
Cependant, quelgues-uns sont maintenant produitsypghése et beaucoup parmi les produits
employés actuellement sont des dérivés semi-sygtiest préparés par modification de produits

de base naturels ayant les propriétés suivantes :

1. Activité antibactérienne.
2. Activité en milieu organique.
3. Une bonne absorption et bonne diffusion dans l'oisrae.

Les antibiotiques ont la propriété d'interférer ediement avec la prolifération des

microorganismes a des concentrations toléréeshide [11].

2. Lesp-lactamines:

LesB-lactamines représentent la plus importante fardibatibiotiques par le nombre de
molécules disponibles et par le volume d’utilisati@ussi bien en ville qu'a I'hopital. Cette
utilisation importante est due a leur large spedtaetion, leur efficacité, leur faible toxicité at

leur faible colt pour de nombreuses molécules.

L’histoire desp-lactamines débute dans les années 1930 par lesvabisns de Sir
Alexander Fleming concernant un agent antibactédi@mommeé pénicilline isolé a partir du
champignonPenicillium notatum[12]. Il faudra attendre le début des années 1960 pour v
apparaitre les premiéres syntheseg-diectamines permettant leur développement a I'éehel
industrielle [13]. Cependant, l'utilisation large ddslactamines depuis plus de 60 ans s’est
accompagnée d’'une augmentation importante de istagse bactérienne a ces antibiotiques. Et
le développement de nouveaux antibiotiques, notamhroentre les bactéries a Gram négatif,

connait un franc ralentissement depuis plus den0 a

3. Famille desp-lactamines




La base commune a toutes B-lactamines est le noyflactame (Figure 1). A partir ¢
ce cycle, quatre sodamilles ont été développées par adjonction denesalatérales : le
pénicillines (ou pénames), les céphalosporines ¢éphémes), les monobactames et
carbapénemefl4]. Toutes ces molécules présentent des caractéristigpamunes ainsi gt

des particularités propres a chaque classe, notatrendermes de spectre antibacté

Figure Btructure chimique du noyd@-lactame[15].

3.1.Les pénicillines:

La formule générale dg®nicillines associe un noyf-lactame a un cycle thiazolidii
et une chaine latérale en8CFigure ). Le groupe des pénicillines est constitué d'umhce
important de molécules dont les principales s

* Benzylpénicillines : pénicilline .
* Aminopeénicillines : ampicilline, amoxicillir.
» Uréidopénicillines : pipéracillir.

» Carboxypénicillines : carbénicilline, ticarcilli.
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Figure 2Structure de base des pénicilli [16].

Spectre d’action des pénicillines :

* Benzylpénicillines : bactéries a Gram positif, anhées, certaines bactéries a Gi

négatif ;




Aminopénicillines : bactéries a Gram positif, erobies, cocci a Gram négatif
certaines espéeces d’entérobactéries (essentielleEscherichia coli Proteus mirabili,
Salmonellaet Shigellaspp.) ;

Carboxypénicillines et uréidopénicillines : speatéeluit vers les Gram positif, spec

élargi vers les Gramnégatif, incluant notammePseudomonas aeruginosiet
Acinetobacter baumannii4].
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Figure 3: les structures et les caractéristiques pénicillines. [17].




3.2.Les céphalosporines

Les céphalosporines se distinguent chimiquemenpéeiillines par le remplacement du
cycle thiazolidine par un cycle dihydrothiazinediiie 4). On distingue quatre générations de
céphalosporines. Elles sont classées en fonctioteutedate d’apparition, qui correspond a

chaque fois a l'acquisition de nouvelles proprieEs voici quelques exemples :

* Premiere génération : céfalotine, céfazoline.
* Deuxieme génération : céfamandole, céfuroximegxthe.
» Troisieme génération : céfotaxime, céftazidimétrieone.

* Quatrieme génération : céfépime, céfpirome.

Les céphalosporines de premiere génération ontpaentre d’action qui se limite aux
cocci a Gram positif et a quelgues bacilles a Graggatif ne produisant pas de
céphalosporinase. Ces molécules sont, d’autre peément dégradées par [$actamases
[14].

L’amélioration la plus importante fut apportée papparition des céphalosporines de
troisieme génération. L'addition de différents grements chimiques a permis d’augmenter de
facon considérable la stabilité de ces moléculekewat activité antibactérienne vis-a-vis des
bacilles a Gram négatif. Ces molécules restentnope hydrolysées par les céphalosporinases

hyperproduites ainsi que par les BLSE.

Les céphalosporines dites de quatrieme génératsaédent la propriété de résister a
I'hydrolyse des céphalosporinases hyperproduitégegra une double caractéristique. Elles
possédent une tres faible affinité pour ces cégpalinases ainsi qu’'une bonne affinité pour les
protéines liant les pénicillines (PLP). Ainsi, sllagissent avant que les enzymes bactériennes
n'aient eu le temps de les dégrader. Ces molésolesparticulierement efficaces vis-a-vis des
bacilles a Gram négat[fl4]. Méme si les céphalosporines de quatrieme génératiah plus

stables a I'hydrolyse par leB-lactamases a spectre étendu, elles demeurent pé&enm

hydrolysées par les plus efficaces d’entre elles.
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Figure 4: Lesdifférentes classes des céphalosporjh@k




3.3.Les carbapénemes

Les carbapéneémes sont defactamines possédant un trés large spectre actioen
associé a une grande stabilité envers la quaditéotesp-lactamases. Elles sont historiguement
considérées comme le traitement de choix des infectéveres a bactéries & Gram négEsif
Quatre molécules sont commercialisées : lI'imipénélaeméropéneme, l'ertapéneme et le

doripéneme (Figure 5).

Les carbapénémes sont actives sur les bactérieama ositif, sauf les staphylocoques
résistants a la méticilline &nterococcus faeciumesistant a I'ampicilline. Les entérobactéries
sont trés sensibles aux carbapénéemes, y compssleses productrices de BLSE et les souches
productrices de céphalosporinase a haut niveamiphénéme, le doripénéme et le méropéneme
ont une activitt comparable s#. aeruginosaet A. baumannii[18]. Stenotrophomonas

maltophiliaet certains isolats delostridiumdifficile sont résistants aux carbapénemes.

Initialement, seuls les bacilles a Gram négatifdpateurs de métallo-b-lactamases, de
carbapénémases de la classe A de Ambler ou présama imperméabilité a I'imipéneme
pouvaient étre résistants aux carbapénemes. Aetoefit, 'émergence dp-lactamases de
classe D possédant un spectre étendu aux carbagememet en question l'efficacité de ces
molécules en clinique. Les carbapénémases de classat surtout été décrites chekx

baumannii [19].
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Figure 5Structures des carbapéneniesy.

3.4.Les monobactames

A la fin des années 1970, toutes les nouvdiiectamines identifiées étaient produites
par les Actinomycetes Sykes et son équipe entreprennent alors la relthede nouveaux
antibiotiques produits par d’autres organismess :diécouvriront les monobactami]. Les
monobactames sont dgdactamines monocycliques inactives sur les batéxi Gram positif et
les anaérobies. Ces antibiotiques sont, en revaricd® actifs sur les entérobactériesPet
aeruginosa L’activité¢ anti Gram-négatif de l'aztréonam, cheéé file de cette classe, est
globalement comparable & celle des céphalospodieei™ génération comme la ceftazidime.
L’aztréonam présente une bonne stabilité vis-adesp-lactamases de spectre restreint. De plus,

les monobactames constituent les seuyldactamines non hydrolysées par les métgdlo-
lactamases.

3.5.Les inhibiteurs dep-lactamases (acide clavulanique, tazobactam,
sulbactam):




Les inhibiteurs deg$-lactamases ont éidéveloppés afin de neutralis& productior
bactérienne d@-lactamases. Les premieres recherches sdécouverte des inhibiteurs dp-
lactamases débuterent vers la fin des années 196@st en 1976 qu’est découvert I'ac
clavulanique (figure 6) noduit par une souche (Streptomyces clavuligerouf21]. En 1981,
une combinaison de I'acide clavulanique avec ded&cilline, suivie peu de temps apres

une combinaison entre I'acide clavulanique etdartilline sont commercialisé.

La découerte de I'acide clavulanique et son introductionsdéa pratique médicale o
été suivies par la découverte de plusieurs inhitstelep-lactamases commle sulbactam et |
tazobactam[13]. Les inhibiteurs desp-lactamases possédent une activité antibiot
généralement faible. Ce sont des subssuicide qui se lient de maniere irréversible 3
lactamase, empéchant l'action de c-ci sur lesp-lactamines. Ceci explique pourquoi
inhibiteurs desp- ladamases, en particulier I'acide clavulanique ettdeobactam, ne so
généralement pas utilisés seuls, mais en assatiaiec un antibiotique comme I'amoxicillir
la ticarcilline ou la pipéracilline. Le sulbactanogsede, en plus de son effet inhikr
irréversible sur leg- lactamases, une activité antibiotique intrinseque qielques espec

bactériennes comn#e baumannii

Malgré leur intérét en pratique médicale, les intbios desp-lactamases ne permetts

pas d’'inactiver I'ensemble d@sdactamases produites par les bacté

. H COOH
NN i
‘l\o CH,OH
H

Figure 6: Structure chimique de l'acide clavulanic [21].

4. Paroi bactérienne:

Les B-lactamines agissent en inhibant la synthése dealdai fpactérienne par le bie

d’une liaison a des cibles moléculaires spécific




Le peptidoglycane est un constituant majeur de deoipbactérienne puisqu’il est
responsable de la forme de la bactérie et lui assae protection physique et chimique. Il est
présent chez les bactéries a Gram positif et a Giegatif, méme si la constitution de la paroi de
ces deux types de bactéries differe (Figure 7).peetidoglycane est une macromolécule
réticulée constituée par de longues chaines glgoasi pontées par des chainons peptidiques.
Chaque chaine glycanigue est constituée d’unenaltee réguliere de N-acétylglucosamine
(NAG) et d’acide N-acétylmuramique (NAM). ChaqueitnNAM est substituée par un
tétrapeptide constitué de L-alanine, dacide Daghigue, de L-lysine (ou d’acide
diaminopimélique selon I'espéce), et de D-alani@es tétrapeptides sont reliés a ceux d'une
autre chaine glycanique par des liaisons donttir@aarie d’'une espéce a I'autre. Cet ensemble
forme un réseau tridimensionnel rigide entouranimbrane cytoplasmique de la bactérie et

délimitant ainsi un espace périplasmigea].

La biosynthése du peptidoglycane s’effectue ers étapes se déroulant successivement
dans le cytoplasme, dans la membrane cytoplasnpqig dans I'espace périplasmique. Le
peptidoglycane est une structure dynamique qui@sinuellement synthétisée et hydrolysée au

cours du cycle cellulaire (Figure [22].

Bactéries a Gram négatif Bactéries a Gram positif
Lipopolysaccharide
Phospholipide | o
T e
Woagrits s Membrane
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Peptidoglycane
Peptidoglycane
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plasmique plasmique

Phospholipide
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Figure 7Structure de la paroi des bactéfiza).




5. Mode d’action desp-lactamines:

Lesp-lactamines sont des antibiotiques bactéricidesrgeiferent avec la derniére étape
périplasmique de la synthese du peptidoglycanersLeibles sont les transpeptidases et les
carboxypeptidases, enzymes également appelées(prioRsnes liant les pénicillines). La nature
de ces PLPs est relativement spécifique d’espéeeienombre varie d'une espece bactérienne a
'autre. La structure dep-lactamines mime la séquence D-ala-D-ala qui ctuestie substrat
naturel des PLPs . Ld$lactamines se fixent de fagon covalente au nivdasite actif de
'enzyme par réaction d’acylation. La liaison PLRlactamines ainsi formée a deux
conséguences :

* Elle empéche la synthése du peptidoglycane en anhita transglycosylation et la
transpeptidation (effet bactériostatique) ;
« Elle entraine une activation endogene des autagsimactériennes (effet bactéricide)

[22].

6. Mécanismes de résistance bactérienne a@xactamines :

6.1.Définition :
Une souche bactérienne est dite résistante a ulnicdiojue lorsqu’elle peut croitre en
présence d’'une concentration plus élevée de cidia@ijue que la concentration qui inhibe la

majorité des souches de la méme esfiétle

6.2.Les types de résistance

Il existe des

¢ résistances naturelles : leur mécanisme sur lengénmactérien, est constant dans un
taxon et est généralement chromosomique. Elleggmondent a la résistance de toutes
les souches d’'une méme espéce bactérienne a biotagtie. Elles sont dues soit a une
absence de cible pour l'antibiotique soit a une empéabilité de la paroi a cet
antibiotique. Par exemple les entérobactériesramigtantes aux macrolidg3].

% résistances acquises dues a des modifications igéegt chromosomiques ou
plasmidiques. Elles ne concernent que quelques hssucd’une méme espeéece,

normalement sensibles a un antibiotique dd26¢




6.3 Les niveaux de résistance

On parle de résistance de bas niveau lorsque issarce des bactéries est arrétée par de
faibles doses d’antibiotique et de résistance de hiveau lorsque cette croissance bactérienne
est stoppée par de fortes concentrations d’anitjnief23].

6.4.Mécanisme d’apparition des résistances :

Il existe deux mécanismes :
% la transmission verticale
Lorsque les conditions de vie deviennent désageéald bactérie peut muter et transmettre a sa

descendance la résistance.

% la transmission horizontale
Les bactéries peuvent étre parasitées par des damnis’ADN code une multirésistance aux

antibiotiques. Elle est responsable de la majdeterésistancg4].

6.5Le support génétique de la résistance

% La résistance naturelle est sur le génome bactérien
% La résistance acquise est due a une mutation clsamique ou a une acquisition de

gene (résistance extra chromosomique).

6.5.1.Les résistances mutationnelles ou mutations chromomiques :
Elles sont dues aux mutations de génes existants.
Elles sont :
- spontanées : elles existent avant ['utilisation ndl@otique et ne sont donc pas
provoquées par la présence d’antibiotique.
- stables : elles se transmettent verticalement lgacisne bactérien
- spécifiques : elles ne concernent qu'un seul attdhie ou qu'une famille
d’antibiotiques. Dans ce cas, la résistance a tibiatique peut aboutir & une résistance
croisée pour des antibiotiques appartenant a umeerfémille.

- rares : le taux de mutation est faible et estaielie de 10°et 108 [24].




6.5.2. Les résistances extra chromosomiques
Elles ont pour support un plasmide ou un transpoS@nmeécanisme de résistance est
certainement le plus fréquent en clinique (80 a @@souches résistantes).
Elles ont les caractéristiques suivantes :
- elles sont fréquentes : c’est cette forme de @@sist qui est la plus souvent rencontrée.
- elles sont contagieuses et ont une transmissiandmale entre bactéries cohabitantes de
méme espéce ou d’espéces différentes. Elles peawvanerner plusieurs antibiotiques

ou plusieurs familles d’antibiotiques et peuverttainer des poly résistancé¢24].

6.5.3.Les plasmides.

Ce sont des molécules d’ADN bicartenaires, circataextra chromosomiques, douées de
réplication autonome, qui sont transmises de fatalle au cours des générations et qui peuvent
exister séparément du chromosome bactérien o yndégrées

Une bactérie pathogene est freguemment résistamteaatibiotiques parce qu’elle
contient un plasmide de résistance porteur d’'udeplusieurs genes de résistance : ce sont des

plasmides R (plasmides de résistance).

Un plasmide R dans une cellule peut étre rapidemnansmis a d’autres cellules par des
mécanismes d’échange génétique tels que la cospmyd@par simple contact entre bactéries ou
par contagion directe), la transduction (par l'intédiaire d’'un vecteur qui peut étre un virus de

bactérie, un bactériophage), la transformation.

Les plasmides de résistance sont rencontrés palecyent chez les staphylocoques (chez
qui ils sont transmis par transduction) et les lciGram négatif (chez qui ils sont transmis par

conjugaisonj24].

6.5.4. Les transposons

Les transposons sont des séquences d’ADN capabel@sodhouvoir leur translocation
d’un réplicon sur un autre (transposition interncaléire) ou en un autre site du méme réplicon
(transposition intra-moléculaire), en absence dblogie entre les ADN qui interagissent et
indépendamment des fonctions de recombinaisonroggipe de la bactérie-hote.




Le caractére transposable chez la majorité dessgesteresponsable de I'apparition des
souches multi-résistantg4].

6.5.5.Les intégrons :

Les intégrons sont de nouveaux éléments génétimprésnant un ou plusieurs géne:
résistance sous forme de cassettes. Les cassettesless unités mobiles qui peuvent
facilement intégrées dans un intégron par un mgeende recombinaison spégiie de sit
meédié par une intégrase présente sur l'intégroas.ihtégrons ont surtout eté étudiés che
bactéries a Gram négatif mais ont aussi été miévatence chezes bactéries a Gram pos
(Corynébactéries, Entérocoques). lIs jouent unimjmrtant dans la dissémination des géen
résistance aux antibiotigues au sein du monde f@ctiélLa découverte récente de super-
intégrons hébergeant une centaine de cassettes cadotdines codant pour des foncti
différentes de la résistance auiliotiques suggére en fait un réle plus large idésgrons gt

seraient impliqués dans I'évolution des génomegébeas et dans I'adaptation des esp§28k

7. Mécanismes de résistance enzymatique a@ixactamines :

Les bactéries ont développé différents mécanisnoes pontrecarrer l'action dep-

lactamines extern@6, 27,28J:

» Modification de la cible (PLP) qui les rend moimsibles aug-lactamines mais
permet de maintenir son activité physiologique redem

» la synthése des enzymep-l4ctamases) qui inactivent Ig¥lactamines par
modification chimique ;

* l'acquisition ou la surproduction des pompes efflgui peuvent expulser
I'antibiotique hors de la cellule méme contre ladjent de concentration ;

» la modification des porines chez les bactéries arrGnégatif, ayant pour résultat

la diffusion plus lente dg&lactamines a travers la membrane externe.

Ces résistances peuvent étre naturelles (chromgses)i et/ou acquises

(chromosomique / plasmidique / transposon).

La résistance enzymatique est universellement degaau sein de tres nombreux genres
bactériens. Lef-lactamases constituent le mécanisme de résisgaime@pal des Bacilles Gram
Négatif (BGN), chez lesquels elles sont treés difiées. En effet, depuis l'introduction dans les
années 80 d@-lactamines trés stables a linactivation enzymaidcéphalosporines dems

génération ou C3G, aztréonam et carbapénémes)émpegence continuelle et universelle de




nouveaux enzymes a pu étre observée. Ces enzymedesplus souvent plasmidiques ou
transférables & des Bacilles Gram Neégatif comkebsiella pneumoniaeessentiellement,
Pseudomonas aeruginosamaintenant auicinetobacter spp

Les genes codant pour I@dactamases ou ceux impliqués dans la régulatiohede

expression peuvent étre impliqués dans ce mécanmemésistance enzymatique.

Antibiotic-resistance Antibiotic- -
genes efflux pump

: Antibhotic-
Antibiotic ding Plasmrﬁ o
“0 n enzyme

"’\Hevf—v |

& o°
Chromosome o
P ) e (' Antibi

¥
?t 4  enzyme

"
V t:nubwmw

4 v

"~ Bacterial cell

Figure 8: Schéma illustrant les différents mécanismes biofpques de résistance aux
antibiotiques [29]

8. Résistance par production deg-lactamases

La production de$-lactamases est le mécanisme de résistance legdaadu et le plus
important des bactéries vis-a-vis gelctamineq30]. Plus de 290 types delactamases sont
décrits. Leg-lactamases catalysent de maniere efficace eteirséte I'hydrolyse de la liaison
amide du cycle-lactame donnant un produit biologiquement inagtif perd totalement son
activité antimicrobienng31].

La dissémination deB-lactamases communes et I'apparition de nouveaaynees ou
d’enzymes mutantes sont reliées directement didation abusive de§-lactamines dans le

domaine de la santé humaine et animale et en égrie{82,33].




Généralement, le-lactamases sont classées suivant deux schématassification de
Ambler et la classification fonctionnelle de Busttdby-Medeiros[34]. La classification
moléculaire tient compte de la structure primaies différente$-lactamases et les divisent en
quatre classe (A a D). Pour la classification fmmutelle. Les auteurs tiennent compte de la
fonctionnalité deg-lactamases (substrat, profil d’'inhibition) et dieht aussi ces enzymes en

quatre groupes (1 a 4) avec plusieurs sous-gro@pesque différents de par le princifs].

Les B-lactamases des classes A, C et D font partie niegrees a sérine active, c'est-a-
dire qui possédent dans leur site actif une sépnéntervient dans le mécanisme d’acylation au
cours de I'hydrolyse dgslactamines. Par contre la classe B inclut les heéfalactamases dont

I'activité nécessite la présence d’ions métalliques

La classe A est la plus diversifiée, on y retrolege pénicillinases des bactéries a Gram
positif, lesp-lactamases plasmidiques a large spectre qui hyskot les céphalosporines &3
génération et les monobactames. La majorité demagnes est sensible aux inhibiteurs suicides
(acide clavulanique, sulbactam et tazobactamyaslen médecine. Les principaux représentants
de ce groupe sont I@slactamases du type TEM, SHV et trés récemmeryple CTX-M[34].

Dans la classe C, on retrouve les céphalosporirgugesont des enzymes résistantes a
I'action de l'acide clavulanique et le sulbactatoytefois certaines sont faiblement inhibées par
le tazobactanii35]. Leur hyperproduction est associée au phénotypauwgrésistance observé
chez certains Bacilles & Gram Négatif. Au départédiation chromosomique, I@slactamases
de la classe C sont aussi aujourd’hui a médiatiasnpidique[53]. Les représentants de ce
groupe sont des enzymes du type, AMP C. FOX, AQIYC

La classe D regroupe Igslactamases qui hydrolysent les isoxazolylpéniadi comme
la cloxacilline et I'oxacilline. Ces derniéres saafractaires a I'’hydrolyse par les autres classes
de B-lactamases et possédent une certaine activitBiinbé. On les appelle des oxacillinases et
sont représentées par leg-lactamases du type OXA. Ces enzymes sont plus oinsm

résistantes a I'action de I'acide clavulanique,srsnt bien inhibées par le tazobac{a6j.

Contrairement aux sérirfelactamases, leg-lactamases de la classe B nécessitent la présence
d’'un ou deux ions zinc pour étre actives. Leur ingoace clinique est liée au fait quelles
hydrolysent les carbapenemes, composés qui échappiéactivité desp-lactamases a sérine
active. La plupart des métalplactamases hydrolysent une variété de pénicillisesde
céphalosporines, et sont insensibles aux inhilstelassiques (acide clavulanique, sulbactam,
tazobactam). A partir de la séquence des enzynett® classe est subdivisée en trois sous

classes, B1, B2, et B@6]. La production de ces enzymes par les bactérigwganes telles




K.pneumoniae, E.coli, Serratia marcescens, P.aanosg, Bacteroides fragilis,
Stenotrophomonas maltophilia, Chrysobacterium nggsepticum, A.baumanniiend difficile

le choix d’'une antibiothérapie efficace.

Chapitre Il




LES BETA-LACTAMASES A SPECTRE ELARGI :

1. Historique :

L’apparition des béta-lactamases est tres rapigi&sae début de l'utilisation massive

des béta-lacatamines dans les années 1940 :

1928 : découverte d@slacatamines par Flemming, qui met au point |la g#ime,

1940 : début de I'utilisation intensive de pénind,

1942 : £ souche décrite d®. aureusésistante a la pénicilline (Pénicilline BY],

1960 : mise sur le marché de la méticilline,

1962 : isolement de la premiere souche de stapbglee résistant & la meéticilline
(SARM) a Seattle (USARBS],

1961 : mise sur le marché de I'ampicilline, actweE. coli,

1963 : premiere soucheElcoli productrice de pénicillinase mise en évidence adtes
(Royaume Uni)40], Par la suite, on observe I'émergence de bétaregas hydrolysant
les céphalosporines de¥génération (C3G), les BLSE

1983 : premiere description ch&ebsiella ozaenaen Allemagndg41], principalement
chez des patients hospitalisés (type SHV),

1984 : premiere BLSE décrite en France dkiebsiella pneumonialll].

Dans les années suivantes, apparition chez tagesspeces d’entérobactéries en rapport
avec l'augmentation importante de l'utilisation d&3G, et avec la nature plasmidique

des BLSE leur conférant une transmission d’espéspacg40,41].

Depuis les années 2000, dgdactamases hydrolysant quasiment I'ensemble Hes

lactamines, y compris les carbapénemes, les carbamses, ont été decritg®2]. Ces

enzymes sont d’'une grande diversité moléculdi8g (types KPC, OXA, NDM essentiellement).

Les BLSE ont été décrites dans un second tempslaansnmunauté :

1992 : premieres souches, dans deux hopitaux dedBuhires en Argentine, ds.
thyphimuriumcommunautaires productrices de type CTX-M chez pisents admis
pour des tableaux de septicémies, d’entérites onéiengited44] ;

1996 : premiere description de BLSE communautair&erope, en Pologné&( coli et

C. freundiij producteurs de CTX-M-345] ;

étude sur les BLSE communautaires en Fraf&d, sur une collection de 2599
entérobactéries décrites par ailleurs et recrupéeshuit laboratoires privés du réseau
Aquitaine, de janvier a mai 1999 : 1584 souchegésoen milieu communautaire parmi




lesquelles 5 souches (0,3%) produisaient une BL®H{es retrouvées dans des
prélévements urinaires ;
* en 2006, dans le méme résddu], sur 6450 souches provenant d’urines en milieu

communautaire, 72 (1,12%) étaient productrices ldeE

2. Définition et mécanisme d’action

Les B-lactamases sont des enzymes d’inactivation hysaoiyle pont amide du cycfe
lactame (correspondant a la structure de bas@-tiegamines) pour donner un acyl-enzyme qui
sera ensuite dégradé en acide inactif. Ainsi, &s8qilines sont dégradées en acide pénicilloique
et les céphalosporines en acide céphalosporoigeg.e6zymes sont localisées au niveau de

I'espace périplasmique chez les bactéries Gramtihédia].

La difféerence majeure entre I@dactamases et les PLP réside dans la vitesseuallaq
l'acylenzyme est hydrolysé. En effet, si les PLPsast capables d’hydrolyser qu'un cyple

lactame par heure (I'acylenzyme apparait dansscearame un intermédiaire stable).

g 5 g
Erz-Ser-0H
7 _i_,| " ’ \/
//// N"“wﬂ_{a Betalactamase 27 \ ; A HN-
a o ? 0 OH
. .
COOH Ser COOH CooH
| Antibictique inactif
Enzyme + Enz-OH

Figure 9 : Schéma réactionnel de I'ouverture du cy:lactame48].

Les BLSE constituent un groupe d’enzymes qui onpihapriété commune de conférer la
résistance aux pénicillines, a 1§%12°™ et 3™ génération de céphalosporines, & I'aztréonam (
mais non aux céphamycines et carbapenémes) panlyserdes ces antibiotiques, et qui sont

inhibées par les inhibiteurs d@slactamases tel I'acide clavulanigi4g].

La présence des BLSE a été décrite pour la prenfoégsechezKlebsiella ozaeniaeen
1983 en République Fédérale d’Allemagne, puis €4 IhezK.pneumoniaet E.coli en France
et en Tunisie. Ces enzymes avaient été désigndetaxitnase et ceftazidimaze car elles

conféraient aux bactéries qui les produisaientréasstance préférentielle a la céfotaxime ou a la




ceftazidime. Elles inactivaient aussi d’autres axyio{3- lactamines telles que la ceftriaxone et
I'aztréonam. La répartition de ces enzymes estuadjoui mondiale [48,5].

L'utilisation des techniques moléculaires et laedéiination des séquences peptidiques ont
permis de démontrer que la plupart des BLSE dériges pénicillinases déja connues ( TEM- 1,
TEM- 2, SHV-1) par substitution d'un ou plusieuddes aminés qui leur permet d’hydrolyser
oxyimino{-lactamines et les monobactanjég).

Aujourd’hui on assiste a une émergence des BLSETEM et non SHV incluant les types
CTX-M, PER, VEB, GES, et BESE [47].Les BLSE sontn#&diation plasmidique et
appartiennent a la classe moléculaire A de Amhlauegroupe 2be de la classification de Bush-
Jacoby-Medeiros a I'exception des BLSE OXA (ClaBsede Ambler et 2d de Bush-Jacoby-
Medeiros)[47].

De par leur propriété d’étre inhibée par I'acidavdlanique elles se différentient dés
lactamases du groupe C produites par les bacill@saen négatif teEnterobacterqui peuvent
posséder un spectre élargi par surproduction maisant résistantes a I'acide clavulanique et
sont sensibles aux céphalosporines Y& génération (céfépime, céfpironidp]. Elles différent
aussi des métallp-lactamases qui quoique hydrolysant toutesplégctamines (pénicillines,
céphalosporines et carbapenemes) ne sont inhilégsag 'EDTA[51].

On distingue deux types @dlactamases :
* les séringB-lactamases, utilisant un site actif a sérine I(&eri8) pour hydrolyser le cycle
pB- lactame.

* les métallop-lactamases, nécessitant des ions Zn2+ pour lénitég47].

En ce qui concerne le support génétiquefdiestamases, celui-ci peut étre :

e Chromosomique : elles sont alors soit constitutiegsst-a-dire que le génome bactérien
possede naturellement le géene d’expression deyeezsoit inductibles ; I'expression
du gene dépend alors de la présence ou non d'wrcteut dans le milieu (imipénéme,
céfoxitine, acide clavulanique...).

» Plasmidique : ce support de résistance a la ptigsihiétre transmis a d’autres bactéries
de fagon stable.

* Intégrons




» Lié a lintégration d'un transposon dans le génobetérien qui est capable de

promouvoir sa translocation d’un réplicon sur utr@ou en un autre sifé7].

La capacité de résistance des bactéries vis-aeg@g-thctamines repose sur deux actions
distinctes. Tout d’abord, elles peuvent augmerigdfiité desp-lactamases produites pour les
B-lactamines, notamment par mutation chromosomique par acquisition plasmidique
d’enzymes précédemment mutés. Les bactéries pelggaiement augmenter la quantité
d’enzymes synthétisés, de la méme fagon, soit @aidis d’'une mutation chromosomique
(touchant le plus souvent le systéme de réguladiorgene), soit par voie plasmidique. Les

enzymes sont alors appelés enzymes a haut nivegprdssion ou déeréprimgsy].

La résistance naturelle bactérienne vis-a-vis fEgtamines est chromosomique, donc
soit constitutive, soit inductible. Quant a la sé@hce acquise, elle fait intervenir soit un suppor
chromosomique (mutation d’'un gene de structureetedulation), soit un support plasmidique

(transformation ou conjugaison), soit un transpddaih

3. Classification:

De nombreuses classifications existent, prenasberpte comme critéres :

e Les caractéristiques physiques

Le phénotype : pénicillinases, céphalosporinases...

La nature du site actif

La séquence d’acides aminés

L’origine (plasmidique ou chromosomique)
» La situation constitutive ou inductible
Aujourd’hui, les classifications d’Ambler et de Budacobi-Medeiros sont considérées

comme étant les plus pertinenfgg].

3.1 .Classification d’Ambler :

La premiére classification basée sur des critectientfigues a été proposée en 1980 par
Ambler. A cette époque fut décrite une classe dme&nzymes (classe A) et une classe de
métallo-enzymes (classe B). La classe C de céptainoases (sérine-enzymes) fut décrite en
1981 par Jaurin et Grunstrom, et la classe D, tggnot les « oxacillinases », fut dissociée des
autres classes de sérineenzymes a la fin des aB@é€gtte classification, en tenant compte des




analogies de séquence peptidique, en particulilerscdu site enzymatique, est la plus utilisée en

pratique médical§s2].

3.2 Classification de Bush-Jacobi-Medeiros

Cette classification, plus fonctionnelle, a étépusee en 1989 et remise a jour en 1995.

Elle reflete mieux le spectre exact des enzymesgmt en compte le profil de substrat ainsi que

le profil d’'inhibition. Elle reste malgré tout petilisée en pratique médicale

X/
°e

Le groupe 1 correspond a des céphalosporinasemobamiques peu inhibées par I'acide
clavulanique.

Le groupe 2 est composé de pénicillinases, céppalivmses, oxacillinases, et
carbapénemases chromosomiques ou codées par desdala et en général inhibées par
I'acide clavulanique. Ce groupe est sub-divisé esoB8s-groupes. En 1995, en raison de
'augmentation du nombre de dérivésiactamases TEM et SHV, la classification initiale
a été remise a jour et a classé ces dérivés didi@sedis groupes possedant le préfixe « 2b » :
les groupes 2be3{lactamases a spectre étendu), Fbtattamases dérivant du groupe 2b
avec une affinité réduite pour I'acide clavulanipaele groupe 2f (carbapénemases inhibées
pas I'acide clavulanique et possédant un site actérine).

Le groupe 3 correspond a des métallo-enzymes egrglértrouvés chez lédseudomonas
spp, Bacteroidespp et Serratia marcescengeu inhibés par I'acide clavulanique mais par
'EDTA in vitro.

Il existe enfin un quatriéeme groupe qui contiens @mzymes divers non entierement

séquences et non inhibés par I'acide clavulanjg2k
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Figure 10 : les différentes classes (elactamases selon la classificaction d’Ambler.
[52].
4. Les phénotypes de résistance des bacilles a
lactamines: [53, 54, 55]

4.1 Résistances naturelles des entérobactéries apptactamines: [53]

Granegatif aux pB-

Les entérobactéries sont naturellement résistamtespénicillines G et M, en fonction
des résistances supplémentaires aux aptl@stamines, elles sont classées en quatre groupes

TABLEAU | : Résistances naturelles des entérobactériep-actamines.

Groupe de Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 Groupe 4
B-lactamines
Principaux genres | Escherichia | Klebsiella Enterobacter Yersinia
d’entérobactéries | coli Citrobacter | Serratia
rencontrées en Proteus koseri Morganella
milieu hospitalier. | mirabilis Providencia

Salmonella Citrobacter

Shigella freundii
Aminopénicillines S R R R
Carboxypénicillines S R S R
Uréidopénicillines S I/R S I'R




C1G S S R R

C3G S S S S
Carbapénemes S S S S
Mécanismes Absence de | Pénicillinase | Céphalosporinase Pénicillinase +
de résistances B-lactamase | a bas niveau | a bas niveau céphalosporinase

| : Intermédiaire, S : Sensible, R : Résistant

pénicillines G et M). Le phénotype sauvage estibEnaux aminopénicillines.

et sont résistantes aux aminopénicillines, uréidmiénes et carboxypénicillines.

% Les entérobactéries du groupe 1 : elles sont dessilux béta-lactamines (exceptées les

Les entérobactéries du groupe 2 : elles produsséais niveau une pénicillinase naturelle

% Les entérobactéries du groupe 3 : elles secrétamdsaniveau une céphalosporinase

naturelle et sont résistantes aux aminopénicillieésaux céphalosporines de °f

génération

» Les entérobactéries du groupe 4

elles sont addet aux aminopénicillines,

uréidopénicillines, carboxypénicillines et aux caéoisporines de £ génération par

I'action associée d’'une pénicillinase et d’'une @psporinase naturelle produite a bas

niveau.

4.2 Résistance acquise des entérobactéries aiskactamines:

Tableau Il : Présentation des phénotypes de résistance acqdes entérobactéries afix
lactamines :
Antibiotiques Pénicilli | Pénicillina | Pénicillinase | Céphalospori| Céphalosp| BLSE"
marqueurs nase se résistante nase orinase
bas haut aux bas haut
niveau niveau IbL(T.R.I) niveau niveau
(C.Ind.) (C.D)
Amoxicilline R R R R R R
AMX
aminopénicilline
Amoxicilline + S IIR R R® R? R’
Ac.clavulanique
AMC
aminopeénicilline+l
bL
Ticarcilline R R R S R R

TIC




carboxypeénicilline

Mécillinam S R R S S R

MEC

aminidopénicilline

Céfalotine S R S R R R

CF (C1G)

Ceftazidime S S S S R R ou

CTX (C3G) Synergie
4

| : Intermédiaire, S : Sensible, R : Résistant

1 : BLSE : p-lactamase a spectre élargie2 |: IbL : les inhibiteurs de$-lactamases n'inhibent pas les
céphalosporinase (les céphalosporinases sont nésndes p-lactamases) B : souche résistante parfois
intermédiaire, dans tous les cas le diameétre diitibh pour I'AMC est supérieur a celui de TAMX4|: Certaines
BLSE peuvent donner un profil intermédiaire ou #asavec une C3G. La mise en évidence d’'une symergre
l'acide clavulanique (du disque AMC) et la C3G pettant de conclure a la présence d'une BLSE. Cész |
entérobactéries on rencontre des BLSE cHégbsiella pneumoniaest plus rarement chegnterobacter,

Citrobacter, Escherichia coli.

» Six phénotypes sont identifié§55]
% phénotype sensible (P.S.)
Les souches de ce phénotype sont sensibles awab&tmines. Il s'agit des entérobactéries du
groupe 1.
% phénotype pénicillinase de bas niveau (P.B.N.)
Les souches sont résistantes a I'amoxicilline esibées a I'association amoxicilline + acide

clavulanique, a la céfalotine et a la Ceftazidime.

% phénotype pénicillinase haut niveau (P.H.N.)
Les souches sont résistantes a I'amoxicillineaasibciation amoxicilline + acide clavulanique, a

la céfalotine mais sont sensibles a la Céftazidime.
% phénotype pénicillinase résistante aux inhibiteles béta-lactamases (T.R.1.)
Les souches sont résistantes a I'amoxicilline,sbagation amoxicilline + acide clavulanique

mais sont sensibles a la céfalotine et a la Celitaz

% Phénotype céphalosporinase inductible (C.Ind.)




Les souches de ce phénotype sont résistantes axicittine, a I'association amoxicilline +
acide clavulanique, a la céfalotine mais sont §desia la Ceftazidime et a la ticarcilline.

« phénotype céphalosporinase déréprimée (C.D.)
Les souches sont résistantes a I'amoxicillineaasibciation amoxicilline + acide clavulanique, a
la ticarcilline, a la céfalotine et a la Ceftazidimais elles sont sensibles au

meécillinam.

+ phénotype béta-lactamase a spectre élargi (B.1).S.E.
Les souches de ce phénotype sont résistantes axicittine, a I'association amoxicilline +
I'acide clavulanique, a la céfalotine et a la Caftane.

5. Production de p-lactamases codées par des plasmides ou des élément

génétiques transposables

Le nombre deg-lactamases plasmidiques est tres éleveé et ellescisseées selon leurs
vitesses d’hydrolyse, leurs constantes d’affinb@rplesp-lactamines, leur faculté a étre inhibée
par les inhibiteurs tel que l'acide clavulanig4®,58]. Il existe plusieurs centaines d'enzymes
différentes chez les bactéries a Gram positif Bes@ Gram négatif. Chez les bactéries a Gram
positif, lesp-lactamases sont excrétées alors que, chez le&rieach Gram négatif, toutes [gs

lactamases restent localisées a I'espace péripjasib].

Les peénicillinases se divisent en pénicillinasesoiosomiques proprement dites et

pénicillinases plasmidiques.

Les pénicillinases a large spectre entrainent dsstahce a AMP- CARB-PIP et méme
parfois aux C1G. Elles sont fréequentes ckgmeumoniag49]. Les enzymes TRI entrainent la

résistance aux inhibiteurs de béta-lactamasess EMistent cheK.pneumoniae.

Enfin les BLSE entrainant la résistance jusqu'a @8 les souches restent sensibles a

I'imipénémeK.pneumonia@st particulierement intéressée par les BLSE.




Au laboratoire , cette production d'enzymes peutaghiire sur l'antibiogramme classique
par I'apparition d'une image de synergie entredgut chargé d'acide clavulanique (AMC, TCC)

et les disques de céphalosporines de troisiemeaaé@ré image en "bouchon de champagne" .

6. Production de céphalosporinases chromosomiques pates bactéries a

Gram negatif :

Elles sont actives sur de nhombreuses céphalosgonvags aussi sur les pénicillines a

large spectre et sur I'aztréonam.

Pour les céphalosporinases elles sont naturellerder@mosomiques chez certaines
especes d'entérobactéries, comm@erobacteret Serratia elles entrainent la résistance a
aminopénicillines et aux céphalosporines & dgénération. Mais ils sont sensibles & la plupart
des céphalosporines de®?®et 3 ™
carbapénémds0,64]

génération, aux acyluréidopénicillines, monobaetsm

» Les céphalosporinases inductibles :
La production de céphalosporinase chromosomiqueaestent inductible. Des inducteurs (tels
gue les béta-lactamines) peuvent lever l'actionr@aresseur chargé du contrle du géne qui
regle la production de cette céphalosporinase. &e @st alors activement transcrit et ainsi la

production de 'enzyme augmente.

» Les céphalosporinases déréprimées
Certaines espéces peuvent perdre par mutatiomtedt® de la production de céphalosporinase
qui est alors déréprimée et donc produite abondarnme




Ces souches modifiées deviennent résistantes aestolgs béta-lactamines sauf les

amidinopénicillines et les carbapénemes

» Les céphalosporinases d’Escheriotudi
Chez 7% des souches, une céphalosporinase estemiéeidence. Cette céphalosporinase est
due a l'augmentation par mutation de la productienla céphalosporinase chromosomique

naturelle.

Elle détruit les pénicillines A, les céphalosposrie 1lere génération, la céfoxitine. Les

autres céphalosporines de 2eme et de 3éme généefarréonam et les pénemes restent actifs.

7. Différents types de BLSE :

7.1. Anciennes BLSE:

7.1.1.BLSE de type TEM (Temoneira - nom du patient) :

De nombreux dérivés de TEM-1/2 ont été décrite §oar, dont plus de 100 avec un

phénotype de BLSE. Bien que fréquemment retrougiezE. coli et K. pneumoniagles BLSE

de type TEM ont aussi été rapportées parmi leeaumrembres de la famille des entérobactéries
ainsi queP. aeruginosd65, 66]. En Europe, les BLSE de type TEM les plus fréquested
TEM-24 chezEnterobacter aerogene$EM-3 et TEM-4 cheX. pneumoniaget TEM-52 chez
Salmonellaentericat E. coli[67]. Les mutations responsables de I'élargissement eletrgpont
généralement lieu au niveau de 4 «hot spots» peotaine (positions 104, 164, 238 et 2{43)].

A noter que certains dérivés de TEM (environ 30)saoet pas des BLSE mais présentent une

diminution de sensibilité aupl, ce sont les TRI (pour TEM Résistantes aux Irbilois)[65].
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Figure 11Représentation en 3D d’'ufidactamase de type TE[M5].

7.1.2.BLSE de type SHV (Sulfhydryl variable) :

La majorité des dérivés de SHV-1 ont un phénotypd&HdSE, avec SHV-5 et SHV-12
étant les mutants les plus fréquents en Eufépk Les BLSE de type SHV ont été détectées
parmi de nombreuses entérobactéries (notamkigmteumoniagmais aussi cheR. aeruginosa
et Acinetobacterspp. [65, 66]. Comme les dérivés de TEM, les mutations dans SHE8%
d’identité avec TEM-1) ont lieu classiquement aveau de quelques positions (notamment 238
et 240)[68]. Enfin, le géne codant pour SHV-12 a été décritssoaation avec le déterminant
plasmidique de résistance aux quinolones, Q&7R

7.2 Nouvelles BLSE :

7.2.1.BLSE de type CTX-M (Céfotaximase -Munich) :

Ces enzymes «émergentes» pourraient représerdgroéhainement les BLSE les plus
fréquentes au sein des entérobactéries au niveadiah@pres une diffusion rapide depuis le
milieu des années 9@9, 50, 64, 65]Au niveau de leur spectre d’'activité, elles hygseht
préférentiellement le céfotaxime, d’ou leur noncéétaximasef64].

En effet, les bactéries productrices de CTX-M gésistantes au céfotaxime (CMI > 64
ug/mL) et plus ou moins sensibles a la ceftazidi@®l(de 2 a 8ug/mL), tandis que les CMI de
I'aztréonam sont variables. Au niveau structurak ICTX-M ne sont pas proches dgs




lactamases de type TEM ou SHV (< 40 % d’identi®]] A ce jour, de nombreux variants de
CTX-M ont été décrits (>50), et sont classés enobiges phylogénétiques distincts : CTX-M-1,
CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-25 et CTX-M-4566)].

Les enzymes Toho-1/2, décrites au Japon, sonptoehes structuralement des CTX-M
et sont donc classées parmi celles-ci [64]. A nqter certains variantes (ex. CTX-M-15, CTX-
M-32) avec une activité de ceftazidimase élevée I(EN56 ug/mL) ont été décrits (mutation

ponctuelle en position 24094, 66].

Les progéniteurs des CTX-M ont été identifiés suchiromosome dkluyveraspp. qui
sont des entérobactéries non pathogénes enviromt&ew En effeies progéniteurs des génes
codant pour les CTX-M des groupes 1 et 2 et pelles des groupes 8 et 9 sont respectivement
K. ascorbataet K. georgiana tandis que les sources des CTX-M des groupes 25 e¢stent

inconnueg67].

Depuis leurs progéniteurs, les genes ont été capigrace a des éléments génétiques
mobiles type séquence d’insertion (exEtpl, ISCR]) ou a des phages, et transférés sur des
plasmides conjugatifs qui ont ensuite diffusé pdemientérobactéries pathogef@s$, 65, 66]

Les souches productrices de CTX-M ont été initimehrapportées de facon sporadique a la fin
des années 80 au Japon (FEC-1), en Europe (MEN-X;M-1) et en Argentine (CTX-M-P
[65].

7.2.2.Distribution des CTX-M :

Dans le début des années 90, une diffusion madsiweouches productrices de CTX-M
(S. enterica Proteus mirabilis E. coli, Shigella sonneiMorganella morganii Citrobacter
freundii, Serratia marcesceng&. aerogenesa été décrite en Argentine et dans les paysnaisi
impliquant pour la plupart les CTX-M du group¢62, 65].En 15 ans, la diffusion mondiale des
BLSE de type CTX-M chez les entérobactéries a eséplite facon extrémement rapide, d’ou le
terme de «pandémie CTX-M67].

Les études épidémiologiques récentes rapportentagsituation est endémique dans la
plupart des pays d’Europe, d’'Asie et d’Amérique Slud avec de forts taux de prévalence de
CTX-M parmi les souches productrices de BLFE coli (de 30 a 90%) et d€. pneumoniaéde
10 a 60 %)65, 67].A noter que quelques CTX-M sont retrouvées spoiinent dans certains
pays (comme CTX-M-9 et CTX-M-14 en Espagne, CTX-Meft Italie ou CTX-M-2 en




Ameérique du Sud, au Japon et en Israél) tandi<GJieM-15 est mondialement distribu@@yr].

En Espagne, la prévalence des CTX-M parmi les smuchiE coli et de K. pneumoniae
productrices de BLSE était respectivement de 52,8t%2,5 % tandis qu’en ltalie, les taux
respectifs étaient de 54,8 % et 12,3 [86]. La large diffusion des CTX-M a changé
considérablement I'épidémiologie des BLSE a I'hé@ipinais aussi celle dans la communauté
avec I'émergence de souches productrices de BL8BGimalement des souches &e coli
productrices de CTX-M (notamment CTX-M-1583, 66]. De plus, le portage digestif de
souches productrices de BLSE est devenu non nagligevec un réservoir de BLSE animal
important[65]. Dans une étude récente espagnole, les taux degpata souches de. coli
productrices de BLSE étaient de 11,8 % chez leemiat hospitalisés et de 5,5 % chez les
patients de ville avec 42 % et 69 % de CTX-M, reipement65].

7.2.3. Co-résistance et CTX-M :

Comme pour les plasmides TEM/SHV, les plasmides ®T Xortent souvent d’autres
génes de résistance (notamment aux aminosides,téracyclines, aux sulfamides et au
triméthoprime) d’ou la notion de co-résistance,egpression et co-sélectidé7]. De plus, la
plupart des souches productrices de CTX-M sontstasies aux fluoroquinolones. Cette
résistance, principalement due aux modifications depoisomérases, pourrait aussi étre
expliquée par la diffusion de déterminants plasquids associés aux CTX-M, comme Qnr et
AAC (6")-Ib-cr, mais I'impact clinique reste a éuak [67]. Enfin, a noter que les BLSE de type
CTX-M peuvent étre associées a d’aufdactamases, comme CTX-M-15 avec l'oxacillinase

OXA-1 ou des céphalosporinases plasmidiqd62s65].

7.2.3.BLSE de type PER Pseudomonagxtended resistance).
7.2.4.BLSE de type VEB (Vietnam Extended-spectrum Beta-letamase).
7.2.5.BLSE de type GES (Guyana Extended-Spectrum Beta-ltamase ).
7.2.6.BLSE de type OXA (Oxacillinase).

8. Les mutations ponctuelles (TEM et SHV) :
8.1.Anciennes : mutation de TEM et SHV-

L’apparition des BLSE s’explique initialement parrhutation des génes plasmidiques de

TEM et SHV. En effet, une seule mutation sur lesplale de TEM ou SHV peut provoquer une




modification du site actif de I'enzyme et donc umedulation de I'activité pouvant s’exprimer

de facon variable vis-a-vis des céphalosporine¥teénératiorf42].

« Mutation de TEM :

Cette substitution en acide aminé ne concerne goambre restreint de position mais
certaines sont particulierement importantes. biéanéontré que, pour TEM, les acides aminés les
plus mutés sont en position 104, 164, 238 et 2d8.dcides substitués sont la lysine, la sérine, la
leucine et I'histiding42].

Cela a une importance car la mutation du géne ieatta une variation de la structure
protéique de lI'enzyme synthétisé, l'affinité denkgme pour lap-lactamine peut en étre
modifiée. Par exemple, si I'acide aminé en posi#i88 devient une sérine, l'interaction entre le
-NH3 de la sérine et le groupement oxy-imino desGQ8urtout ceftriazone, cefotaxime et
ceftazidime) est augmentée par une meilleure gtale lap-lactamine dans le site actif de
I'enzyme. Les enzymes obtenus sont par exempl€H&4-3 et suivantes qui vont hydrolyser les

C3G. Les mutations ne concernent jamais la sefrauzsite actif42].

Parfois, la mutation de I'acide aminé sur TEM pentrainer une baisse de I'affinité de la
B-lactamase pour 'ensemble dgégactamines et en particulier pour les inhibite(frgure 13).
Ces enzymes de classe A sont appelés TRI (figRirgpdur TEM résistant aux inhibiteurs. lls

ont une faible activité en entrainant qu’une fadugmentation des CMI.

BLSE

Km \

TRUIRT K

Figure 12Schéma de I'évolution des TEM-1j42].
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Figurel3: Schéma de BLSE type TEM en fonction de la nmgblasmidiqud42].

« Mutation de SHV :

Par rapport aug-lactamases de type TEM, il existe relativementmaale mutants SHV
avec un nombre de mutations ponctuelles égalenghiitr (figure 14). La position la plus
substituée est la 238 avec par exemple la SHV-2asurelle la glycine est substituée par une

serine. Ainsi, en fonction de I'acide aminé substitlap-lactamase développera une meilleure
affinité pour 'une des C3@12].

S

SHV-2

SHV-2a

5HV-3

SHVA

SHV6

SHY-F

EHV-10

SHV-12

EHV-20

HV-21

SHV-22

sy

¥ Al

SHV-14. SHS\.‘% val sﬂ%ﬁg T EHV-13

SH-18 SHV-4 SHV2E SHY-20 3”‘135 SH\IM
sli [ Lau hagLou Lou Matdor 18 Lew Aep AR A Gy Gl
L] ] 122 1130 Ah iR TR 187 208 3

Pro Iﬂl I Lys Al Ley

Sen TERE PR S PR, . )
VAL S VS
SHV-12 dan SHYT
SHV-13 SHE SHV-1D
SHV-26 £HY-12
SH%4 SHY-18
SHV-22

Figure 14: Schéma de BLSE type SHV en fonction de la mutgblasmidiqud42].




Partie Expérimentale




Cadre d’étude :

Cette étude s’est réalisée sur une période demeiscet demi, au laboratoire de

microbiologie du Centre Hospitalier Universitai@HU) Benflis Touhami de Batna et la Grande

Clinique Mezdaouet de Khenchela.

A. 1 Le CHU de Batna :

Le CHU de Batna est composé de différents services

Le service de pharmacie,

Les services : les laboratoires [de Microbiologle, Biochimie et de Parasitologie], le
service de Radiologie, Hématologie, ImmunologiexiGologie, Histologie, CTS (Centre

de Transfusion Sanguin) + La Banque de sang, Rigdi@ardiologie, Ophtalmologie.

Il se trouve au terrain principal du service : Neégpbgie, Hématologie, Réanimation
médicale, Biochimie, Immunologie, Toxicologie, CFBanque de sang, Microbiologie,

1*" étage : Ophtalmologie, Traumatologie,

2°™Meétage : Chirurgie (Femme, Homme, Infantile et bga),
3éme

étage : Pédiatrie, Endocrinologie, Cardiologie,

4°Mgtage : Médecine (femme et Homme), Neurologie.

A. 2 Le laboratoire de microbiologie:

a) Situation géographique :

Le laboratoire de microbiologie du CHU Benflis Tamh de Batna se trouve au terrain principal

de service.

Les locaux sont composeés :

D’un bureau du chef de service (médecin chef),
D’une secrétaire et surveillante de service,
D’un bureau des maitres assistants + bureau degmés
D’une salle de préparation des milieux de cultures,
D’une salle de manipulation qui comporte 4 paiksss
¢ Une paillasse pour I'examen cytobactériologique utases,
% Une paillasse pour I'examen d’hémoculture,
% Une paillasse pour les prélevements génitaux,
% Une paillasse pour I'antibiogramme,

«» Unité de Tuberculose,




++ Unité d’'urgences bactériologiques.

b) Les personnels :
Le personnel est composeé :

e D’un professeur,

* 06 maitres assistants,

» 03 spécialistes,

* 07 résidants,

» Olsurveillant médical (chef d’équipe),
* 01 Secretaire,

» 20 techniciens.

c) La mission du laboratoire :

Le laboratoire de Microbiologie a pour vocationghastic et recherche. En effet, comme
tous les laboratoires de Microbiologie, le laboir&taide les cliniciens dans I'établissement d’'un
diagnostic rapide et efficace des maladies. Il tvésgalement, dans I'étude de la sensibilité des
bactéries en facilitant les choix des moléculesitiiotiques dans le traitement des maladies
infectieuses. Le laboratoire de Microbiologie intent en outre dans la surveillance
épidémiologique des maladies épidémiques. Le labiogadu CHU de Batna fait également des
études de recherche et participe a la formation éediants en Microbiologie, Médecine,

Pharmacie et des étudiants des écoles de fornaiamedicale.
B. La Grande Clinique Mezdaouet de Khenchela :
La Grande Clinique Mezdaouet de Khenchela est oggmpe différents services :

e Le service de pharmacie,

* Les services: le laboratoire [de Microbiologie, B®chimie et de Parasitologie], le
service de Radiologie, Pédiatrie, Cardiologie, @lphblogie, Gynécologie, le service
d’'urgence,

VI. Il se trouve au terrain principal du service : Gyiimiologie, le service de Radiologie, le
service d’'urgence, de Cardiologiest de Pédiatrie.
VIl. 1% étage étage : Chirurgie (Femme, Homme),
VIIl.  2°™étage : le service de Gynécologie

C. Le laboratoire de microbiologie:




d) Situation géographique :

Le laboratoire de microbiologie de la Grande Cli@dviezdaouet de Khenchela se trouve au

terrain principal de la clinique.
Les locaux sont composeés :

e D’un bureau du chef de service (médecin chef),
* D’une chambre de prélévements,
* D’une salle de microbiologie générale qui comptate paillasses suivantes :
% lI'examen cytobactériologique des urines,
% I'examen d’hémoculture,
% les prélevements génitaux,
+ lantibiogramme,
% Tuberculose,
% Urgences bactériologiques.

e) Les personnels:
Le personnel est compose :

e D’un professeur,
» Olsurveillant médical (chef d’équipe),
« 06 techniciens.

f) La mission du laboratoire :

Le laboratoire de Microbiologie a pour vocationghastic et recherche. En effet, comme
tous les laboratoires de Microbiologie, le laboir&aide les cliniciens dans I'établissement d’'un
diagnostic rapide et efficace des maladies. Il tvésgalement, dans I'étude de la sensibilité des
bactéries en facilitant les choix des moléculesitiiotiques dans le traitement des maladies
infectieuses. Le laboratoire de Microbiologie intent en outre dans la surveillance
épidémiologigue des maladies épidémiques. Le labioeade la Grande Clinigue Mezdaouet de
Khenchela fait également des études de recherche et particila formation des étudiants en

Microbiologie et des étudiants des écoles de faomgtaramédicale.

Il. Matériels et méthodes :

1.1 Matériels : (Voir annexel




Il. 2 Souches bactériennes (prélévements) :

Les souches d’entérobactéries productrices de Bi&SHotre étude, ont été isolées a
partir de divers prélevements qui ont été analgsés le laboratoire de microbiologie du CHU

Batna tels que les urines, pus, hémocultures, samileaires, sécrétions bronchiques...etc.

Ces prélevements provenaient de malades hospst@isissi de patients externes.

1.3 Période d’étude

15 Mars 2013 — 31 Mai 2013

[I.4 Nature des échantillons :
« ECBU (Etude Cytobactériologique des Urines).
« ECB de pus.
« Sang (hémoculture).

* Liquide céphalo-rachidien (ECB de LCR) et diverélgvements ....etc.

1.7 Méthode d'étude :
s Méthodes d’isolement a partir des produits pathgloss:

Le traitement des produits pathologiques differéomction de la nature du prélévement.
Prélevement :
» Urine:

ECBU (examen cytobactériologique des urines) pedudaire le diagnostic d’une infection
urinaire. Le prélevement s’effectue en recueillaatpremiéres urines du matin en milieu de jet

apres le nettoyage du méat urinaire avec une solatitiseptique.
» Sang (hémoculture) :

L’hémoculture consiste a mettre en culture desohallcontenant un milieu stérile, du

sang du malade, a la recherche de septicémie.

Le prélévement doit étre effectué avant tout traéet antibiotique ou aprés une fenétre

thérapeutique au moment des pics fébriles ou dedini.




Le sang est prélevé par ponction vineuse et 'eeseament des flacons se fait au lit du
malade avec une quantité de sang égale ali didGolume du milieu de culture contenu dans le

ballon.
» Liquide céphalo-rachidien (LCR) :

L’examen cytobactériologique du LCR permet de féraliagnostique des méningites

purulentes grace a I'’étude du LCR obtenu par pondtimbaire.
» Pus et divers :
Le pus peut avoir diverses origines et les diveéepements peuvent étre :

» Liquides d’épanchement (liquide d’ascite, pleuaaliculaire, péricardique, péritonéal)
* Prélevement des lésions superficielles de la pedasemuqueuses

» Le prélevement se fait par ponction ou écouvillgma

Le prélévement est une étape essentielle du diaignoasr c’'est de sa qualité que dépend
I'analyse bactériologique. Il nécessite des coodgid’'asepsie et de stérilité, doit se faire en

absence d’antibiothérapie, a défaut, ouvrir unétienthérapeutique.

a) Examen cytobactériologique :
» Examen macroscopique :
A ce stade on note, I'aspect macroscopique du frpdthologique.
» Examen microscopique :
A l'aide d’'un microscope optique il y’a tout d’alabr
Observation microscopique a I'état frais (x40, X10(Qpermet de déterminer la

morphologie, la mobilité, le regroupement des casn

b) Observation microscopique avec coloration de Gram :
A partir du prélevement traité si nécessaire, aégeér un frottis qui était coloré au Gram
pour la bactériologie. L'examen microscopique abjiatif (x100) permettait d’apprécier
I'aspect de la flore.une grande importance étaibatee a ce Gram direct, car il permettait de

faire un choix judicieux des milieux a ensemenéoir Annexe 2)[68].
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Figurel5 : Schéma de démarche de I'analyse bactériolodtft]e

[1.8 Méthodes d’isolement et d’identification a mrtir des prélévements :
a) Méthode d’isolement:
L’isolement a été réalisé par mise en culture déepements sur milieu gélosé de Mac
Conkey, qui par sa teneur en cristal violet lajgsesser les bacilles a Gram négatif, et inhibe les

autres bactéries

b) Méthode d’identification des Entérobactéries

e Galerie classique et API20E : pour les BacillesranGnégatif fermentaires type

entérobactéries (Voir Annexe 4).

* Milieu Mac Conkey ou BCP (Voir Annexe 4).

1.9 Détermination de la sensibilité des souches dkes aux antibiotiques

(I'antibiogramme) :




(Voir annexe 5)

[1.10 Phénotypes de résistance ayklactamines: le phénotype recherché est le BLGE

lactamases a spectre étendu) :

Enzymes a médiation plasmidique, conferant ugistance a toutes I@s lactamines et
n'épargnent que les C2G de type céphamycine comF@X, ainsi que L'imipénem{é9].

10.1.Recherche de Ig§-lactamase a spectre élargi :

Selon les recommandations du CLSI (M100-S21), leheeche de la BLSE pour

I'interprétation de la sensibilité des entérobaegaux céphalosporines n’est plus obligatoire.

La détection phénotypique de la BLSE garde tout suérét dans les études
épidémiologiques et en hygiéne hospitaliere.

On recherchera une BLSE devant un diameétre infédex valeurs suivantes :
o Céfotaxime (CTX a 27mm),
» Céftazidime (CAZ a22mm),
o Céftriaxone (CRO a 25mm),
o Aztréonam (ATM a 27mni$9].

10.2.Méthodes de détection de la BLSE :

1. Test de synergie
Les BLSE dérivées des enzymes de classe A (Amddert)inhibées par les inhibiteurs de

B-lactamases (Acide clavulanique, Sulbactam et Tazaim) [69].

2. Technique:
La recherche de la BLSE se fait dans les conditgitaadards de I'antibiogramme en
déposant un disque d’Amoxicilline+Acide clavulareg{AMC 20/1Qug) a 30mm centre a centre
d’un disque de C3G (Céfotaxime : CTX@Pou Céftriaxone : CRO 3@). Incuber 18H a 35°C.

Pour les autres BLSE de classe A (CTX-M, CMT, ...) :




Le test de synergie doit étre fait dans les mémasditions standards de I'antibiogramme
en déposant un disque d’AMC a 30mm centre a celire disque de : CAZ, CTX ou CRO et
ATM en raison de l'existence de phénotypes de tasie différents (Céfotaximase ou
Céftazidimase ...)69].

3. Lecture
La production d’enzyme peut se traduire par I'apijper d’'une image de synergie ou
bouchon de champagne entre les disques (figure 16)

* AMCetCTX
« AMCetCAZ
* AMC et ATM.

Figurel6 :Souche d&lebsiella pneumoniaproductrice de BLSE (Bouchon de champagne).

4. Recommandation
ChezP.mirabilis, P.penneri, P.vulgaris, Morganella margi, Providencia stuartjiles
BLSE s’expriment a bas niveau ; dans ce cas, teltesynergie est optimisé en disposant les
disques a une distance de 40 a 45mm au lieu de 30mm

5. Absence de synergie :
En I'absence d’une image de synergie, la produc®BLSE sera suspectée devant toute
diminution du diameétre autour des disques de 58k

Elle peut étre due a:




1) La synthese d’'une BLSE de type CMT (Complexe M&arEM)
2) L’association de plusieurs mécanismes : BLSE ‘e@gperproduite (entérobactérie).
3) La recherche de CMT : se fera en rapprochant iguds CTX- AMC de 20mm et
25mm au lieu de 30mm.
4) La détection des BLSE chez les souches hyper ptackes de Case est facilitée par :
- La recherche d’'unsynergie entre AMC et Céfepime (CFP 3¢) ou Céfpirome
(CPO 3@g SFM), car ce sont des molécules stables a ltactle la Case
hyperproduite (recommandations du CA-SFM-2011).
Ou
- Linactivation de la Case en incluant de la Cloka® (0,25mg/ml - 0,30mg/ml)
dans la gélose pour les entérobactéries du gro(geiBtest a la Cloxacilline).
5) L'usage de disque ou de bandelette E-test comburaC3G et un inhibiteur

enzymatique[76].

Figure 17: Souched’Escherichia coline produit pas d@-lactamase a spectre élargi
('absence d’'une image de synergie).

6) Risque d’erreur d’interprétation :




ChezKlebsiella oxytocaP.vulgaris, P.penneri, Citrobacter kosgle test de synergie est
positif avec Aztreonam et / ou Céftriaxone, maistgenégatif avec Céftazidime dont l'activité
est conservée, signe dhyperproduction ¢@dactamase naturelle chromosomique ou

Aztreonamase.

10.3.Tests complémentaires :

» Test du double disque (test espagnol)

La détection de I@-lactamase a spectre élargi (étendu) peut étrérowd par le test du
double disque. Ce test plus sensible consiste herelter une augmentation de la zone
d’inhibition d’'un disque de C3G.

La technique est la suivante :

A partir d'une culture de 18h une suspension efpamée avec une opacité égale a 0.5
Mc Farland, une gélose Mueller-Hinton est ensemeisedon la technique de I'antibiogramme.
Deux disques sont déposés, un disque AMC et uruelisig C3G (CTX ou CAZ). On laisse
diffuser a température ambiante pendant une heuig,le disque AMC est 6té et remplacé par
un disque de C3G (CTX ou CAZ). Les boites sontliras 18h a 37°C.

Le test est considéré positif, si le diametre dediae d’inhibition du disque de C3G est
inférieur de 4 a 5 mm, comparé a celui observéuwsuda disque de C3G appliqué apres pré
diffusion du disque de 'AM{69].




Figure 18 Test du double disque (test espagnol) pour la tiétedes BLSE.

» Test du rapprochement des disques :

Lorsqu’'un second mécanisme de résistance est gildeege masquer la présence de
I'image de synergie, il est possible de retrouettecderniere en rapprochant les disques de C3G
ou de l'aztréonam (15 a 20) du disque de I'AMC. heéparation de linoculum et
I'ensemencement se font de la méme maniére qestlelé synergie, le disque AMC est placé au
milieu de la boite de Pé{57].




Figurel9 tmages de synergie entre AMCpelactamines (CAZ, CTX).

» Test ala cloxacilline :

Principe:

Le test cloxacilline est effectué pour identifiereuBLSE associée a une céphalosporinase

déréprimeée.

La cloxacilline ajoutée au milieu pour antibiogramnMueller-Hinton inhibe trés
fortement toutes les cephalosporinases de la chasi&mbler [70] tel mécanisme de résistance
est présent on constate en comparant les boitBgtiiecontenant le milieu Muéller-Hinton a la
cloxacilline une restauration de l'activité deésactamases et apparition de I'image de synergie
en bouchon de champagne recherchée.

Méthode:

La concentration de cloxacilline est de 0,25 mg/ihlfaut dissoudre 25 mg de

cloxacilline dans 10ml d'eau distillée. Mettre 2 ael cette concentration avec 18 ml du milieu

Mueller-Hinton.




bBrg 20 : Test a la cloxacilline.

10.4.Détermination du phénotype de résistance de4.BE :

La détermination des phénotypes de la BLSE sepaitla détection des substrats
préférentiels de cette enzyme, elle se réalise@merchant les éventuelles images de synergie en
bouchon de champagne qui peut apparaitre, suregébmdre les disques de béta-lactamines
utilisés[70].

La préparation de la suspension bactérienne aimsil'gnsemencement d’'une gélose
Mueller-Hinton sont réalisés selon la techniqud'aetibiogramme. Les disques d’antibiotiques
suivants : AMC, CAZ, CTX, CRO et ATM sont placés $a gélose Mueller-Hinton selon le
schéma ci-dessous. La distance entre deux disgtide & cm. L’incubation des boites se fait 18
a 24h a 37°C.




Ceftazidime

(CAZ)

Amoxicilline-
acide
Clavulinique
(AMC)

Cefotaxime Ceftriaxone

(CTX) (CRO)

Aztréonam

(ATM)

Figure 21 :Schéma explicatif de la détermination des phénatyeerésistance de BLSE.

* Les phénotypes rares

Sont la céphalosporinase plasmidique (aminopéniedl AMC, et C1G résistants),
céphalosporinase de haut niveau (AMC, cefoxitin€3® réesistants) voire phénotype résistant a

I'imipénemg70].




Résultats




VIII. Résultats :
Au cours des ces (3 mois), 53 souches sécrétrieBLSE appartenant a 04 espeél
d’Entérobactéries ont été isolées au laboratoirlideobiologie du CHU de Batna et laboratc
de la Grande Clinique Mezdaoud# Khenchela. Ces souches sont réparties en fanddda

pathologie, du service, de I'dge, du sexe, de wilayreur comportement \-a-vis d’autres
antibiotiques a été également étudié.

1) Répartition des Entérobactérie: par espece dominante

Tableau lll: Répartition des Entérobactéries (N=

Espéces bactériennes Effectifs Fréquence
Klebsiella spp 35 47%
Escherichia coli 20 27%
Enterobacter spp 16 21%
Providencia spp 4 5%
Total 75 100%

W E. coli
M Klebsiella spp
m Enterobacter spp

Providencia spp

Figure 2Répartition des Entérobacter

Commentaires :

L’espéce bactérienneklebsiella ssp prédomine (47%) suivi dEscherichia co (27%),
Enterobacte ssf21%), Providencia(5%).




2) Répartition des BLSE chez leEEntérobactéries. [N= 53]:

Nombre des Entérobactéries : N= 75

Tableau IV :Répartition des BLSE chez les Entérobact¢

BLSE chez les Entérobactéries Effectifs Pourcentac
BLSE positive 53 71%
BLSE négative 22 29%
TOTAL 75 100%

M BLSE positive = BLSE négative

Figure23: Répartition des BLSE chez les Entérobact¢

Commentaires :

hY

Parmi les 75 Entérobactéries de I'étude, 53 predtisin p-lacatamases a spectre él
(BLSE), soit (71%).




3) Répartition des BLSE positives selon I'espéce bactérienne :

Tableau V Répartition des BLSE positiv selon I'espece bactérieniselée

Espéces bactériennes Effectifs Pourcentage
Klebsiella spp 25 47%
Escherichia coli 15 28%
Enterobacter spp 12 23%
Providencia spp 1 2%

W E.coli mKlebsiella spp  m Enterobacter spp Providencia spp

Figure 24: Répartition des BLSE positiv selon I'espéce bactérienne

Commentaires:

Klebsiella spp estespéce bactérienne qui produit le plus B-lacatamases a spectre él
(47%) suivi dEscherichia coli 28%), Enterobacter spp2(3%) et en derniére position vie
Providencia(2%).




4) Répartition des BLSE positivesselon I'origine géographique d’isolement

Tableau VI : Répartition des BLSE positiviselon I'originegéographique d’isoleme

Especes bactériennes L’origine Total
Externes hospitalier

Klebsiella spp 2 23 25

Escherichia coli 7 8 15

Enterobacter spp 4 8 12

Providencia spp 0 1 1

Total 13 40 53

Pourcentage 25% 75% 100%

M Hospitalier m externes

Figure 25. Répartition des BLSE positiv selon I'originegéographique d’isoleme

Commentaires:

On note que 75% des souches sont isolées a I'hépitere 25% externe




5) Répartition des BLSE positives selon le site du prélevement:

Tableau VII : Répartition des BLSE positiv selon la nature dprélévemer.

Prélevemerst Effectifs Pourcentage
Urines 12 22%
Pus 29 56%
Autres 12 22%
Total 53 100%

Autres (hémoculture, sonde urinaifeCB de LCR)

m Urines H Pus W Autres

Figure 26 : Répartition des BLSE positiviselon le site dprélevemer.

Commentaires :

Les souches isolées des pus produisent plp-lacatamases a spectre éla&fi%o)




6) Répartition des BLSE positives selon les services

Tableau VIII: Répartition des BLSIpositives selon les services.

Services Effectifs Pourcentac
Externe 13 25%
Bralés 25 47%
Méd. int 2 4%
Réa /M 7 13%
Autres 6 11%
Total 53 100%

Réa/ M : Réanimation MédicalAutres : (Nephrologie, Endocrinologie, Urologie, Pavill

d’'urgence) Méd. Int : Médecine Interr.

4%

W Externe M Brilés m Méd. Int Réa/ M Autres

Figure 2 Répartition des BLSIpositives selon les services.

Commentaires :

Le service des brilés est le service dont les ssuptoduisent le plus (-lacatamases a spec

élargi (47%).




7) Répartition des BLSE positives selon I'age :

Tableau IX : Répartition des BLSE positiviselon I'age.

Especes Tranche d'age Total
bactériennes | 0-9 10- | 2C- 30- 40- 50- >60ans

ans 19ans| 29an: | 39ans | 49ans | 59ans
Klebsiella spp | 10 4 2 3 1 3 2 25
Escherichia 6 1 2 2 1 2 1 15
coli
Enterobacter | 4 2 1 1 1 1 2 12
Spp
Providencia |0 0 0 0 0 0 1 1
Spp
Total 20 7 5 6 3 6 6 53
Pourcentage | 38% 13% | 10% 11% 6% 11% 11% 100%

H0-9ans M10-19ans ™ 20-29ans M 30-39ans M40-49ans 1450-59ans Li1>60ans

Figure 28 : Répartition des BLSE positivi selon I'age.
Commentaires:

Lesp-lacatamases a spectre élaggnt vus en général chez les malades dont I'asitue entre
0 et 9 ans (38%).




8) Répartition des BLSE positives selon le sex&?, J):

Tableau X : Répartition des BLSE positives selon le s

Sexe Effectifs Pourcentage
Masculin 3C 57%
Féminin 23 43%
Total 53 100%

B Masculin B Féminin =

Figure 29Répartition des BLSE positives selon le s

Commentaires:

Une prédominance des malades du sexe mas57%).Le sexe ratio est dg32.
[Sex-Ratio = M/F = 57/43 = 1,32].




9) Répartition des BLSE positives selon les 3 mois

Tableau XI: Répartition des BLSE positiviselon les 3 mois.

Especes L’année 2013 Total
bactériennes Mars Avril Mai

Escherichia coli 3 7 5 15
Klebsiella spp 6 13 6 25
Enterobacter spp 2 7 3 12
Providencia spp 0 1 0 1
Total 11 28 14 53
Pourcentage 21% 53% 26% 100%

® Mars m Avril Mai

Figure 30Répartition des BLSE positives selon les 3 n
Commentaires :

On note une flambée épidémique au mois d'¢53%) par rapport aumois de Mars ¢

de Mai de la méme année.




10)Répartition des BLSE positives selon la région

Tableau XlI : Répartition des BLSE positives selon la ré¢

La région Effectifs Pourcentac
Banta 28 53%
Khenchela 25 47%
Total 53 100%

M Batna m Khenchela

Figure 31: Répartition des BLSE positives selon la rég

Commentaires :

Une prédominanca été notée dans la région de batna avec (des souches productrices

B-lacatamases a spectre élargi .




11) Profil de sensibilité globale de BLSEux antibiotiques :

La BLSE présente une résistance naturelle (chromioge) a I'ampicilline et au
carbénicillines, et peut acquérir des résistancestiptes. 90% des souches résistent a

I'association amoxicilline-acide clavulanique (AMC)

Le taux de résistance acquise a la céfazolineve'é@e73 % et il est de 90 % pour le
céfotaxime. En revanche70% les souches ont ét&ibsen aux cefamycines (FOX) et a 100%
pour l'imipeneme. Concernant les aminosides, orstassune résistance pour la gentamicine
15%, I'amikacine manifeste presque le méme tausédistance 16%. Et pour les phénicolés, le
chloramphénicol présente une résistance de 3%otdehss.

Une excellente activité est enregistrée pour lesrfiquinolones qui marquent 2 % de
souches résistantes aussi bien pour la ciproflogagivec des diameétres d’'inhibition tres
importants. .Pour les sulfamides et triméthoprin@ 9% de souches résistent a I'association
triméthoprime + sulfamethaxazole.

Tableau XIII : La résistance associée dislactamine

Antibiotiques | Gentamicine | Amikacing SulfaméthoxazoCiprofloxacine| Chloramphénicol

-trimethoprime

BLSE 15% 16% 30% 2% 3%

0.35

0.3

0.25

0.2

0.15

0.1

0.05
0 |—| [ ]

CN AK STX Cip C

Figure 32 La résistance associée disactamines.




12) Répartition des BLSE associées aux CF :

Tableau XIV : Répartition des BLSE associées aux (.

Effectifs Pourcentage Total
BLSE 41 12 53
BLSE+CHN 7% 23% 100%

Figure 33Répartition des BLSE associées aux (.

Commentaires :

Parmi les souches ¢elactamases a spectre éle 12 souches sont révélées portelrde deux
mécanismes de résistance (CHN+BLSE) avec commedneg (23%




Discussion




Discussion :

L’objectif principal est la recherche des BLSE pribels par les entérobactéries isolées
dans le laboratoire central de Microbiologie du CH®& Batna et le laboratoire de la Grande
Cliniqgue Mezdaouet & Khenchela et les méthodesisie @m évidence de ces BLSE.

Les bactéries productrices delactamases a spectre élargi (BLSE) constituent une
préoccupation majeure en milieu hospitalier enoraide leur diffusion épidémique et de leur
multirésistance aux antibiotiqgues. Les BLSE sorntorta/ées chez une vaste proportion de
bacilles a Gram négatif, mais les entérobactéepsésentent les germes les plus incriminés.
Dans cette optique, j'ai entrepris une étude suetdgérobactéries secrétrices pléacatamases a
spectre élargi (BLSE) isolées au laboratoire @trite Microbiologie du CHU de Batna et le
laboratoire de la Grande Clinique Mezdaouet a Khelacdans la période dul5 Mars au 31 Mai
2013. Cette étude a porté sur échantillon de 58h@mud’entérobactéries productrices de BLSE
ce qui correspondant a 71%. Parmi ces especed{BboSitive)Klebsiella sppsemble la souche
qui produit le plus d’enzymes delactamases a spectre élargi (47%), cette étudietades
données de la littératurg,1] suivi d’E. coli 28%)Enterobacter ssp2@3%) etProvidencia spp
(2%).

Les germes isolés des pus semblent beaucoup lissarés au-lactamineg56%) et
cela est due en général a l'utilisation abusive adibiotiques d’'une part et d’autre part a la
mauvaise hygiene dans les services hospitalieeegilica conduire a une mutation au niveau de

leur gene pour terminer a une résistance globadeatibiotiques de la famille delactamines.

Dans cette étude, la majorité des souches prodecttes BLSE ont été isolées des
patients hospitalisés( 75%), dans les servicesdies intensifs [Réanimation Médical (13%)],
et des brllés avec (47%). Dans ces services alggries sont soumises a une pression élevée
des antibiotiques. Bien plus, plusieurs de ceseptdisont partculierement vulnérables aux
infections a cause de leur immunodéficience oudestportes d'acceés facile aux bactéries dues
au traitement traumatisant et I'hygiéne est défacteg72].

Les BLSE sont rencontrées géenéralement chez demdesabont 'Age moyen se situe
entre 0 et 9 ans (38%). Puis ce taux chute poemdte (13%) chez les malades dont I'age est

entre 10-19ans.




Selon le sexe, il n'y a pas une grande différermasda colonisation par les souches
BLSE (57%) chez le sexe masculin et (43%) cheexe $mininLe sexe ratio est dg32.

La comparaison des résultats avec les 3 mois ded@2013 [Mars, Avril, Mai], on note
une flambée épidémique au mois d'avril (53%) pa@paat aux mois de Mars et de Mai de la

méme année.

Les résultats de la sensibilité aux antibiotiqued oontré en général que les
entérobactéries présentent un taux de résistaxcargibiotiques communément utilisés.

Toutes les bactéries étudiées ont montré un hatani de résistance vis-a-vis des
pénicillines, les céphalosporines de premiére uysidee et troisieme génération et le
triméthoprime/sulfaméthoxazole. Cette multérisisepeut s’explique par le fait que les géenes
responsables de ces résistances peuvent étre parté&s méme plasmide,par la coexistence de
plusieurs mécanismes de résistance, ou par la @iodu de plusieurs types
enzymatiquegg3,74].

Les données de la sensibilité des souches procestde BLSE ont montré que ces
souches sont non seulement résistantes a la pluestp-lactamines, mais aussi aux
antibiotiques nom-lactamines comme la gentamicine et triméthoprioié&améthoxazole .

Les BLSE sont généralement portées par de gramdsnmes qui en plus portent aussi
les génes de résistance aux autres antibiotiqueg-hectamines tels les aminoglycosides , le
triméthoprime-sulfaméthoxazole, les quinolones etnmétronidazole. Il a été montré que
I'utilisation de ces antibiotiques contribue a k&lestion des souches productrice de BLSE
[50,74,72].

Les résultats de cette sensibilité aux antibioiguet aussi montré que toutes les souches
sont sensibles a I'imipéneme, et que la plupart sensibles a I'amikacine, au céfoxitine et au
ciprofloxacine. La résistance de ces souches a éfxitine pourrait s’expliquer par
I'hyperproduction des céphalosporinases par ceshes{¥9]ou par altération des porines de la
memebrane externg’5].

Dans la présente étude 12 souches sont réveillegdsups de deux mécanismes de
résistance (CHN + BLSE) (23%), ce qui nous a am&n@chercher le mécanisme caché
(recherche de la BLSE), qu’était exprimé en utiltsia technique d’inhibition de la CHN par

I'oxacilline.




Conclusion




Conclusion :

La dissémination de souches d’entérobactéries ptodes de BLSE est un phénomene
complexe qui procéde de trois mécanismes intriqués.

* Le premier mécanisme est la dissémination clorddes laquelle une souche
productrice de BLSE peut se disséminer par cohiattontal de patient a patient
[76].

* Le second mécanisme est la transmission d’'un osiquits plasmides vers une
autre souche (de la méme espece ou d'une espdéecni€). Le troisieme
mécanisme est le transfert d’éléments de résistamsEnts dans des transposons
ou intégrons entre différents plasmides.

* La transmission peut produire des épidémies localesiveau d’'une unité de
soins intensifs, d’'un hépital ou un centre de soifike peut s’étendre au niveau

communautaire par le transfert de patients colsroséinfectés.

Dans la majorité des cas, la transmission nosodera&t liee au contact avec les mains
du personnel soignant. Des sources de contaminptinctuelles a partir de I'environnement on
été impliquées occasionnellement comme les stépesc thermométres, endoscopes et
appareils d’échographie, baignoires, gels de bahampoings, ongles artificiels chez les

infirmiéres, ainsi que les insectes comme lesdsgtb].

Différents facteurs en relation avec la thérapigbatique ont été fréquemment associés
avec l'acquisition d'une souche productrice de BLSExposition préalable aux C3G (et aussi
aux fluoroquinolones et aminosides), le nombre tibéotiques administrés et la durée du
traitement . Le séjour dans les centres de soirmnifues a été aussi impliqué dans certains
pays. Ces centres peuvent jouer un réle de réseseosouches multirésistantd¥. Coli et
Klebsiella[76].




La lutte contre la diffusion des bactéries mulsiséantes est un axe majeur de santé
publique dans le monde.

Notre étude refléte I'état actuel de la résistamger antibiotiques dans notre région, et
cela est di en général a deux choses essentiellesnt] beaucoup contribué a cette multi
résistance a savoir :

« L'utilisation abusive des antibiotiques ;

* La mauvaise hygiene dans les services hospitaliers.

D’ou l'intérét de les prendre en considératiometpallier a ce fléau par une utilisation
rationnelle des antibiotiques et une hygiene, aligviter la transmission croisée des bactéries
BLSE positive.
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Annexe 1 : Matériel utilisé

1. Instruments et appareillage :

Anse de platine, Bec Bunsen, Pipettes PasteurteBdé Pétri, Etuves, tubes a vis, Pipettes de 1
et de 10 ml, chambre froide, Pinces, ecouvillonérilss, Gangs stériles, densitometre,

distributeur d’'antibiotiques, portoirs, Paire dsegiux stérile, Galerie biochimique APF20

2. Milieux de culture :

Gélose nutritive, gélose au sang cuit (chocolabyillon nutritif, milieu Mannitol-Mobilité,
milieu urée-indole, milieu urée-tryptopharfgdrée- Indole), milieu de TSI, milieu Hektoen,

milieu BCP (Bleu de Bromocrésol Pourpre), milieulMuHinton (MH).
3. Antibiotiques :

Les antibiotiques utilisés pour la réalisation dilalemgramme sont résumés dans le tableau avec
leurs abréviations

Tableau 1 liste des antibiotiques a tester pour les entétébas :

Antibiotiques pour les entérobactéries
Ampicilline (AMP) Amikacine (AK)
Amoxicilline + Acide clavulanique (AMC Gentamicirf€N)
Céfalotine (KF) Ciprofloxacine (CIP)
Céfoxitine (FOX) Colistine (CT)
Céfotaxime (CTX) Chloramphénicol (C)
Céfuroxime (CXM) Fosfomycine (FOS)
Imipéneme (IMP) Trimétoprime + Sulfaméthoxazole X$T

Tableau 2 :Disques d’antibiotiques utilisés pour les testsalafirmation :

Antibiotiques Charges @1g)
Céfotaxime (CTX) 10
Céftazidime (CAZ) 30
Aztreonam(ATM) 30
Amoxicilline/ acide clavulanique (AMC) 20/10




Annexe 2 : Examen microscopique

Observation microscopique a I'état frais

Déposer une petite goutte d’eau stérile sur la lame

Prélever une fraction de colonies sur gélose, ééémnce aux bords de celle-ci (ou
prélever une petite goutte de bouillon). Faire saspension homogene dans la goutte
d’eau en incorporant progressivement l'inoculuneretremuant trés délicatementafin

de ne pas casser les flagelles).

Recouvrir d'une lamelle en évitant d’enfermer dedlds d’air. Le liquide ne doit pas
déborder (sinon jeter la lame dans une solutiomfi&dante et recommencer).

Observer rapidementl'@bjectif x40

Apres observation, jeter I'état frais dans un bawtenant un désinfectant a large spectre

car les bactéries sont vivantes...

Observation microscopique avec coloration de Gram :

Réaliser un frottis et le fixer.

Coloration : violet de gentiane phéniqué durant une minute Toutes les bactéries
prennent ce colorant et sont donc colorées entviole

Rincer a I'eau du robinet

Mordancage : recouvrir la lame déactif de Lugol 1 minute (réactif iodo-ioduré qui
accentue la coloration).

Rincer a I'eau

Epreuve (alcoolo résistance) toRger 3 ou 4 fois une demi-seconddans un pot
d’alcool puis rincer a I'eau du robinet immédiatement. Remndette étape, les lipides de
la paroi des Gram moins sont dissous et l'alcoalt pionc pénétrer dans le corps
bactérien et expulser le violet de gentiane. Lestén@s Gram moins sont alcoolo-
sensibles et sont donc décolorées. La paroi des @Bhas ne laisse pas passer I'alcool et
sont dites alcoolo-résistantes et restent colaggesolet.

Contre coloration Fuschine diluée au 1/28™ ou de safranine pendant une minute
Toutes les bactéries prennent le colorant maigdietvmasque la fuschine. Les « Gram
positives » apparaissent donc violettes, les « Gragatives », recolorées par la
fuschine, apparaissent roses.

Rincer a I'eau du robinet et sécher entre deuwtlésuile papier absorbant.

Observer a I'objectif 100 a immersion, a pleine ien.




- Remarque : la coloration de Gram est parfois appedéoration V.L.A.F afin de se
rappeler les colorants et dans quel ordre ils duigére utilisés\iolet, Lugol, Alcool,

Fuschine).

Annexe 3 : milieux de culture utilisés pour l'isolenent des Germes.

» BCP (gélose lactosée au bromocrésol pourpre)

Usage : isolement non sélectif en particulier desrEntérobactéries

Composition: 1litre

Peptone 500
Extrait de viande 3,09
Lactose 10,0 g
Bromocrésol pourpre 0,025 g
Agar 11,09
pH 6,8
Lecture:

Toutes les bactéries de culture facile cultivemtcgumilieu.

e Les colonies lactose positif sont jaunes ;

* Les colonies lactose négatif restent violettes.

» Gélose Hektoen

Usage : isolement des bacilles a Gram négatif.

Composition 1litre

protéose-peptone 12,09
Extrait de levure 3,09
Lactose 12,09
Saccharose 12,09
Salicine 2,0
Gcitrate de fer Il et d'ammonium 159
Sels biliaires 9,09
Fuchsine acide 0,19
Bleu de bromothymol 0,065 g
Chlorur ede sodium 50g
Thiosulfate de sodium 50g
Agar 13,09

pH = 7,5




Lecture:
Les colonies sont normalement des colonies delbsi&ram négatif.

» Les colonies a centre noir song3Hpositif .
* Les colonies bleues ou vertes n'utilisent aucurgtiesdes du milieu.

e Les colonies jaunes utilisent un ou plusieurs desides. Elles sont donc saccharose

et/ou lactose et/ou salicine positives

Elles sont donc saccharose et salicine et lactégatives. La couleur bleue peut étre due a

l'utilisation du citrate.Un précipité de sels ik peut apparaitre pour les souches acidifiante

Annexe 4 : milieux de culture utilisés pour 'identfication des Germes.

On a utilisée deux types de galeries pour l'idesgtfon des germes au laboratoire :

e la galerie biochimique classique.
» Lagalerie API20 E.

» La galerie biochimique classique
Elle permet l'identification des Bacilles a Granga#f, elle est composée de :

» Urée tryptophane (Urée Indole) :

Le milieu urée-indole contient:
* De l'urée: recherche de l'uréase.
* Du tryptophane:
» recherche du tryptophane désaminase (TDA).
» recherche de la production d'indole.
Usage: recherche de l'indole, de l'uréase et i®ha

Composition: 1litre

Urée 20g
L-tryptophane 0,39
éthanol a 0,95 1ml
rouge de phénol 2,5 mg
chlorure de sodium 0,59
Dihydrogénophosphate de potassium 0,19
Hydrogénophosphate de potassium 0,19




| pH

Lecture :

* milieu rouge (basique): (uréase +);

* milieu orange ou jaune: (uréase -).

Aprés addition de réactif de Kovacs:

e anneau rouge :(indole +) ;

e anneau jaune :(indole -).
Apres addition de chlorure de fer lll:

* marron : (TDA +) ;

e jaune: (TDA -).

> Milieu TSI ( Tree Sugar Iron):

Usage : utilisation du lactose, fermentation diwcgse, production d'H2S

Composition : 1 litre

Peptone 15,09
extrait de viande 3,09
extrait de levure 3,09
peptone pepsique de viande 50¢9
Glucose 109
Lactose 10,0 g
Sacharose 10,0 g
Rouge de phénol 0,024 g
Chlorure de sodium 5009
Sulfate de fer Il (Pasteur) 0,29
Thiosulfate de sodium 0,39
Agar 1109
pH 7,5
Lecture :

* Pente jaune : lactose et/ou saccharose +,

« Pente rouge : lactose et saccharose —

e Culot jaune : glucose + et aéro-anaérobie,




* Culot rouge : glucose - ou aérobie stricte.

» Présence d'un précipité noir : H2S +

» Mac Conkey (Gélose)

Usage: isolement des bacilles Gram négatif.

Composition: 1litre

Peptone 20,09
Lactose 10,0 g
sel biliaires 50
cristal violet 0,001 g
Rouge neutre 0,05¢g
chlorure de sodium 500
Agar 15049
Lecture :

» Colonies rouges: lactose +

» Colonies jaunes ou incolores: lactose —
Seuls les bacilles Gram négatif se cultivent sumdieu en raison des sels biliaires.

+ Mannitol-Mobilité-Nitrate

Usage: utilisation du mannitol, réduction des mé&samobilité en gélose semi-molle

Composition: 1litre

Hydrolysat trypsique de caséine 10,0 g
Mannitol 7,50
Rouge de phénol 0,4 mg
Nitrate de potassium 109
Agar 3,50

pH 7,6

Lecture :

* Milieu jaune: mannitol positif

* Milieu rouge: mannitol négatif

Pour une bactérie aérobie stricte, la culture sautet la hauteur accompagnée
éventuellement de bulles montre une respiratiorateit La réduction des nitrates pourra étre

visualisée par addition des réactifs habituels.rlamidité entraine un virage progressif au jaune




d'un milieu rouge: une coloration rouge apres amitles nitrites 1 et 2 montre donc bien la
présence de nitrites.

Mueller Hinton(Gélose)

Usage: Gélose riche pour la réalisation de I'angitimme standard

Composition: 1litre

Infusion de viande de boeuf 300,0 ml
Peptone de caséine 17,59
Amidon de mais 159
Agar 1709

pH 7,4
Lecture :

Cette gélose standardisée est la gélose permédtatatster I'action des antibiotiques sur
les bactéries. Elle peut étre additionnée de spogr(lesStreptococcus d'extrait globulaire

(pourHaemophilug,

Elle doit étre coulée en boite de facon a obteneg @paisseur de 4 mm. Il existe un

bouillon équivalent.

> Milieu MH/Cloxacilline :

Composition :

Cloxacilline (500mg/l) 12pl
Gélose Mueller-Hinton 250m|
Préparation

- Faire fondre la gélose MH, ramener a 50°C,
- incorporer la solution mére de cloxacilline dangé#ose,
- homogénéiser et couler en boite de Pétri




Galerie API20E

Principe :

La galerie APl 20E comporte 20 microtubes contende$ substrats sous forme
déshydratée. Les tests sont inoculés avec unergispebactérienne qui reconstitue les milieux.
Les réactions produites pendant la période d'intabase traduisent par des virages colorés
spontanées ou révélés par I'addition de réactifs.

La lecture de ces réactions se fait a I'aide dietabde lecture et l'identification est obtenue a

I'aide du tableau d’identification.

Technique :

» Préparation de la galerie :

- Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubatidrrépartir de 'eau dans les alvéoles
pour créer une atmosphere humide.

- Déposer stérilement la galerie dans la boite dbation.

» Préparation de I'inoculum :

- Faire une suspension bactérienne, dans une amg@@aspension Medium ou dans un
tube d’eau distillée stérile, d'opacité Iégere anme seule colonie prélevée sur un milieu
géloseé.

» Inoculation de la galerie

- Remplir les tubes et les cupules des tests : CPl,,GEL avec la suspension bactérienne.

- Remplir uniqguement les tubes des autres tests.

— Créer une anaérobiose dans les tests : ADH, LDCC,QIRE, H2S en remplissant leur
cupule d’huile de paraffine.

- Refermer | boite d’incubation et la placer a 35@pendant 18 a 24 heures.

Lecture :
- Apres incubation, la lecture de la galerie doitasee en se référant au tableau de lecture.

— Reéaliser les tests nécessitant I'addition de risactioir tableau de résultats.

Identification :
> Avec le tableau d’identification :

Comparer les réactions notées sur la fiche dete¢swdvec celle du tableau ;
» Avec le catalogue analytique :

Avec le catalogue analytique :




- Les tests sont regroupés en groupe de 3, et uaanfd,2 ou4) est indiquée pour chacun.
- Additionner a I'intérieur de chaque groupe les nogslrorrespondants aux tests positifs.
— On obtient un nombre 7 chiffres qui sert de codeeditification.

» Avec un logiciel d’identification

Tableau de lecture dedkede API20E

Figure 1 : identificationEhterobacter cloacapar la Galerie API20E.
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Figure 2: identificationEscherichia colipar la Galerie API20E.




Figure 3: identification #debsielle pneumoniaear la Galerie API20E.

Annexe 5:I'antibiogramme
1. Définition :
L’antibiogramme ou la détermination de la sendibilides bactéries aux agents
antibactériens est I'étude de la croissance bactée en présence d’'un gradient de concentration

réalisée dans un milieu de culture.
2. But de I'antibiogramme :

Le but essentiel de l'antibiogramme est l'aide adkicision thérapeutique, il sert

également a :

» La surveillance épidémiologique de la résistancadvgenne qui orientera ultérieurement
I'antibiothérapie probabiliste.

» La comparaison des phénotypes de résistance denesoymeésumées responsables
d’infections nosocomiales.

» L’identification bactérienne par la mise en évidedes résistances naturelles.

3. Principe de I'antibiogramme :

La technique consiste a déposer a la surface géldae préalablement ensemencée avec
une suspension bactérienne, des disques de papieasrdb imprégnés des différents
antibiotiques ; il existe des disques spécifiques bactéries a Gram négatif et des disques
spécifiques des bactéries a Gram positif. Apresa1B} heures d’incubation a 37°C, chaque
disque est entouré d’'une zone d’inhibition de lBgE une concentration d’antibiotique égale a
la CMI le profil de sensibilité aux antibiotiqueed bactéries peut étre déterminé par les




diamétres des zones d’inhibition des colonies ideglsur boites en contact avec les disques des

antibiotiques.

Antibiogramme par diffusion des disques

a.

Milieu pour antibiogramme
» |l doit étre coule en boites de Pétri sur une é&gaisde 4 mm.

» Les géloses doivent étre séches avant I'emploi.

Préparation de I'inoculum :

e A partir d’'une culture pure de 18 a 24 h sur milégisolement approprie, racler a
I'aide d’'une anse de platine quelques colonies lsielées et parfaitement identiques.

* Bien décharger I'anse ou I'écouvillon dans 5 a 10dieau physiologique stérile a
0,9%.

» Bien homogénéiser la suspension bactérienne, saxitémloit étre équivalente a 0,5
MF ou a une D.O. de 0,08 a 0,10 lue a 625 nm. lisation d’'un densitométre est
fortement souhaitable dans la technique CLSI (€ihiLaboratory Standards

Institute) préconisée par 'OMS.

Ensemencement :

Tremper un écouvillon stérile dans l'inoculum.

L’essorer en le pressant fermement (et en le todywantre la paroi interne du tube, afin
de décharger au maximum.

Frotter I'’écouvillon sur la totalité de la surfagélose, séche, de haut en bas, en stries
serrées.

Répéter I'opération 2 fois, en tournant la boke6@° a chaque fois, sans oublier de faire
pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finir 'ensemeament en passant I'écouvillon sur la
périphérie de la gélose.

Dans le cas ou I'on ensemence plusieurs boitd2édie, il faut recharger I'écouvillon a

chaque fois.

application des disques d’antibiotiques :

Il est préférable de ne pas mettre plus de 6 dssduamtibiotique sur une boite de 90 mm.




* Presser chaque disque d’antibiotique a I'aide deqsd bactériologiques stériles et ne pas

déplacer les disques apres application.

e. Conditions d’incubation :
* Respecter la température, I'atmosphere et la didifrdeubation recommandées pour
chaque bactérie.
f. Lecture:
* Mesurer avec precision les diametres des zonesiliiion a I'aide d’'un pied a

coulisse.

Pour les bactéries testées sur Mueller-Hinton Emps mesures seront prises en

procédant par transparence a travers le fond bleite de Pétri fermée.

* Pour les bactéries testées sur Mueller-Hinton aug,skes mesures de diametres de
zones d'inhibition seront prises, boite de Pétxierte et bien éclairée.

 Comparer les résultats obtenus, aux valeurs cesigiigurant dans les tables de
lecture correspondantes.

» Classer la bactérie dans l'une des catégories fernrédiaire, R= Résistant, S=

Sensible

Tableau 3 : Valeurs critiques des diametres deseszodinhibition et des CMI pour

Entérobactéries
Antibiotiques Charge Diametres critiques (mm)
testés des R I S

Disques

Ampicilline 10pug <13 14 -16 >17
Amoxicilline 20/10pg | <13 14 - 17 >18
+Ac.clavulanique
Céfazoline 3Qug <19 20 - 22 > 23
Céfalotine 3Qug <14 15 - 17 > 18
Cefoxitine 30ug <14 15-17 > 18
Céfotaxime 3Qug <22 23 - 25 > 26
Ceftriaxone 3Qug <19 20 - 22 > 23
Imipénéme/Meropé| 10 ug <19 20 - 22 > 23
neme
Ertapéneme 10g <19 20 - 22 > 23
Amikacine 30ug <14 15-16 >17
Gentamicine 1(g <12 13-14 >15
Acide nalidixique 3Qug <13 14 -18 > 19
Ciprofloxacine g <15 16- 20 >21
Chloramphénicol 3Qg <12 13- 17 >18
Furanes 30Qg <14 15-16 >17




Fosfomycine 20Qg <12 13-15 >16
Triméthoprime+ 1,25/23,7| <10 11-15 > 16
Sulfaméthoxazole | 5pug

I= Intermédiaire, R= Résistant, S= Sensible

Les résultats sont exprimés en mm apres lecturalidesetres des zones d'inhibition et
sont interprétés en trois catégories: S= senditerésistant, et I= intermédiaire, en se référant

aux normes CLSI (Clinical and Laborotory Standdndsitute).




Figure4 : 'antibiogramme d’une souché=dterobacter spproductrice de BLSE

Figure 5: 'antibiogramme d’une soucheklebsiella pneumoniaproductrice de BLSE




Figure 6 : I'antibiogramme d’une souch&slcherichia coliproductrice de BLSE




Abstract:

This study focused on strains of Enterobacteriage@elucing beta-
lactamases extended spectrum (ESBL) in the cenatabratory of
Microbiology of the University Hospital of Batnadiaboratory Grande
Clinic Mezdaouet Khenchela. These strains wereaisd| from various
samples (urine, blood, pus) has been the subjeatatdissic study with
enrichment steps, isolation and identification. $iains belonging to
four species were divided according to several mpatars (sampling,
age, sex, month and services). Klebsiella sppaaibst isolated (47%)
species, followed by Escherichia coli (28%). Thejanty of strains
were isolated from pus, in men, in patients agethlid nine years in
service burned in two and a half months of 2013 ESBL-producing
strains are usually hospital (75%) compared toraatestrains (25%).
The synergy between AMC records and C3G obtainedséweral
techniques (Double disc (Spanish test), reconmhaiand cloxacillin
disk test).

Keywords: B-lactamases, beta-lactamases extended spectrum,

Enterobacteriaceaesynergy test.
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Présenté pa: BOUZIANE Houda Date de soutenance01 -07- 2013

Béta- lactamases a spectre élargi : profil deta@se des souches
isolées et mise en évidence au laboratoire

Résumé :

Cette étude a porté sur des souches d’entérolecEnoductrice

de béta-lactamases a spectre élargi(BLSE) au lal@acentral de

Microbiologie du CHU de Batna et le laboratoire e Grande
Clinigue Mezdaouet de Khenchela. Ces souches éns@liges a part
de divers prélevements (Urines, Sang, Pus) quiaint 'objet d’'une
étude classique avec des étapes d’enrichisseméntblethent et

d’identification. 53 souches appartenant a quaspeees ont ét

réparties en fonction de plusieurs parametresgpeghents, age, sex

services et mois)Klebsiella sppest I'espéce la plus isolée (47%), s
d’Escherichia coli 28%). La majorité des souches ont été isolée
partir du pus, chez les hommes, chez les patiagés entre |
naissance jusgu’a 9 ans, au niveau de service(diestau cours de del
mois et demi de l'année 2013. Les souches pradastde BLSE sor
généralement hospitalieres (75%) par rapport awclss externe
(25%). La synergie entre deux disques d’AMC et Cd@enu pa
plusieurs techniques (Double disque (test espagramprochement d

disque et test cloxacilline).
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Mots-clés :B-lactamases, béta-lactamases a spectre élargiobatécries, test d
synergie

e

Lieu d’étude :

Laboratoire centrale de microbiologie du CHU dénaa

Laboratoire de Grande Clinique Mezdaouet.




