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Introduction

Introduction

La découverte des antibiotiques au débutX¥ie siecle a constitué une véritable
révolution pour le traitement des maladies inferdés d’origine bactérienne, Les antibiotiques
sont définis comme toute substance antibactérieforggine biologique, synthétique ou semi
synthétique(L avigne, 2007), capable d’inhiber sélectivement certaines voiésaboliques des
bactéries, sans exercer habituellement d'effetsques pour les organismes supérieurs
(Perronne, 1999).

Les antibiotiques peuvent étre classés en se basardifférents critéres tels que leurs
origines, leurs structures et leurs mécanismedidiacLesp-lactamines constituent une famille
majeure d'antibiotiques tres largement utiliséslanque. Ces molécules agissent en inhibant la
synthése de la paroi bactérienne par fixation aoxémes liant les pénicillines (PLP), enzymes
impliquées dans la synthése du peptidoglycane dbszbacilles a Gram négatif (BGN)
(Bradford, 2001).

Les BGN résistante aux antibiotiques expliquentltps soient les bactéries les plus
souvent impliquées en pathologie infectieuse huenaimtout en milieu hospitali€¥ er haegen,
2004).

Depuis plus de 20 ans, la résistance des entéésteactaux céphalosporines d&"3
génération (C3G) ne cesse de se renforcer notanpaeliacquisition dg-lactamases a spectre
étendu (BLSE). De nombreuses études relatent lgrggsion continue a I'échelle mondiale de

ce type de résistan¢€oque et al., 2008).

Les carbapénémes sont connues pour leur stabik@-vis de la plupart deg-
lactamases naturelles ou acquises. Cependantsisteasres recemment, a la description de plus

en plus fréquente de souches résistantes a cesutesl@rall et al., 2011).

L’émergence de la résistance aux carbapénemes’usstdes problemes les plus
importants posé par la résistance aux antibiotigaesl existe peu d’alternatives thérapeutiques
possiblegNordmann, 2010).

Plusieurs études ont été menées sur la résistamceargibiotiques dans le milieu
hospitalier, mais dans I'autre main il y a auclavail de ce genre est réalisé aux niveaux de la

Wilaya de Khenchela.




Introduction

De la, s'inscrit I'objectif de notre travail qustede déterminer la fréquence de résistance
aux céphalosporines de®™ génération et des résistances associées aux geingilieu

hospitalier dans la Wilaya de Khenchela.
Notre travail est divisé en 3 parties :

« Une T Partie, est consacrée a une synthése bibliograplsigr less-lactamines et
les BGN et leurs mécanismes de résistancepdagtamines, avant de définir plus
précisément les BLSE.

« La P™partie, décrit le matériel et méthodes pour I'gsaldétaillée de nos souches
cliniques isolées des patients hospitalisés aubérdifits services de I'hdpital de
KHENCHELA.

« Enfin, la 3™ partie, notre travail est réservé a la présemtaéib discussion de

'ensemble des résultats obtenus.
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|. Généralités sur leg-lactamines
1. Définition

Les bétdactamines constituent la famille d'antibiotiquasplus importante, aussi bi
par le nombre et la diversité des molécules uklessque par leurs indications en thérapeut
et en prophylaxie des infections bactériennes.eClaitge utiliseion est due a leur speci

d'action, leur faible toxicité et a leur efficac(Cavallo et al., 2004).

La base commune a toutes les -lactamines est le noyau azétidinone qui contie
structure carbonyle lactame laquelle est indisgglrgaour I'ativité des molécules. A partir ¢
cette structure, quatgroupes ont été développées par adjonction d'ule ¢ les pénicillines,
les céphalosporines, les carbapénémes, les moaatextet les inhibiteurs dp-lactamases
(Bryskier, 1999).

2. Structure

Les B-lactamines ont en commun une structure appeléadanp-lactame, qui est
formée de quatre membres : trois atomes de carbiome atome d’azote. Cet anneau cons

la portion responsable de I'activité de ces mokéx(Fisher et al., 2005)

La structure de base des pénicillines, I'aci-aminopénicillanique, est constituée d
cycle thiazolidine lié au cyclp-lactame (noyau « péname Par contre, les céphalosporines
distinguent chimiquement des pénicillines par lmpcement du cle thiazolidine par un
cycle dihydrothiazine (noyau « céphéme ») avec toma de soufre en position(Dbaibo,
2000) Leur noyau céphéme est beaucoup plus stableegueybu péname des pénicillines,
qui permet aux céphalosporines de mieux résistebalement a l'action diverse de3-

lactamases bactériennes.

NH
O

Figure N°01: Cycle [1-lactame(Bessard, 2004)
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3. Classification deg-lactamines

La famille deg3-lactamines est répartie en quatre principaux greugdes peénicillines

lescéphalosporines, les monobactames et les carbapér{€igure NO2) (Bryskier, 1999)

NH

Cycle p-lactame

COOH

Les pénames (pénicilline) Les céphéemes (céphalosporine

—N—SOH

0

Lespénemes (carbapénémes) Les monobactame

Figure N°02: Classification de [1-lactamines Cavallo et al., 2004)
3.1. Les pénamespgnicillines)

v’ Les pénicillines G(Benzylpénicillines) est la premiére pénicillinecdéverte par Fleming
Elle est produite paPenicillium notatum. Elle est active sur les cocci (a I'exception

staphylocoques dont la majoriproduit une pénicillinase), la plupart des bacilles a G
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positif, les anaérobies et les spirochetes. Eli@esevanche inactive sur la plupart des bacilles
a Gram négatif.

v Les pénicillines M sont la méticilline fut le presnidérivé de la pénicilline capable de
résister a la pénicillinase du staphylocoque. D&siimolécules sont également administrées
lors d’'infections a staphylocoque telles que I'aitme et la flucloxacilline.

v Les aminopénicillines sont des pénicillines a laspectre actives sur certains bacilles a
Gram négatif non producteurs de céphalosporinasSes, produits sont actifs sur certaines
entérobactéries et sont utilisés que dans lestiafecurinairegNauciel, 2000)

v’ Les carboxypénicillines et les uréidopénicillinestsactives suPseudomonas aeruginosa,
elles ont un spectre beaucoup plus étendu que detupénicillines A vers certains bacilles a
Gram négatif. Elles restent sensibles aux péma#les mais sont moins sensibles aux
céphalosporinases. La premiere molécule fut laéraciline, remplacée maintenant par la
ticarcilline (Cavallo et al., 2004)

3.2. Les céphémes (céphalosporines)

Les céphalosporines sont des antibiotiques tppmrt & la grande famille dgs
lactamines. La mise en évidence de cette famillétéainitiée en 1945 par le professeur
BROTZU (Gootz, 1990) Il a mis en évidence l'activité antibactérienne filtrat d’'un
champignon dénomme€&ephalosporium acremonium, isolé a partir d’eau de mer prélevée a
proximité d’'une décharge publique. Je$actamines sont toutes a large spectre et learént
réside surtout dans leur activité sur les bacél€&ram négatif.

Actuellement, il existe quatre générations dehedosporines classées selon leur date de

mise sur leur spectre d’activité :

*Premiere génération (C1G): Comme la céfalotine, céfaloridine, sont essentietiet
efficaces contre les bactéries pathogenes Grantifposmme Saphylococcus aureus et
Streptococcus pneumoniae et a quelques entérobactéries ne produisant pedpti@losporinases
inductibles commé. coli et Salmonella spp. Ce sont les moins stables vis-a-vis de 'hydmelys
par les béta-lactamas@smbert et al., 1991)

*Deuxiéme génération (C2G):Comme le céfamandole, céfoxitine, sont caracté&sipae une
meilleure résistance alp¢lactamases a large spectre et un spectre d'gutisnétendu au sein

des entérobactéries, avec des variations selandéxuleqLimbert et al., 1991)

*Troisieme génération (C3G): Telles que céfotaxime, ceftazidin{@arlier et Nordmann,

2000) se distinguent pas un accroissement importadéutespectre antibactérien et par leur

5
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stabilité a la plupart deg-lactamases comme les pénicillinases et les cépbaiimases
chromosomiques des entérobactéridseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii
(Cavallo et al., 2004)

*Quatrieme génération (C4G): Telles que céfépime, cefpirome, sont a large speetr
présentent un gain d’activité sur les cocci a Gparsitif, une activité suP. aeruginosa et une
meilleure résistance a I'hydrolyse par les céphlmideases hyperproduite@iardman et

Limbird, 1998). Elles sont une substitution possible aux céplpalises de troisieme

génération pour le traitement de germes résistants.
3.3. Les pénemes (carbapénemes)

Les carbapénémes se distinguent des pénicillifesa(ps) par la présence d'un atome de
carbone au lieu d'un souffre en position | et dlsison insaturée en C2-C3 (Figure N°02), ont
un trés large spectre antibactérien doublé d'uaedgr stabilité envers la quasi-totalité @es
lactamaseqWolff et al., 2009).

Quatre molécules sont actuellement commercediséimipénéme, le meropéneme,
I'ertapéneme et le doripénéme. Le spectre d'amiotiro contre les bactéries a Gram positif et
a Gram négatif, aérobies et anaérobies est pratiguieidentique pour les quatre molécules. La
différence la plus notable concerne l'ertapénénumt dlactivité surP. aeruginosa et A.

baumannii est trop limitée pour une utilisation cliniq(@rail et al., 2011).
3.4. Les monobactames

Ce dernier groupe a été individualisé en 1976.agn des monobactames est limité au
cycle p-lactame (Figure N°02). Les premiers monobactames éé isolés de substances
naturelles produites par certaines bactéries, ness produits récents sont entiérement
synthétiques. Le seul produit utilisé actuellemesit I'aztréonam. Une série de substitutions
latérales sur le noyau monobactame lui conferecseactéristiques originales. Une chaine
latérale aminothiazolyl lui confere une tres bomwcévité contre les bactéries a Gram négatif
aérobies et plus particulierement contre les ebhaat@ries pour lesquelles il possede une
activité comparable a celle des céphalosporinesailieme génération en raison de sa bonne
stabilité vis-a-vis de$-lactamases. Son activité s’étendPaaeruginosa. Il n’a en revanche

aucune activité sur les bacilles a Gram positiégetanaérobie@etitjean, 1988)
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3.5. Les inhibiteurs def-lactamases

lls existent également les inhibiteurs defactamases possedent une faible activité
antibactérienne intrinséque. En se liant de maniéeersible a Ig-lactamase, ils permettent
I'activité de lap-lactamine a laquelle ils sont associés. Il enltéswne action synergique et une
augmentation de l'activité de lactamine. Actuellement, sont disponibles les essions
suivantes:
-Amoxicilline-acide clavulanique (AugmentifAndre et al., 1998)
-Pipéracilline-tazobactame (Tazocilline)

-Ticarcilline-acide clavulanique (Claventin)

En plus de son effet inhibiteur irréversible $es p-lactamases, le sulbactam a une
activité antibiotique intrinséque sur quelques gggmmais il est toujours utilisé en association

avec les antibiotiques détruits par fielactamasegAllain, 2008).
4. Mode d’action deg-lactamines

Les B-lactamines, analogues structuraux de la terminaseptidyl-D-alanyl-D-alanine
du peptidoglycane, ont pour fonction d'interagirr@awn groupe de protéines, les PLPs,
également appelées protéines de fixation de laciiéwe (PBP, pour Penicillin Binding
Protein), des enzymes responsables de la synthéskl eemodelage du peptidoglycane
(Ghuysen, 1991 ; Nanninga, 1991)

L'inhibition de ces transpeptidases, impliquégss I'étape finale de la biosynthése de la
paroi cellulaire, le cyclg-lactame se lie de maniére covalente et irréversilol site actif de
'enzyme provoquant son inactivation. Il entrain@eeuinterruption de la synthese du
peptidoglycane et une production subséquente dieezyautolytiques entrainant la mort
cellulaire (Stratton, 2000) Le peptidoglycane est un constituant majeur deal@i cellulaire
présent chez toutes les bactéries. Il forme unatésgdimensionnel autour de la cellule et la
protége de sa propre pression osmotique, et exttexisa la croissance et a la division cellulaire
(Matagneet al., 1998)

Il s’agit d’'un polymére formé de chaines linéaicomposées de répétitions alternatives
d'un disaccharide contenant le N-acétylglucosam(iNAG) et I'acide N-acétylmuramique
(NAM). Le dernier sucre de ce disaccharide se teentoujours par deux résidus D-alanine.
L’assemblage final des ces unités, la transpejidlaést un processus catalysé par les PBP se
terminant par le clivage du résidu D-alanine teah{ivilke et al., 2005)
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Il. Les bacilles a Gram négatif

Les bacilles a Gram négatif constituent une laagégorie de micro-organismes qui sont
incapables de retenir une coloration de cristaletien raison de la structure distincte de leur
paroi cellulaire. Parmi ceux-ci, les entérobactde méme que les bactéries non-fermentaires
forment deux groupes largement responsables deeptasmaladies infectieuses. Les bactéries
regroupées dans la famille dEsterobacteriaceaese retrouvent principalement dans le sol,
I'eau, et certaines (incluaf@itrobacter sp, Enterobacter sp Escherichia coli Klebsiella sp,
Proteus sp et Serratia marcescefssont des constituants naturels de la flore imalt de
I’'homme. Ces micro-organismes sont d'importanthggénes en milieux hospitaligilsaurent
et al., 2008 ; Piednoiret al., 2011)et communautairg@rslan et al., 2005 ; Chonget al., 2011
; Songaet al., 2011) Ces derniers se propagent facilement entre hunpainle biais des mains,
de 'eau et de la nourriture contaminée de mémedgusources environnementa{®sh-niaid,
2012)

Les principales bactéries a Gram neégatif causastirdections sonEscherichia coliet
Klebsiella pneumoniaeparmi les entérobactéries ainsi qirseudomonas aeruginosat
Acinetobacter baumanniiparmi les bactéries non-fermentaires. Les diff&remtgents
antimicrobiens développés avec le temps représedésnoutils thérapeutiques de choix pour le
contréle des infections causées par ces micro-mges. Malheureusement, l'incidence de la
résistance aux antibiotiques chez les bactériermen@égatif a augmenté a un rythme alarmant
au niveau mondial au cours des 20 derniéres arf@aeton et al., 2012 ; El Salabiet al., 2013
; Nordmann et al., 2011 ; Woodfordet al., 2011)

1. Les entérobactéries

7 DL

Les entérobactéries constituent une famille hé&regdes bactéries Gram-négatif qui
sont fréquemment impliquée dans les infections linesa Elles se compose d’environ 30 genres
de bactéries et de plus de 100 especes, mobileslipaure péritriche ou immobilg@vril et al.,
2000) Les germes de cette famille sont en majorité quthes du tube digestif humain et
d'autres sont des colonisateurs normaux de cedigestif Escherichia coli, Enterobacter spp,
Klebsiella spp, bien qu’ils soient également présents dans ifenmement. Dans le cadre de
notre étude, les entérobactéries incriminées $oncoli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter

aeroganes.
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1.1.Escherichia coli
1.1.1. Historique et Taxonomi

C’est en 1885 que la bactéEscherichia coliest décrite pour la premiere fois dans
selles de nourrissons, par I'Allemand Theodor EScheToutefois, er1904 isolement de cet
méme bactérie dans un cas d’infection urineget son nom actuel lui est donné en 1919
Castellani et ChambergGrimont, 1987). Le genreEscherichiaappartient a la famille de
Enterobacteriaceaequi doit son nom a leur isolement fréquent dietdigestif et/ou des fec
des mammifere¢Greatorex et Thorne, 1994) Les genres constituant cette famille sont
bacilles a Gram négatif, aéemaérobies facultatifs qui peuvent fermenter |éstgs et qui n
possedent pas d’oxydades Minor et al., 1990)

1.1.2. Définition et caractéristique

Escherichia coliC’est un Bacille a Gram négatif, assez grar-1.5 x 2—6um), aéro-
anaeérobie facultatif, oxydase négatif, nitrate fost qui fermente le glucos(Farmer et al.,
2007) Les principaux caractéres distinctsE. coli vis a vis les au&s entérobactéries sont:
fermentation du lactose, la production d'\3-galactosidase, la production d’indole a partir
tryptophane, I'absence d’'uréase et I'absence ®atibn du citrate (Simmons) comme soL
d’énergie et de carbonse sont des bacilles a 70% mobiles, asporulés,5dgr de long X 0,

large .

10 um
() (b)
Figure N°03 Observation microscopiqud'Escherichia. col{a) coloration Gram

(b) micrographe électroniqgué&aiser, 1998)
1.1.3. Habitat

On trouveEscherichia colen abondance dans la flore commensale, en pagticdns le
tube digestif. Par ailleurs, elle est trés répondaes I'environnement : eau, sols, et dans
aliments(Baraduc et al., 2000.
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Escherichiacoli est considéré comme un héte normal de la miceflmctérienne du
tractus digestif de ’'homme ainsi que de celle dmbreux animaux a sang chaud. Il représente
pres de 80% de la microflore aérofi&hebru, 1988)

1.1.4. Pouvoire pathogéne

Chez 'hnomme, la colonisation p#t. coli est précoce, et peut étre responsable d’'un
nombre varié de pathologie. Toutefois, trois tygesyndromes majeurs résultent de I'infection
par de soucheg. coli pathogénes : infections urinaires (impliqué dans¥8@les infections
urinaires), les infections digestives (diarrhéasedtions hépatobiliaires et autres), et les

méningites néonatales et septicénfizaireguy, 2009).
1.2 Klebsiella pneumoniae
1.2.1. Taxonomie

Le genreKlebsiellaa été nommé par Trevisan en 1887 pour honorer Kihgn, un
microbiologiste Allemand du £9¢° siecle. L’espéce type egllebsiella pneumonigeconnue
autre fois sous le nom de pneumobacille de FrieidlanCe dernier avait décrit cette bactérie
dans les poumons d'un patient décédé d'une pnew@m@mneney et al., 2000) Le genre
Klebsiella appartient a la famille deEnterbacteriaceael’'ordre Enterobacteriales)a classe
Gamma-proteobacieride phylumProteobacteriaget le domaine deBacteria(Brenner et al.,
2005)

La position taxonomique du genféebsiellaest discutée car de nouvelles especes ont été
incluses dans ce genre sur des arguments phénaggpsans réévaluation globale de la position
taxonomique du genre parmi les entérobactériedesnidifferences d’especes entre gllegney
et al., 2007)

1.2.2. Biotope

K. pneumoniae subsp. pneumonest une espece isolée dans l'environnement a partir
d'échantillons de sol, d'eaux de surface, d'eagrsjde végétaukumar et al., 2011), et de
muqueuses des mammiferes, en particulier de lee flécale (Bagley, 1985; Brisse et
Duijkeren, 2005) Chez I'nomme, cette espeéce végete sur la peaumuesieuses, les voies
respiratoires supérieures et elle est isolée dessiez 30 % des individus. Pour ce qui est des
infections nosocomiales, le tube digestif des p&idospitalisés et les mains du personnel sont
les deux sources principale@Haverkorn et Michel, 1979) Les deux sous-especes

10
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K. pneumoniae subsp. ozaerad. pneumoniae subsp. rhinoscleromatisnt été isolées qu'en
situation pathogene de l'arbre respiratoire derithe( Drancourt et al., 2001)

1.2.3. Caracteres bactériologiques
1.2.3.1. Caracteres morphologiques

LesKlebsiellasont des bacilles a Gram négatif de % sur 3um environ, a extrémités
arrondies, se présentant de maniére isolée, groampédiplobacilles ou en courtes chainettes
souvent enrobés dans la méme capsule. Cette lgaséédistingue par son immobilité constante,
elle est asporogene, capsulée mais cette derngdreétre absente chez 5% des souches
Minor et Véron, 1989).

1.2.3.2. Caracteres culturaux

K.pneumoniaese développe en aéro-anaéerobiose. Sur les miliagsigues d'isolement
pour entérobactéries ( Drigalski, Hektoen, Mac Gyfkaprés une incubation de 18 a 24 h a 30
ou a 37 °C, les colonies sont d'un diamétre de43nam, lisses, lactose positives, bombées,
brillantes, muqueuse@.e Minor et Véron, 1989; Freneyet al., 2000) En milieu liquide
(bouillon nutritif, eau peptonée), la culture empide (quelques heures) a 30° et 37 °C gaur
pneumoniaevec parfois dépét muqueux et collerette visquemssurface. A la différence des
autres espéces ddebsiella, plus de 90% des souches ilepneumoniaeroissent a 44 °C en
bouillon lactosé bilié vert brillant et plus de 8@ fermentant le lactose avec production de gaz
(Le Minor et Véron, 1989)

1.2.3.3. Caracteres biochimiques

K. pneumoniagrésente les caracteres généraux des entérobacwxiglase négative,
catalase positiveLe Minor et Véron, 1989) L'identification phénotypique du genkdebsiella

repose essentiellement sur Les caracteres bioamwmidifférentiels illustrés dans le tableau N° I.

11
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Tableau N° | : Caracteres biochimiques d’identification des espeda genreKlebsiella
(Freneyet al., 2007)

Test K. pneumonia K. oxytoca
K. pneumoniae | K.  pneumoniae | K. pneumoniae
subsp.ozaenae | subsp.pneumoniae | subsp.rhinoscleromatis

Indole - - - +

ODC - - - -

LDC Vv + - +

VP - + - +

V: variable.

1.2.3.4. Caracteres antigéniques

K. pneumoniaeposséde des antigenes communs avec ceux portésepaautres

entérobactéries excepté I'antigéne flagellaireadude son immobilité :

*Antigénes « O » somatiques : la recherche deg@amtis « O » présente peu d’intérét pratique,
en raison de la difficulté de leur déterminatiom paite du caractére thermostable des antigenes

capsulaires

*Antigénes « K » capsulaires : au moins 77 antigétent été décrites ché& pneumoniaeKl
a K72, K74, K79 a K82. Les souches les plus sougattiogénes pour I'homme et les animaux

appartiennent aux types capsulaires 1 et 2, ptesent 3 et 4.

*Antigene d’adhérence : appelé fimbriae, de natpretéique, porté par des pili communs
(Freneyet al., 2000; Le Minor et Véron, 1989)

1.2.4. Pouvoir pathogene

K. pneumoniae subsp. pneumoniast un pathogene opportuniste responsable
d'infections communautaires et d'infections nosaates. Parmi les infections communautaires,
K. pneumoniaeest responsable d'infections broncho-pulmonaireduamt les pneumonies
lobaires nécrosantes, les abces pulmonaires, éegsésies purulentg€arpenter, 1990)Cette
espece est également responsable d'infectionsabtteminales et est isolée de mal perforant
plantaire. K. pneumoniae subsp. pneumoniegt surtout actuellement un agent d'infections
nosocomialegPodschun et Ullmann, 1998)responsable d'infections urinaires sur sonde, de
bactériémies(Garcia et al., 1985) de pneumonies, d'infections de sites opératoaes

12
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d'infections néonatale&. pneumoniae subsp. ozaerest responsable d'une rhinite chronique
atrophique décrite sous le nom d'ozéne. Cettetinfese manifeste par une ulcération chronique
de la muqueuse nasale pouvant aboutir a une peofordu cartilage nasal, accompagnée de

décharges nasales purulentes et nauséab@fe®y et al., 2007)

K. pneumonia@®ccupe une place importante dans la pathologietieiese du nouveau-
né. En effet, les infections nosocomialds. neumoniaelans les services de néonatologie sont
fréquentes, notamment dans les unités de soinssifdeet chez les prématur@ennet et al.,
1985)

1.3 Enterobacter aerogenes

1.3.1. Classification

hY

Enterobacter aerogenesppartient au genreEnterobacter et a la famille des
Enterobacteriacead.e genreEnterobacteifait partie du groupe KE&Klebsiella, Enterobacter,
Serratia), qui est d’'une importance considérable en clinigospitaliere. Considéré comme
habituellement commensal non pathogene pour 'hondmenos jours, il est agent responsable
d’infections nosocomiales et I'emploi intensif degibiotiques a entrainé la sélection de souches
multirésistantegAvril et al., 2000; Monnet et Richard, 1995)

La classification du gentfenterobacteml été I'objet de nombreux remanieme@tsril et
al., 2000). Actuellement, le genr&nterobactercomprend 14 espéecéBornet et al., 2000)
E.cloacae, E.aerogenes, E.gergoviae, E.pyrinus,stitidaae, E.hormaechei, E.dissolvens,
E.nimipressuralis, E.sakazakii, E.Taylorae, E.agemus Biogroupe 1, E.aminigenus Biogroupe
2, E.intermediunet E.kobei (Avril et Domino, 1999; Carlier et al., 2000) Les espéces les plus
fréqguemment rencontrées en milieu hospitalier &ntloacaequi représente I'espéce type du

genreEnterobacteret E.aerogeneg¢ Sanders et Sanders, 1997)
1.3.2. Habitat

Enterobacter aerogenesst une bactérie ubiquiste, retrouvée sur les gdagit dans le sol,
I'eau et le tube digestif de ’'homme et des animdiaxi le nom d’entérobactéri&lle constitue
en effet, une part prépondérante de la flore imast de 'homme mais relativement peu
rencontrée dans d’autres sites du corps; comm&aqeau et dans les muqueugdibbert et
al., 1995).

13
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1.3.3. Caracteres Bacteriologiques
1.3.3.1. Caracteres morphologiques

E.aerogenegst un bacille & Gram négatif, de taille varialdeOgb a 1 um de large et de
1,2 a 3 um de longueur, asporulé, capsulé (entdurée fine capsule), mobile, pourvu d’'une
cilliature péritriche ce qui le différencie d€ebsiella pneumonia@spéce taxonomiguement
proche dE.aerogenes(Hibbert et al., 1995; Le Minor et al., 1990)

1.3.3.2. Caracteres culturaux

Enterobacter aerogenese développe en aéro-anaérobiose sur des miliglimaines a
base d’extrait de viande sans addition de NaCl'aitces suppléments. Peut croitre dans un
milieu minéral contenant comme seule source deocaru métahydroxybenzodtee Minor et
al., 1990) Sur milieux classiques d’isolement pour entértérées (Hektoen, Mac Conkey,
Luria Bertani, ...), les colonies B.aerogenesont lactose (+) ou (-), bombées, Iégérement
muqueuses, d’'un diamétre de 2 a 3 mm a bord régetiel8 a 24 heures a 37 °C. En milieu

liquide, la culture est trouble et homogene au leut8 a 24 heures a 37¢(K@armonier, 2000).
1.3.4. Caracteres biochimiques

Enterobacter aerogenepeut étre définie comme une entérobactérie, cata(as$,
oxydase (-), gélatinase (ylarmonier, 2000; Le Minor et al., 1990).

Tableau N°ll: Caracteres biochimiques permettant la différermmaties deux especes du genre

Enterobactetes plus fréquemment rencontrées en Clinifgeuzaet al., 1985)

Tests E.aerogenes E.cloacae
VP + +
Ornithine décarboxylase + +
Lysine décarboxylase + -
Uréase - +
Arginine dihydrolase - +
Fermentation de :
e Glucose + (+)
« Adonitol + ()
e D- Sorbitol + +
« Raffinose + +
« D- arabitol + -
e Inositol + ()
+ : réaction positive - . réaction négative
(+) : réaction généralement positive : (Qaction généralement négative
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1.3.5. Caracteres antigéniques

Enterobacter aerogengsmssede des antigénes communs avec ceux portésspartres

entérobactéries ou ceux d’autres bacilles a Gragatiié

-L’antigene somatique O : antigene de paroi compubgé lipide A commun et toxique, d’'une
partie polyosidique commune a toutes les entéréhast(le core) sauf de rares mutants et d’'une
partie polyosidique apportant la spécificité desnfes smith (S). Les réactions d’agglutination se
produisent lentement, sont constituées d’aggluimganulaires, difficilement dissociables par
agitation(Le Minor et al., 1990)

- L'antigene flagéllaire H : mobileEnterobacter aerogenegossede un antigene flagéllaire
polypeptidique et souvent diphasique (deux gendfereints codent pour deux types de
flagéllines mais leur contr6le génétique fait qlexpression du géne est pour un individu
unique: dans la lecture, les deux types peuvenahitdr). Les réactions d’agglutination se
produisent rapidement, sont constituées d’aggltgifl@aconneux, facilement dissociables par
agitation(Penaet al., 1993)

- L'antigéne capsullaire KEnterobacter aerogengsosséde des antigenes capsulaires de nature
polyosidique, apparentés a ceuxkdebsiella pneumoniaée Minor et al., 1990)

2. Les bactéries a Gram negative non fermentaire
2.1.Pseudomonas aeruginosa
2.1.1. Definition

Pseudomonas aerugingsautrement connu sous le nom de bacille pyocyanioacille
du pus bleu ou pyo, est ubacterie a Gram-négatiiu genrePseudomonasLes bacilles sont
fins, droits et trés mobiles grace a un flagelljpe : ciliature monotriche, dépourvus de spores
et de capsules. lls apparaissent la plupart dudesgiés ou en diplobacilles. Elle peut, dans
certaines conditions, étre pathogéne. Trés résistalie est de plus en plus souvent responsable
d'infections nosocomiales. C'est I'une des bastédei® plus difficiles a traiter cliniquement. Le
taux de mortalité atteint 50 % chez les patientsénables Leur classification en genres et
especes a l'intérieur de la famille d@seudomonadaceaelongtemps reposée sur des caracteres

phénotypiques simples d’orientati@artin, 2007).
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2.1.2. Morphologie

Les souches de cette espéce sont constituées ilesbde 0,5 a 0,ium de diamétre sur
1,5 a 3,0um de longueur, se présentant de maniere isoléeraup@s par deux ou en cour
chaines, mobiles grace a une ciliature monotrichelues rares cellules portent cepen

\

plusieurs flagelles polairefftuzéby, 2005
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Figure N°04: Pseudomonas aeruginc (a) coloration de Gram (x100Q)p) colonies sur gélose
ordinaire(Salton et Kim, 1996).

2.1.3 Metabolisme et culture

P. aeruginosaposséde une versatilité nutritionnelle remarquaddavant utiliser un
variété de sucres simples et complexes, d’'alcobldazides aminés comme seule source
carboneElle est capable de se multiplier a l'intérieur d’'urgluspectre de température allan
4 a 45°C. La température optimale de croissancsitse entre 3(a 37°C (Potvin, 2007).
Pseudomonas aeruginoseest pas capable de fermenter les sucres maislgeitaquer (le

glucose en particulier) par voie oxydative, entatrune acidification du milie
2.1.4 Caractéres biochimiques cidentification

Le bacille pyocyanique possede toujours une cytmokroxydase et peut se dévelog
sur milieu sélectifau cetrimide, il métabolise les sucres uniquement ypie oxydative, i
produit une arginine dihydrolase, une gélatinagesi aju'unenitrate réductas(Cavallo et al.,
1998)

On peut noter également la production d'un voikegile visqueux et peu épaa la
surface des milieux liquides avec une odeur araatcaractéristique (odeur de seril (Jean,
2004).
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2.1.5. Pathologie

Pseudomonas aeruginosause principalement des infections opportunistiéss que les
infections pulmonaires chez les patients immunddé@s (patients atteints de leucémie, SIDA,
cancer) les grands brilés ou ayant inhalé dedtaud lors d’un incendie. En milieu hospitalier,
Pseudomonas aeruginospeut également induire des infections postopé@esioiou des

bactériémies dont le pronostic est sé\({&eassignol, 2007).
2.2.Acinetobacter baumannii
2.2.1. Classification et nomenclature

L'histoire du genréAcinetobacterdébute au début du XXeme siecle avec la description
par un microbiologiste néerlandais Martinus Wili@gigerinck d'un microorganisme dénommé
Micrococcus calcoaceticusolé a partir de préléevement de sol. C'est en 1%l Brisou et
Prévost proposent la désignation du geéxuimetobactedu grecakinetos dncapable de bouger
»). Une avancée majeure dans l'histoire du gAoneetobactela été réalisée en 1986 grace aux
techniques d'hybridation ADN/ADN de Bouvet et Grimh@ui sont parvenus a distinguer 12
espéeces génomiques ou genomic species. A ce3bespeces bactériennd¥\cinetobacteont
été décrites, dont 26 espéces nommées et neufessgénomiquegCamp et al., 2010 ;
Howard et al., 2012).

Certaines étant clairement dénommées commaAcinetobacter calcoaceticus,
Acinetobacter haemolyticus, Acinetobacter johnsohginetobacter junii, Acinetobacier iwoffli
et Acinetobacter haumannijjui représente I'espéd®cinetobacterde la plus grande importance
clinique. Le genreAcinetobacterest actuellement défini comme appartenant &maille des
Moraxellaceaequi regroupe les genrddoraxella, Acinetobacteet P.sychrobactefBergogne-

Bérézin et Towner, 1996).
2.2.2. Morphologie

Les bactéries du genrAcinetobactersont des gamma-protéobactéries, bacilles ou
coccobacilles a Gram négatif, aérobies strictegdase négatives, catalase positives, immobiles
et non-fermentantgJans et al., 2004) Elles ne produisent pas de spores et apparaissent
microscope sous la forme de courts bacilles ouateiden phase stationnaire). Leur contenu
ADN en G+C est compris entre 39 et 4{Peleget al., 2008)
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Figure N°05: Acinetobacter baumani sous microscope éléctronig(Arduino et al., 2004)
2.2.3. Habitat

A. baumanniiest une bactérie omniprésente dans la nature (salss, animaux) ¢
commensal chez 'hnomme en bonne santé de facosittia® a une faible densité sur la p
chaude et humide daisselle, l'aine, la gorge entre les orteils, m@snes et du tractus intestin
mais- sans causer généralement d'infectiA. baumanniine se trouve que rarement dan:
cadre de la microflore cutanée normale, selon tudeéseulement 3% (ou pl de la population
sont colonisés par la bactér(Jaggi et al., 2012; Howard et al., 2012). Cette bactérie a
également été isolée de la téte et les poux disdarmaine(Kempf et al., 2012).

2.2.4. Caracteres biochimiques d’identificatio

Ce sont des bactéries aérobies stricts, catalasexydase-), prototrophes(Avril et al.,
2000) lIs ne réduisent généralement pas les nitratestetes en milieu complexe. L'oxydatic
du glucose et d'autres sucres en acide gluconigsalte de | présence d'une gluco
déshydrogénase membranaire. Une réponse négativebesnue pour les tests LDC, OC
ADH, production d'hydrogéne sulfuré, indole, I-galactosidase et DNase. Une réponse var
est obtenue pour I'hydrolyse degélatine cultiver a 44°QGillespie et Hawkey, 200¢.

2.2.5. Epidémiologie et pouvoire pathogel

Depuis quelques années, ce germe est considéré eeamnpathogene opportuni
responsable d'un taux croissant d'infections non@ies séveres comme les pneumopathie:
il est responsable de 7,8 a 23% de la mortalit@opaumonie acquise dans les hépitat 10 a
43% en unités de soins intens(Ramoul et al., 2013).De plus, les bactériémies, les infectic
de l'appareil urinaire et les méningites secondgA. baumannipeut également provoquer ¢

infections de la peau et des tissus mous, notammemtiveau des plaies chez les blessé
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guerre, ou un grand nombre de militaire rapatriédadguerre en Iraq et en Afghanistan sont
infectés dA. baumannii(Camp et al., 2010).

Cette bactérie adhere facilement non seulementsasddaces biologiques mais aussi
abiotiques, sur laquelle il est capable de formes Hiofilms ce qui facilite le processus de
colonisation du matériel prothétigg@ordon et Wareham, 2010)dont la manifestation la plus
frappanted'A.baumanniiest I'apparition endémique et épidémique des sguchdtirésistantes
dans les hopitau¢Dijkshoorn et al., 2007).

La gravité et I'évolution souvent fatale de cedtibns sont dues a la conjonction d'un
terrain immunodéprimé et a une bactérie ayant apadaité d'acquérir et d'accumuler les facteurs

de résistance a de nombreux antibiotiqi@&@amarellou et al., 2008).
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[ll. Mécanismes de la résistance des BGN ay¢lactamines
1. Mécanismes de la résistance bactérienne naturellepap-lactamines
1.1. Résistance des Enterobacteries agxdactamines

La résistance aux antibiotiques peut étre natumell@cquise. La résistance naturelle est
exprimée par toutes les souches d’'une espéce efugpport génétique est le chromosome. La
résistance acquise n’est présente en revanchehguzecertaines souches au sein d’'une espéce
donnégPloy et al.,2005).

Les entérobactéries sont soit naturellement sessillux p-lactamines (exemple:
Escherichia col, soit elles sont naturellement résistantes (exemlps Klebsiella spsont
toujours résistantes a I'ampicilline), soit elled ane résistance acqui@éora et Auckenthaler,
2009) La résistance naturelle ou intrinséque a un emidfue est commune a toutes les bactéries
d’'une méme espece. Elle est due a la présenceades ghromosomiques communs a toutes les
bactéries d’'une méme espece et transmise a landkzsume. La résistance naturelle détermine les
phénotypes « Sauvages » des especes bactériesr@wisiles antibiotiqueéMayer et al,
2000)

Chez les entérobactéries, la plupart des especeduipent naturellement de-
lactamases chromosomiques soit de class&l@bsgiella spp. Citrobacter koseri Escherichia
hermanii..), soit de classe CEécherichia coli, Citrobacter freundii, Serratia ncascens..,)
voire les deux types d’enzyme¥esinia enterocolitica (Livermore, 1995) L’expression
phénotypique de ces enzymes peut-étre constitativenductible par le$-lactamines élles
mémes. On constate un phénotype de résistancendgllpése de bas niveau inclut les espéces
possédant une pénicillinase chromosomique coriggt(#ogheib et Dupont, 2005)exprimée a
bas niveau cheX. pneumoniagK. oxytoca Citrobacter koseri Raoultella planticola R.
ornithinolytica, R. terrigena Escherichia hermaniiC. gillenii, qui est caractérisé par une

résistance aux aminopénicillines et aux carboxygkines.

Les especesE. coli et Shigella possédent un géneampC codant pour une
céphalosporinase de la classe C d’Ambler donctadges aux inhibiteurs. Elle est exprimée de
maniere constitutive a trés bas niveau, avec unsilsbté a toutes leg-lactamines testées ou
une sensibilité intermédiaire aux céphalosporines pgkremiere génération et/ou aux
aminopénicillines avec et sans inhibiteurs. De®esp d’entérobactéries, comme par exemple
Proteus vulgaris P. penneri possédent une céfuroximase inductible. D’autres ntem

Enterobacter cloacae, E. aerogenes, E. asburiagat@ marcescens, C. freundii, C. braakii, C.
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youngae, Morganella morganii, Providencia rettgeR, stuartii, Hafnia alveiet Pantoea
agglomeranspossedent une céphalosporinase inductible, leufé@m une résistance aux
aminopénicillines, aux céphalosporines de premigémération et a l'action de I'acide
clavulaniqugRobin et al, 2012)

1.2. Résistance deBseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosposseéde une reésistance naturelle a un grand nombre
d’antibiotiques en raison de la production d'yirRkactamase chromosomique inductible de classe
C. Cette enzyme n’est pas inhibee par le clavudar@ette résistance naturelle est due a une
membrane externe faiblement perméable, ce quioliece une résistance naturelle a de
nombreux antibiotiques, dont la plupart des bétafames hydrophileset en fin
I'existence des systemes d’efflux sont souventaesplexes protéiques ternaires avec
une pompe transmembranaire, une protéine périplagnde jonction et une porine de la
membrane externe. La pompe la plus fréquemmentontrée chezPseudomonas
aeruginosaest de type MexAB-OPrNCattoir, 2004).

Pseudomonas aeruginogsat donc naturellement résistante aux aminopénis)
benzylpénicilline, C1G, C2G, et certains C3G commé&efotaxime et le moxalactam
(Vedel, 2005),P. aeruginosaest naturellement sensible aux carboxypénicillicespme
la ticarcilline et la carbénicilline, aux uréidopé&hines, comme la pipéracilline, a
certaines céphalosporines (cefsulodine, céfopeeeboeftazidime), aux monobactames,
comme l'aztréonam, et aux carbapénemes, commepBmnéme et le méropéneme
(Poirel, 2006).

Toutefois, son role dans la résistance naturella éectérie aug-lactamines reste assez
marginal compte tenu de sa faible activité et de §mectre restreinPseudomonas aeruginosa
est capable de produire pas moins de douze syst@ef@isix actif différents appartenant a la
famille RND (Resistance Nodulation cell Division)outefois, seuls deux de ces systemes
appelés Mex (Multiple efflux) contribuent réellemiénla résistance naturelle aux antibiotiques
(Poole, 2005)
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1.3 .Résistance deAcinetobacter baumannii

A. baumanniiest naturellement résistant a de nombreux aniijoies(Naaset al, 2008)
tels que les aminopénicillines, les céphalospordepremiere et de deuxieme génération ainsi
que l'ertapénéme. Deux R-lactamases participena aésistance naturelle Aebaumannii
AmpC, une céphalosporinase non inductible expriraédas niveau et une oxacillinase
représentée par les variants de OXA-51/69.

Actuellement, la surproduction de AmpC constitugtiecipal mécanisme de résistance
aux R-lactamines rencontré chez les isolats claggdtbaumanniiest également capable
d'acquérir d'autres R-lactamases appartenant assed A [[3-lactamases a spectre étendu,
(BLSE)], B (métallo-carbapénemases) et D (oxaci8es) de Ambler, portées le plus souvent

par des intégrons de classéNhaset al.,2006).

La résistance dA. baumanniaux carbapénemes (tels que l'imipénéme) est Is plu
souvent associée a la production de carbapénénasgpe oxacillinase (OXA-23, OXA-24/40
et OXA-58), plus rarement de métafidactamases (VIM, IMP et NDM) ou encore de BLSE

possédant une activité carbapénentiisaset al, 2009
2. Résistance acquise

Les bactéries peuvent développer une résistanneaatibiotique préalablement sensible,
ce qui impligue des changements geénétiques. Céfiestance est souvent instable. Ces
changements peuvent étre de deux types: soit utetioruspontanée, soit I'acquisition de genes
par un autre micro-organisni®ylvie-Carle, 2009) Le principal mécanisme de résistance acquis
aux B-lactamines chez les bacilles a Gram négatif eptdduction de$-lactamasegcavallo et
al., 2004).

2.1. Mécanismes non enzymatiques
2. 1.1. Modification des protéines liant la pénidine

C’est un mécanisme de résistance acquis tres larmgerdpandu chez les bactéries a
Gram positif(Maiti et al., 2006) Chez les entérobactéries, des soucheBrdeeus mirabilis
résistantes a l'imipénéme ont été observées suit@eaperte d’affinité de la PLP2 et une
diminution de la quantité de la PLP@Raure, 2009) Chez IAcinetobacter baumanniie role de
la perte ou de la diminution d’expression d’'une Pdjpelée PLP2 dans la résistance aux
carbapénemes a été suggéré par une étude qui itepasdianalyse des profils PLP d’une

collection de souches résistantes a I'imipén@pagrel et Nordmann, 2008)
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2. 1.2.Imperméabilité de la membrane extern

Chez les bactéries a Gram négatif, la pénétraties B-lactamines, molecule
hydrophiles, a travers la membrane externe cosgstitle phospholipides s’effectue a travers
porines. La sensibilité awp-lactamines dépend du nombre des porines fonctiles.
L’altération des porines par mutation est a I'ora@gide resistances acquises B-lactamines,
soit par une modification structurale d’'une desineEw essentielles, ce qui a été décrit cE.
coli, soit par une diminution quantitative des poringui est la situation la plus fréquer
(Cavallo et al., 2004) La résistance dK. pneumoniaepar I'imperméabilité est due a d
mutations ponctuelles, délétions et I'insertion tgslans les génes qui codent pour ces po
OmpK35, OmpK36 et OmpK3(Skopkova-Zarnayovaet al, 2005)

\ porine
. : ' mb externe
T peptidoglycane
*: espace périplasmique
AN L'.
. rpLPs mb plasmique

cytoplasme

@ g-lactamine = analogue structural

P cu dipeptide D-Ala-D-Ala

PLPs = protéines liant les peénicillines

Figure N°06: Mécanisme d’action dep-lactaminegVerdet, 2007.

La résistance deéseudomonas aeruginoa I'imipenéme est due dans la plus part des
a la perte d'une porine nommée (oprD2) propre aarbapénemes, ce mécanisme
relativement fréquent, touchant de-20 % des souches en Frarid@rdmann, 2003; Grall et
al., 2011) La resistance ne s’exme a haut niveau que si la perte de cette porifi
accompagnée d’'une hyperproduction de la céphalvssar chromosomiqu(Lahlou et al.,
2008).

Chez A. baumanniiJa perte d’'une porine d’environ 22 kDa a été ratgmpar plusieur
équipes comme vraistlablement impliquée dans la résistance aux cartzape (Nordmann,
2010).
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2.1. 3. Systéme d’efflux

Les bactéries peuvent résister aux antibiotiquesegaortations actives grace a des
transporteurs membranaires appelés pompes d’effles, pompes d'efflux peuvent étre des
transporteurs drogues-spécifigues et conférent ndséstance vis-a-vis d'une seule classe
d’antibiotiques (comme les pompes d’efflux desayclines). Cependant la plupart de ces
transporteurs peuvent prendre en charge des compesstructure tres différente et contribuer
ainsi de maniére significative a la multirésistafdlbR pour multidrug resistance(Cattoir,
2004).

Les systemes d'efflux ont été décrits pour la pegmifois chez les bactéries a Gram
négatif commekE. coli et P. aeruginosgLi etal., 2000 ; Hocquetet al., 2004) ce systeme est
généralement un complexe protéique avec une pormg@sniembranaire, une proteine
périplasmique de jonction et une porine de la mambrexternéFaure, 2009) ChezE. coli,
différents systémes d’efflux contenant des pompdb Rnt été décrits dont AcrAB-TolC est le

mieux caractérisKumar et Schweizer, 2005)

La résistance dP. aeruginosaaux antibiotiques peut aussi résulter d’'une augatiemt

de I'efflux actif, de complexe MexA—MexB—OprM induine résistance ou une diminution de la
sensibilité a la ticarcilline et a I'aztréonam, ralaue la sensibilité a la pipéracilline et a la
ceftazidime est conservéfidordmann, 2003 ; Hocquetet al, 2004) D’autre part, il existe chez

A. baumanniun ou deux systemes d’efflux dont certains ontinnglence sur la pénétration des
antibiotiques en particulier les aminosiddsly- Guillon, 2006) L'identification du systeme
d’efflux de type RND a montré que l'activité dpdactamines pouvait étre affectée en cas de
surexpression. Ce mécanisme ne semble cependaétrpaseul responsable des phénotypes de
résistance couramment observés mais jouerait uningbortant en association avec d'autres

mécanismegPoirel et Nordmann, 2008)
2.2. Mécanismes enzymatiques
2.2.1. Generalité suip-lactamase

Les B-lactamases constituent le principal mécanismeadédistance naturelle et acquise
aux B-lactamines, en particulier chez les bactéries lleacia Gram négatifCes enzymes
bactériennes, catalysent I'hydrolyse de la liamsande du cyclg-lactame(Philippon et Arlet.,
2006).
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2.2.2. Production def-lactamase:

A I'heure actuelle, la production des enzymes hiytiques appeléep-lactamases est le
mécanisme de résistance prédominant des bacté@eana négativis-avis desp- lactamines.
Au début des années 1980, seules quelques enzyenggel plasmidiques comme TI-1,
TEM-2 et SHV4 étaient connues, mais rapidement aprés l'intribolucles antibiotiques a lar
spectre tels que les céphalosporines de 3eme @iénéraont aparues de pB-lactamases a
spectre étendu ou BLSE. Depuis, B-lactamases ne cessent de se divers d’élargir leur
spectre d’activité et leur diffusion parmi de nomimses especes d’entérobactéiPseudomonas

spetAcinetobacter sfFaure, 2009.

2.2.3. Mode d'action

Les B-lactamases catalysent de maniére efficace et isie I'hydrolyse du pont amic
de l'anneaup-lactame des pénicillines, des céphalosporines, mesobactames et d
carbapénemes ; pour donner un acylenzyme qui seastedégradé en acide inactif (FigL
N°Q07). Ainsi, les pénicillines sont dégradées en agdgicilloique et les céphalosporines

acide céphalosporoiqiMedeiros, 1984.

s s_\
—’/ Ena -Ser-OH HN\\> — p HN\/

/ Beta| 1!‘,13!‘(‘!858 0/ \

) . C|> 0 OH 3
COOH Ser COOH COOH
| Antibictique inactif
Enzyme + Enz-OH

Figure N°07: Schéma réactionnel de I'ouverture du cyB-lactame(Barrial et Scotet, 2006)

La difféerence majeure entre Ip-lactamases et les PLP réside dans la vitesse alla
I'acylenzyme est hydrolysé. En effet, si les PLPsapt capables d'hydrolyser qu'un cyp-
lactame par heure (I'acylenzyme apparait dans secamme un itermédiaire stable), lep-
lactamases les plus efficaces peuvent en hydroli8@0 par seconde, rendant I'antibioti
totalement inactif et régénérant I'enzyme pournmevelle réaction d'hydrolys(Ghuysen, 1990

; Massova et Mobashery, 199.
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2.2.4. Classification deg-lactamase

La grande diversité de ces enzymes d’inactivatisusxité, depuis 1945, la publication
d’articles visant a les classer, les plus connoes la classification de Bush et la classification
de Ambler(AnnexeN° 01)(BushetJacoby, 2010)

2.2.4.1. Classification de Bush

Cette classification a initialement été décrite jack et Richmond en 1970, pour ensuite
étre révisée a deux reprises par Bush. La vergioante propose de classifier ces enzymes en

fonction de:

1) Substrat de préférence entre la pénicilline, dkaej carbénicilline, céphaloridine,

céphalosporines a large spectre d'activité et parzmes.

2) Profil d'inhibition par le clavulanate: Les cépisporinases sont insensibles au clavulanate,
les pénicillinases sont sensibles au clavulanateesimétallo-p-lactamases sont sensibles a
'EDTA (BushetJacoby, 2010)

2.2.4.2. Classification d'Ambler

Initialement proposée par AmbléAmbler. 1980) cette classification repose sur la
similarité des séquences entre les différents mesntbe3- lactamases. De plus, elle reflete les
relations fondamentales de chadisactamase et ne change pas a cause des mutdiietts.
nomenclature se compose de quatre groupes, sditléetamases de classe A, B, C et D. Les
enzymes de classe A, C et D sont dites a séringedandis que celles de classe B sont appelées
métallo$- lactamases (carbapénémagé@aroby et Munoz-Price, 2005)

» Lesp-lactamases de classe A

Les p-lactamases de classe A, d'origine chromosomiqualaamidique, se caractérisent
par leur capacité a hydrolyser I'amide cycliquediéa molécule d@-lactame. Cette activité
hydrolytique, assurée par une sérine conservee/(§einduit la formation d'acide penicilloique
pour la pénicilline et de céphalosporoate, anal@yuepénicillinoates, pour les céphalosporines.

Cette sérine est retrouvée dans le site actibfeldctamase qui se compose d'héliees
entourées de cing feuillesanti-parallélegknox, 1995)et assure un fort taux de résistance aux
pénicillines, céphalosporines et carbénicillinesutéfois, lesp-lactamases de classe A sont

généralement sujettes a l'inhibition par les irbilnis de-lactamaseélivermore, 1995).
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» Lesp-lactamases de classe B

Les B-lactamases de classe B sont des mépalamtamases et utilisent un ion de zinc
(Zn2+) comme cofacteur permettant ainsi la décompositien'anneas-lactame(Ambler.
1980 ; Bandohet al.,1991) Ces enzymes ont été émergés depuis une dizainaéks, d’abord
chezPseudomonas aeruginostAcinetobacter baumannipuis ensuite chez les entérobactéries

et d'autres bacilles Gram négatif.

L’'importance clinique des métallo-béta-lactamas&tsliée au fait qu’elles hydrolysent
les carbapenemes, composés qui échappent a aaties béta-lactamases a sérine active. La
plupart des métallo-béta-lactamases hydrolysent waeiété de pénicillines et de

céphalosporines, et sont insensibles aux inhilgtsuicides classiqu¢Bebrone, 2007)

» Lesp-lactamases de classe C

Lesp-lactamases de classe C, décrites en 1981 panJud@rundstrom, ont longtemps
été ubiquitaires aux chromosomes de différentegcespbactériennes entérigugdaurin et
Grundstrom, 1981). Dans la classe C, on retrouve les céphalosp@snampC qui sont codées
par des genes qui étaient primitivement situésleswashromosome de nombreuses bactéries a
Gram négaitif telles qu€itrobacter freundii Serratia marcescenst Enterobacterspp. Chez ces
bactéries, I'expression dAmpC est inductible. Iggses codant pour ces enzymes sont aussi
présents chek. coli, ou ils ne sont pas inductibles. Ces enzymes ssistantes a I'acide

clavulaniqugPhilippon et al, 2002)
» Lesp-lactamases de classe D

Lesp-lactamases de classe D se distinguent par leacitam hydrolyser les pénicillines
isoxazolyl (oxacilline) et la méthicilline, et geont faiblement inhibées par I'acide clavulanique.
Elles sont retrouvées fréquemment cRseudomonas aeruginosaAcinetobacter spp(OXA-

11, 14, 16, 17 et 19) et peu chez les entérobas{@aterson et Bonomo, 2005)

De plus, certains membres de cette famille, donAQR (PSE-2) et OXA-1XHall et
al.,, 1993) possedent un large spectre d'activités assuram@ forte résistance aux
céphalosporines de troisieme génération dont lataéfme, le céfoperazone et la ceftazidime
(Hall et al.,1993; Livermore, 1995)
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2.2.5. Les céphalosporinases plasmidiques

Les céphalosporinases plasmidiques ou case plagmgli sont deB-lactamases de la
classe C,avec un phénotype de résistance est identique @ dels céphalosporinases
hyperproduites qui se traduit généralement par mdséstance aux C3G, associé avec une
résistance a l'acide clavulanique et souvent aémxitine, a I'exception de limipenéme
(Philippon et al., 2002) Il s’agit d’'un phénotype retrouveé principalemetitez les bactéries
possédant naturellement une céphalosporinase amuC peut étre alors surexprimée
(Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii, Escleira coli, Morganella morganii,autres

entérobactéries du méme groupe).

L'expression de cette céphalosporinase est médiéeAmp-C (Hanson, 2003) La
transmission plasmidique de promiscuité dans lall@rdes entérobactéries entraine des taux
tres élevés de céphalosporinases d&hezoli qui porte un géene AmpC constitutif est faiblement
exprimé(Bush, 2001)

Chez des souches cliniquesKlebsiella pneumonigecette résistance a été décrite pour
la premiére fois avec MIR-1 en 1988, aux Etats-URisilippon et al, 2002) Et la premiére
enzyme de type DHA a été identifie en 1992, a Ddmahen Arabie Saoudite, chez une souche
clinique deSalmonella entericasérotypeEnteritidis (Fortineau et al, 2001; Gaillot et al,
1997) La découverte de “céphalosporinases plasmidiguagjinaires d’entérobactéries,
indiquait une nouvelle et importante étape de fasténce acquise aux antibiotiques (C3G en
particulier) par mobilisation des génes chromosaesgPhilippon et al.,2002)

Les enzymes plasmidiques sont, le plus souvent,jmurctibles, a I'exception de ACT-
1, de DHA-1 et de CFE-(Nakano et al.,2004) Par séquencage, il a été démontré la présence
d’un gene régulatelampRen amont du gene de structure ampC (Barnaud £998). Lorsqu'il
est lié a la pentapeptide UDP-Mur-NAc, AmpR répritiexpressionde ampCet sa propre
transcription, et cette inactivation peut étre tégupar la présence delactames comme la
céfoxitine, l'acide clavulanique, et de lI'imipéneme par des mutations dansAMPD géne.
Recemment, pour plusieurs de ces enzymes trankfgrdbs progéniteurs ont été identifiés :
groupe BIL-1, CMY-2, LAT-1,2 dérivees d€itrobacter freundii DHA-1 (Morganella
morgani), MIR-1, ACT-1 Enterobactercloacae), et ACC-1Hafnia alve), ou encore dé.
aeruginosgCMY-1, FOX-1, MOX-1)(Hanson, 2003 ; Philipporet al.,2002)
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3. p-lactamases a spectre étendu (BLSE)
3.1. Définition

Les BLSE ont été décrites pour la premiere foisd @83, en AllemagnéKnothe et al.,
1983) il n'y a pas de consensus concernant la défmitie p-lactamases a spectre étendu
(BLSE). Classiquement, les BLSE sont définies contle® enzymes appartenant a la classe A
(A l'exception des BLSE de type OXA classe D) declassification d’Ambler, capables
d’hydrolyser les pénicillines, céphalosporines denpere, deuxieme, troisieme et quatrieme
génération (céfépime ou cefpirome) et I'aztréonBhes sont inhibées in vitro par les inhibiteurs
desp-lactamases (acide clavulanique, tazobactam eactalim)(Livermore, 1995) Par contre,
les BLSE sont sensibles aux céphamycines (céfogdtaafoxitine) ainsi qu’aux carbapénemes.
Une co-résistance avec les aminosides, les tétmaegcet les fluoroquinolones est fréquente.
Les bactéries possédant des BLSE sont dites nuidtiadtegPaterson et Bonomo, 2005)

Il s’agit d’'un mécanisme de résistance de typenpidisjue, et donc transmissible a
d’autres bactéries. La présence de ce type de iséoarde résistance au sein de souches
pathogénes fait peser un risque majeur dinadémuathérapeutique et donc d’échec
thérapeutiquéSchwaber et Carmeli, 2007)et est également un facteur de diffusion. Au sein
des entérobactérieKlebsiella pneumoniaet Escherichia colisont les deux espéces les plus
frequemment porteuses de ces mécanismes de résistdautefois, ces enzymes ont été
retrouvées au sein de nombreuses autres espedésidmnes, entérobactéries et bacilles non
fermentants (tels gueseudomonas aeruginosdAcinetobacter baumanni{Jacoby et Munoz-
Price, 2005)

3.2. Différents types de BLSE

Elles sont classées selon leurs types moléculdageplus fréquents étant les types TEM,
SHV, CTX-M (Jacoby et Munoz-Price, 2005)

3.2.1. BLSE de type TEM (Temoneira - nom du patient

La premierep-lactamase plasmidique de type TEM (TEM-1) a étdeis en 1965, en
Gréce, a partir d'une soucheEd’ coli isolée chez une patiente hommée Temoneira, d'ou la

nomination(Datta et Kontomichalou, 1965)
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Figure N°08: Les BLSE dérivées de TEEAmbler et al.,1991)

La majorité des BLSE de ce type dérivent par quatsept mutations ponctuelles
I'enzyme originale (TEMt ou TEN-2). Les substitutions les plus courantes sontueagiate el
lysine en position 104, I'arginine en sérine enifims 164, la glycine enérine en position 238
et le glutamate en lysine en position Z(Bradford, 2001). Une seule de ces substitutions f
entrainer une importante modification de l'affinii@ I'enzyme (Figure N8). Par exemple,
lorsque l'acide aminé devient une sérine, eraction entre le NH3 de la sérine et |
groupement oxymino des C3G se traduit par une meilleure staldé lap-lactamine dans le
site actif de 'enzyme. Ces mutations rendent k@me capable d’hydrolyser les C3G, mais a
plus vulnérable a l'aadtin des inhibiteurs (acide clavulanique). Cependdiatitres mutation
peuvent conférer la résistance aux inhibiteurs.\@esntes sont appelées TRI (TEM résista
aux inhibiteurs). Les enzymes dérivées par mutatpmrmettant d’hydrolyser a la foes C3G

et les inhibiteurs sont de plus en plus fréque(Rodriguez-Villalobos et Struelens, 200c¢.

3.2.2.BLSE de type SHV (Sulfhydryl variable)

Les enzymes BLSE de type SHV dérivent par mutatipasctuelles de I'enzymr
originale SHV4 qui correspond a un gétblaSHV de pénicillinase chromosomique K.

pneumoniaéBrisse et Verhoef, 2001 ; Haeggmaet al, 2004)
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Figure N°09: Les BLSE dérivées de SHBradford, 1999).

La majorité des BLSE de type SHV est caractéris&eg substitution d’acides amin
Gly238Ser ou Gly238Ser et Glu240Lys (Figure09). Le résidu sérine a la position 238
indispensable pour I'hydrolyse efficace du céfataxiet le résidu lysine est crucial pe

I’hydrolyse efficace de la ceftazidin(Elhani, 2012)

La majorité des BLSE de type SHV ont été décritezcles souches K.pneumoniae,
toutefois ces enzymes ont été touvées cCitrobacter freundii, C. diversus, E. cc
Enterobacter cloacadBradford, 2001). Ainsi, ces enzymes sont aussi présentes che
especes d@seudomonas aeruginoet Acinetobacter spgNaiemi et al., 2005; Poirelet al.,
2004) La présence de la séquence d’'insertion 1S26esgeihe SHV faciliterait I'acquisition ¢
phénotype BLSEHammond et al.,2005).

3.2.3.BLSE de type CTX-M (Cefotaximase-Munich)

Les BLSE de type CT-M ont été décrites initialement en 1986 (F-1) au Japon,
Allemagne et France en 1989 (CT:-1) et ont depuis lors disséminé largement dansdede
(Thomson et Moland, 200C. Ces « nouvelles » enzymes représentent a I'’hectuelle s
BLSE les plus fréquentes au niveau mondial apnes défusion rapide depuis les années
(Bonnet, 2004; Livermoreet al. 2007)
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Le groupe CTX-M (pour céfotaximase) conférait aijone, chez les entérobactéries, un
plus haut niveau de résistance au céfotaxime (ftuacene), céfépime et aztréonam qu’a la
ceftazidime(Arlet et Philippon, 2003; Bonnet, 2004) Certaines d’entre elles ont évolué plus
récemment par mutation (ponctuelle ou non) génétemthaut niveau de résistance a la
ceftazidime telles les enzymes CTX-M-15, CTX-M-1B['X-M-19, CTX-M-23 et CTX-M-32
(Bonnet, 2004) Les CTX-M sont plus fortement inhibées par leotertam que par l'acide
clavulanique, et ont été classés en 6 groupes gégtgiques : le groupe CTX-M-1 avec M-1, 3,
10, 11, 12, 15, 22, 23, 28, 29 et 30 ; le groupX-®F2 avec M-4, 5, 6, 7, 20, et Toho-1 ; le
groupe CTX-M-8 avec CTX-M-8, CTX-M-40 et CTX-M-63le groupe CTX-M-9, avec M-13,
14, 16, 17, 18, 19, 21, 27, le groupe CTX-M-25 a@dX-M-26 et enfin le groupe CTX-M-45.
Ces nouvelles BLSE ne sont pas étroitement liéespdactamases de type TEM ou SHV

puisqu’elles ne présentent que 40 % d’homologie aes BLSE classiquéElhani, 2012)

Les analyses génétigues ont montré que les geongemteurs appartiennent au genre
Kluyvera entérobactéries d’isolement trés rare en batb§ie® médicale Bonnet, 2004 ;
Humeniuk et al.,2002) La p-lactamase naturelle dduyvera cryocrescenLUC-1) présente
95 a 100 % d'identité avec les enzymes plasmidigluephylum CTX-M-1(Decousseret al.,
2001). Ainsi le phylum CTX-M-2 dérive de la b-lactamasaturelle deKluyvera ascorbata
(codé par le genblakLUA) alors que le phylum CTX-M-8 vient de€. georgiana(codé par le
génebla KLUG) (Poirel et al., 2002) cette espece serait également a l'origine dupgrd
(Olsonet al.,2005)

La dissémination horizontale des genes codant lgsuenzymes CTX-M s’effectue via
des plasmides conjugatifs mais aussi via d’autéaents génétiques comme les intégrons et les

séquences d’insertion ISEcfBradford, 2001).
3.2.4. Autres types de BLSE

D’autres BLSE ont une distribution moins large,acéérisées par un haut niveau de
résistance a la ceftazidime et parfois a I'aztréopdutdt qu’au céfotaximéArlet et Philippon,
2003; Bradford, 2001) qui sont individualisées en BES{rdzilian extended spectrynGES-1
(Guyana extended spectrynPER-1 Pseudomonas extended resistgn@&'eldhagen et al.,
2003) SFO-1 Gerratia fonticold, TLA-1 (Tlahuicas, tribu mexicaine), et VEB-Viétnam
extended spectrum Des enzymes proches de GES-1 ont été découvemesGrece,
malheureusement dénommeées a tort IB@e@ron borne cephalosporings¢lBC-1, IBC-2)
(Philippon et Arlet, 2006) En fin, 'OXA-1 qui a une grande activité catadyte pour la

cloxacilline, 'oxacilline et la méticilline.
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4. Répartition des mécanismes de résistance acquaigx b-lactamines chez les principales

especes d'intérét médical
4.1.Les entérobactéries

La principale entérobactérie et coli. C'est la bactérie la plus fréequente en pathologie
infectieuse, aussi bien dans les infections nos@lemque dans les infections communautaires.
Elle est responsable de 40 & 70 % des infectianaites en milieu hospitalier et environ 70 %
en ville. (Lavigne etal., 2002). La fréquence des résistances acquises a I'ammeécdoncerne
entre 30 et 50 % des souches en fonction de leactése nosocomial ou communautaire et en
fonction du site d’isolement, alors que les résists aux céphalosporines de troisieme
génération sont encore rares, de I'ordre de 1 %sdeshes(Lavigne et al., 2002; Sirotet al,
2002)

Les mécanismes de résistance acquis les plus fritgparmi les souches résistantes a
I'amoxicilline sont essentiellement enzymatiquaspliquant surtout les pénicillinases de type
TEM-1 ou TEM-2 (plus de 80 % des souches), suigesres loin par les pénicillinases résistant
aux inhibiteurs TRI (de 3 a 7,6 %), I'hyperprodoatide céphalosporinase (de 1 a 4 %) ou les
associations TEM-hyperproduction de céphalospceirfds 0,5 a 3,6 %). Les enzymes de type
OXA sont rares, ainsi que les b-lactamases a spétténdu qui représentent 0,1 a 0,4 % des

souches(Lavigne etal., 2002)

Dans les cas fréquents ou les bactéries hyperg@dluila pénicillinase TEM, les
inhibiteurs de b-lactamase ne permettent pas deures I'activité de I'amoxicilline. Les
résistances non enzymatiques sont décrites, maigréguence est mal connue en clinique et a

une importance secondaire par rapport aux mécagismeymatiques.

Parmi les autres entérobactéries, on retrouve Eman mécanismes de résistance que
chezE. coli, avec des frequences variables en fonction deiscesplLes pénicillinases a large
spectre de type TEM sont les plus répandues dasssdmble des especes, alors que
I'hnyperproduction de la céphalosporinase AmpC. hdactamases a spectre étendu sont plus
fréquentes cheE. aerogene®t K. pneumoniague chez. coli ou les autres entérobactéries.
ChezK. pneumoniageenviron 10 % des souches isolées a I'hopital yismht une b-lactamase a
spectre étend(Jarlier et Nordmann, 2000)et les souches B’ aerogenegroduisant 'enzyme
TEM-24 connaissent actuellement une extension ooansiderablgBosi etal., 1999) En
dehors de l'espécd. coli les enzymes TRI sont rares. Les céphalosporindsepC

plasmidiques sont encore peu fréquentes et lesémipases restent exceptionnelles. Les
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mécanismes enzymatiques sont parfois associés entte Du fait de la fréquence des
mécanismes enzymatiques chez les entérobactériptade des mécanismes non enzymatiques
est parfois difficile a évaluer. Des souches Kle pneumoniaede sensibilité diminuée ou
résistantes aux céphamycines par diminution d’esgioe d’une ou plusieurs porines sont assez
souvent isolées en milieu hospitalier. Elles soatsgénsibilité diminuée ou résistantes aux
céphalosporines de premiere et deuxiéme génératainent une sensibilité diminuée aux
uréidopénicillines, aux céphalosporines de troisieg@énération (y compris le céfépime et le
cefpirome) et a des antibiotiques d’autres familemame les quinolones, le chloramphénicol,

les cyclines et le triméthoprim@larlier et Nordmann, 2000)

L’association de modifications des porines a unatefohyperproduction de
céphalosporinase chez de rares souchegldacae, E.aerogenes C. freundiipeut conduire a
une résistance a I'ensemble des b-lactamines, yisma I'imipénéme(Jarlier et Nordmann,
2000)

4.2.Pseudomonas aeruginosa

On note depuis le début des années 1990 une wtal#é résistances aux b-lactamines
chez P. aeruginosa(GERPB, 2000) Les antibiotiques pour lesquels les pourcentaipEs
souches sensibles restent les plus élevés sompémame (de 81 a 86 %), la ceftazidime (de 75 a
80 %) et la pipéracilline (de 69 a 73 %). L’'asstioiade tazobactam a la pipéracilline permet de
récupérer environ 8 % de souches sengBERPB, 2000) La sensibilité aux antibiotiques varie
selon les sérotypes, le plus résistant étant aeléosérotype O:12 du fait de la grande fréquence
de la production de pénicillinase PSE-1 chez cetygge. Les sérotypes O:11 et O:4 présentent
également des taux de sensibilité diminués auxtadaines du fait d’'une hyperproduction plus
fréquente de la céphalosporinase chromosomique Apm€ O:11 et d'une fréquence plus

élevée de I'hyperexpression de I'efflux pour O:4.

L’étude de la répartition des mécanismes de résistaux b-lactamines montre que les
mécanismes enzymatiques sont les plus fréquenes; emviron 16 % de souches ke
aeruginosahyperproductrices de la céphalosporinase AmpCeetltl a 13 % de souches
productrices de b-lactamases transférables, dgpmutafréquente est la carbénicillinase PSE-1,
loin devant les enzymes de type OXA ou TEM. Lesadidmases a spectre élargi et les
carbapénemases sont encore peu fréquentes en Feher®. aeruginosa mais le risque
d’extension clonale de ces souches doit faire ébdjune vigilance accrue. En ce qui concerne
les mécanismes non enzymatiques, de 14 a 19 %.desruginosadsolés en France présentent
une résistance a l'imipéneme par modification depdaine OprD2, et une résistance par
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hyperexpression de la pompe d’efflux MexAB-OprM tpuche essentiellement la ticarcilline et
I'aztréonam est retrouvée chez environ 15 % deshssudeP. aeruginosa(Cavallo et al,

2002; GERPB, 2000) Chez P. aeruginosa l'association a un produit d’'une autre classe
d’antibiotique bactéricide (aminoside, ciprofloxae) doit étre la regle, en particulier dans les
infections graves, pour rechercher une synergi¢ébaitle et limiter la sélection des souches

résistantes.

L’association d’un inhibiteur de b-lactamase a pgaicilline n'a guére d’intérét et peut
méme dans le cas de I'acide clavulanique induirgperproduction de la céphalosporinase. Les
isolats résistants a I'amikacine et a la ciproftora sont plus fréquemment rencontrés parmi les
souches productrices de b-lactamases transférablasun moindre niveau parmi les souches
hyperproductrices de céphalosporinase. Les soutaegnsibilité diminuée a I'imipéneéme sont
plus fréquentes lorsqu’il y a par ailleurs une dohtyperproduction de céphalosporinase. La
sensibilité a la fosfomycine est faible, a I'exdept notable des souches produisant une

pénicillinase de type PSE-1, plus fréequentes avesétotype O:12GERPB, 2000)
4.3. Acinetobacter baumannii

Cette espece est la principale especécidetobacter responsable d’infections
nosocomiales. Le principal mécanisme de résistacgeise est de loin celui de l'inactivation
enzymatique avec hyperproduction de la céphalosgsei chromosomique ACE et/ou
production de pénicillinases de type THMhilippon et al, 2000) Les autres pénicillinases
(CARB-5 ou OXA) sont rares et les b-lactamasesettsp étendu (PER-1, VEB-1, SHV) sont
encore exceptionnelles. Un mécanisme dimperméé@bdst évoqué chez certaines souches
multirésistantes (environ 3 %) pour les quellesuaumécanisme enzymatique n’est mis en
évidence. Les résistances a l'imipénéme sont qa@dipi observées, liées a un mécanisme
enzymatique (enzymes OXA ou carbapénemase) oudi&@ssociation d’'une imperméabilité

membranaire et d’'une modification des RBERilippon et al, 2000).
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1. Lieu et durée de I'étude

Cette étude a été réalisée au laboratoire derimotpe de 'EPH Ahmed Ben Bella et
les laboratoires pédagogiques de l'université Ablbeghrour de la wilaya de Khenchela. Ce
travail a duré de 15 mars a 30 Avril 2016.

2. Méthodes
2.1. Prélevements

Les prélévements correspondants aux différents sitenes, pus, liquide de dialyse,
etc.), sont réalisés dans différents services diH Ekhmed Ben Bella et de service
d’Hémodialyse de I'hépital Ali Boushaba de laayih de KHENCHELA.

2.2. L’enrichissement

Dans le cas du prélevement liquide (urine et liguig dialyse, ponction d’assit ...). A
proximité de bec bunsen, 10ul de liquide de prétear sans mis dans un tube contenant 5ml
de coeur-cerveau ou bouillon nutritive, ainsi pdes prélevements écouvillonné (pus
prélevement vaginale) mettre I'écouvillon dans tulbe contenue de 5ml de bouillon nutritive.

Ensuite on incube a 37 C° pendant 24H.
2.3. Isolement et purification

L’isolement se fait sur le milieu sélectif (EMB) sir le milieu gélose nutritive. A 'aide
d’'une pipette pasteur on ensemence par strieséaseggde facon a obtenir des colonies bien
isolées, apres on incube a 37°C pendant 24 helipess I'étude de I'aspect des colonies, nous
avons effectué des repiquages successifs sur raiieatif afin d'obtenir de souches pures.

2.4. L’identification des bactéries

L’identification comporte une série des étapeswsredent le plus souvent dans un ordre
déterminé ; les souches isolées ont été identifi@éesles techniques microbiologiques standards
examen macroscopique et examen microscopique &morde Gram) et par le systeme Galerie

API20E (Biomatérieux) et la Galerie biochimique classique.
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2.4.1. Biodiversité morphologique des isolats
2.4.1.1. Examen macroscopique

L’observation de I'aspect macroscopique des cofopermet d’effectuer une premiere
caractérisation, avec une orientation possibleréggltats au cours de I'identification sur gélose
nutritive et sur gélose EMB, les éléments impodald I'identification macroscopique sont:

- La forme des colonies: rondes, irrégulieres, ¢téehy...etc.

- La taille des colonies: par la mesure du diamétre

- La chromogenes: la couleur de la colonie.

- L’élévation: convexe, légerement convexe, platetc..

- L’'opacité: opaque, translucide, transparente.

- La surface: lisse, rugueuse, séche, denteléss....et

- La consistance : les colonies grasses, créeedonnant facilement des suspensions
homogenes, correspondent au type S (Smooth =e).li§@andis que les colonies seches
correspondent au type R (Rough = rugueux) et lem@s muqueuses (filantes) correspondant

au type M (Muqueux); elles donnent difficilemensdgispensions homogenes.

2.4.1.2. Examen microscopique

> Coloration de Gram

C’est un procédé qui permet de diviser les bactéeie deux groupes distincts : les
bactéries a coloration de Gram positive et lesévms a coloration de Gram négative. Cette
coloration permet en plus de préciser la morphelagile mode de regroupement des cellules.
Sur des lames en verre propres, des frottis deshesusolées ont été realisés puis fixés par la
chaleur en les passants, par mouvements rapidesatquatre fois sur la flamme du bec Bunsen.

Les frottis préparés sont colorés avec une swilutie violet de Gentiane, qui est un
colorant basique, pendant une minute. Ensuitealee$ sont rincées avec l'eau distillée.

On applique ensuite une solution iodo-iodurée dgolLgui agit comme un mordant en
augmentant les interactions entre le colorant st dellules afin que ses derniéres soient
contrastées. Aprés rincage, les frottis sont déésla I'éthanol. Cette derniére étape engendre
I'aspect différentiel de la coloration de Gram.

Les bactéries de coloration positive gardent léetide Gentiane tandis que les autres le
perdent et se décolorent. Juste aprés la décalorast arrétée par lavage a I'eau du robinet.
Finalement les frottis seront recolorés au moyam dtolorant basique de couleur rose : la

fuchsine pendant une minute puis rincer abondamméieiau du robinet. Une fois séchés, les
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lames sont examinées sous microscope optiquede @ I'objectif & immersion (x 100). Les
bactéries Gram négatif apparaissent colorées entanslis que les bactéries Gram positif sont
colorées en violgPrescottet al., 2003).

2.4.2. ldentification biochimique
2.4.2.1. Test d’'oxydase
* Principe

L’'oxydase est une enzyme qui catalyse une @acatioxydoréduction impliquant une
molécule de dioxygene gocomme accepteur d'électrdiid@eniset al., 2007)
Sa présence ou son absence représente un desscsigstematiques les plus discriminatifs et les

plus employés pour I'identification des BGN.
e Technique

La mise en évidence de I'oxydase a été faite dalonéthode des disques d’oxydase qui
consiste a :
- Déposer un disque d’oxydase sur une lame, ebiber avec une goutte d’eau physiologique
stérile.
- Prélever une colonie a I'aide d’'une pipette Easet I'étaler sur le disqu®eniset al., 2007)

e Lecture

La présence d'une cytochrome-oxydase se tragtu20 a 60 secondes, par l'apparition

d'une coloration rouge virant rapidement au vities foncgDeniset al., 2007)
2.4.2.2. Teste catalase

La catalase (Ferro porphyrine de pomigeculaire élevé) a la propriété de décomposer
l'eau oxygénée avec dégagement d'oxygene. C'esibliadirecte de I'enzyme qui est mise en
évidence dans la masse bactérienne.

On prend une goutte d'eau oxygené@,jHh 10 volumes qu'on déposé sur une lame
avec une colonie bien distincte de culture jeune2dle, le dégagement immédiat de bulles

d'oxygene exprime la présence d'une catalase.

H»0, --------- » HO+%Q
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2.4.3. Galerie biochimique classique
2.4.3.1. Test du citrate de Simmons

L'utilisation du citrate comme seuleuce de carbone est mise en évidence par la
réalisation d'un ensemencement en surface sutikunitrate de Simmons.
Apres incubation pendant 24H a 37°C une réactiaitige de traduit par une alcalinisation du

milieu en le faisant virer au bleu.
2.4.3.2. Test mannitol mobilité

Le test permet de tester d'une pat€fradation du mannitol et d'autre part la mobd&é
la souche.

Le milieu mannitol - mobilité contiel# rouge de phénol comme indicateur coloré de
pH, I'ensemencement est réalisé par piqQre centrale

La dégradation du mannitol se tradwt pne acidification du milieu qui fait virer
I'indicateur de pH au jaune, ce changement de uoybermet également de localiser les
bactéries dans le tube et de ce fait évaluer iogineent leur pouvoir d'envahissement et par

conséquent leur mobilité.
2.4.3.3. Teste des produits de fermentation du glase

Le milieu utilisé est le milieu Clar@t Lubs, on ensemence 5ml de ce milieu avec le
germe a étudier. Incuber a 37°C pendant 24H pulgiadner les réactifs de Vosges Proskauer.
Si la souche étudiée produit de kané, la présence de se métabolite se manifeste par

I'apparition d'une coloration rose en surface, potidiffuser dans le milieu.
2.4.3.4. Teste des décarboxylases : LDC, ODC, ADH

A partir d'une culture de la souch#udier sur gélose, on prépare une suspensionuen ea
physiologique, on ensemence chacun des tubes ame8 Zouttes de cette suspension :
- Le premier tube contient uniqguement le milieuMfidler, c'est le tube témoin.
- Le 2eme contient le milieu Méller avec lysine.
- Le 3eme contient le milieu Méller avec I'arginine
- Le 4eme contient le milieu Moller avec l'ornithin

On recouvre les quatre tubes aver apuche d'huile de vaseline de | a 1,5 cm et on
incube pendent 24H & 37°C
v' Résultat positif : virage au jaune.

v' Résultat négatif : virage au violet
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2.4.3.5. Test des trois sucres a identifier : (Méiu TSI)

On réalise un ensemencement pasdtiela pente et par piqQre centrale dans le.culot

Le milieu permet de tester avec anssproduction de gaz, l'utilisation de glucose,
saccharose et lactose par le virage du rouge deophé jaune et la production d$l par la
souche qui se traduit par un dépoét noir de feledture se fait au bout de 24H d'incubation a
37°C.

2.4.3.6. Teste de la production d'indole

Ajouter quelques gouttes du réactif de Kovacs,safdeheures, a une suspension dense
en milieu urée -indole.
La présence d'indole révele la déaiad du tryptophane se traduisant par |'apparition

d'un anneau rouge en surface.
2.4.3.7. Teste de I'uréase et du tryptophane désamase

A partir d'une culture pure, on enseceeun milieu d’urée, puis on incube a l'étuve a
37°C pendent 18H. La présence de l'uréase se trpduiune alcalinisation du milieu d'ou une
coloration rose rouge. La désamination du tryptophse manifeste par une coloration brune
apres l'adjonction de perchlorure de fer.

2.4.4. Recherche des pigments spécifiques Rseudomonas

Cette recherche a été realisée sur les milieing KA et King B qui permettent de
différencier les espéces du gemseudomonaspar la mise en évidence de la production de
pigments spécifique&uillaume, 2004).

e Principe

L’élaboration des pigments est influencée pacdmposition du milieu, ce qui justifie
I'utilisation de deux milieux différents :
* La production de pyocyanine, due spécifiquemeRiagruginosaest favorisée par la présence
d’ions inorganiques et de certains acides aminésayaposent le milieu King A.
* La production de pyoverdine, caractéristique douge fluorescent, dépendant de la nature des
peptones, est favorisée par la teneur élevée espphte présent dans le milieu King B
(Guillaume, 2004)
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e Technique

- Ensemencer les deux milieux : King A et King B amsént une strie médiane ou des si

serées a la surface de la gélet incuber a 37°C pendant 24H.

e Lecture

La présence dgsgments diffusibles se traduit par I'apparitioruigé couleur qui pet
diffuser sur toute la boite.
* Sur le milieu King A: Les colonies typiques sur ce milieu sont coloréesbkeu vert
(pyocyanine), parfois en brun rose (pyorubil
* Sur le milieu King B : La production de pyoverdine se manifeste par uheraton jaun-

verte, avec une fluescence observée a la table (Guillaume, 2004)
2.4.5.1dentification biochimique par la galerie API20E (Entérobactéries)
2.4.5.1.Principe et description de la galerie

L’API 20E est un systéme standardisé pour l'identificadies entérobactéri.

La galerie est commercialisée dans des boiteslestgrlle comporte 20 microtub
contenant des substrats sous forme déshydrat@gjehaicrotube est partagé en deux partie:
tubule (en bas) et la cupule (en hat

Les microtubes sont inoculévec une suspension bactérienne qui reconstitue s
Les réactions produites pendant la période d'intabase traduisent par des virages colc

spontanés ou révééar I'addition des réacti

i. «bu . 1) *ww

ary cwbuan wo sonbmn sac e bany A

Figure N°10 :la Galerie Api 20E

2.4.5.2. Technique

 Préparation de la galerie

- Réunir fond et couvercle d'une boite d'incubatibrépartir envirorOml d'eau distillée stéril
dans les alvéoles pour créer une atmospheére hu
- Inscrire la référence de la souche sur la langlatérale de la boite.

- Sortir la galerie de son emballa
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- Déposer stérilement la galerie dans la bditeabation.
* Préparation de 'inoculum

Préparer une suspension bactérienne dense dansl’®aulphysiologique stérile a partir d’'une
culture pure et jeune de 18 a 24 H sur GN, La su@pe bactérienne est standardisée a I'aide du

témoin 0,5 McFarland.
* Ensemencement de la galerie APl 20 E

- Introduire la suspension bactérienne dans chagjue a I'aide d’'une pipette Pasteur stérile,
pointe appuyée a l'intérieur et sur le coté poutegva formation de bulles d’air :

- Pour les caracteres soulignés ADEDC, ODC, H2S URE, ensemencer le tubule par la

suspension et la cupule par 'huile de paraffine.

- Pour les caracteres encadrés VP, CIT, Gel, eziseen le tubule et la cupule par la suspension.
- Pour les caractéres non encadrés, non souligngésmencer uniqguement le tubule par la
suspension.

- Refermer la boite d’incubation et la placer a@pendant 18 a 24 heures
2.4.5.3. Lecture de la galerie

- Aprés incubation, la lecture de la galerie dwtfaire en se référant au tableau de lecture
(Annexe N°04)

- Si trois tests ou plus (test GLU + ou -) sontifiigs noter sur la fiche de résultats toutes les
réactions spontanées puis révéler les tests ntargd&addition de réactifs :

* Test TDA : ajouter une goutte de réactif TDA. Une couleur novarrougeétre indique une
réaction positive a noter sur la fiche de résultats

* Test IND : ajouter une goutte de réactif KOVACS. Une coulmse diffusant dans toute la
cupule indigue une réaction positive a noter stictee de résultats.

* Test VP : ajouter une goutte de réactif VP1 et VP2. Atteralreminimum 10 minutes. Une
couleur rose ou rouge indique une réaction posdiveter sur la fiche de résultats. Une faible

coloration rose apparaissant aprés 10 minute€tteitonsidérée négative.
2.4.5.4. Interprétation

L'identification a été réalisée a l'aide d'un logl d’'identification (feuille Excel pour

I'identification microbienne).
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2.5. Etude de la sensibilité aux antibiotiques (C/AFM, 2015)

La méthode de diffusion est I'une des plus ancieramproches de détermination de la
sensibilité des bactéries aux antibiotiques et deenéune des méthodes les plus utilisées en
routine. Elle convient pour la majorité des baeripathogénes incluant les bactéries a
croissance lente ; elle permet une variété damhdex des antibiotiques et ne requiert aucun

matériel particulier. Comme la plupart des techagde diffusion en gélose.

* Milieu de culture

L’antibiogramme est réalisé sur la gélose Muellertéh reconstituée.

* Préparation de l'inoculum

A partir d’'une culture visible du prélevement réak sur milieu non sélectif, réaliser une
suspension bactérienne en solution salée (eau gbbgsjue) pour atteindre une turbidité
équivalente a celle de I'étalon 0,5 de la gammMdearland(Annexe N°10) ce qui correspond
a un inoculum d’environ 1 & 2 xXAWFC/mL pourEscherichia coli Pour ce faire, prélever
plusieurs colonies de méme morphologie afin d’'évile sélectionner un variant atypique.
Mettre ces colonies en suspension en milieu saé ax écouvillon en coton.

La suspension bactérienne est standardisée a l@idéémoin 0,5 McFarland. Un
inoculum lourd engendre des diameétres plus pdtitsrersement.

On comparé a I'ceil nu la turbidité de la suspensiactérienne a celle de I'étalon 0,5 de
la gamme de McFarland. Dans ce cas agiter vigoaneeist I'étalon de turbidité sur un Vortex
avant usage. Pour faciliter la comparaison des éetantillons, se placer face a un fond blanc
avec des lignes noires. Pour ajuster la densitbecne au tube 0,5 McFarland, ajouter soit la

solution salée soit les colonies.

* Inoculation des géloses

L’inoculum bactérien doit idéalement étre employngl les 15 min. qui suivent sa
préparation. Son emploi doit étre fait au plus @ads les 60 min qui suivent sa préparation.

Plonger un écouvillon en coton stérile dans la sasipn bactérienne et éliminer I'excés
de liquide en tournant I'écouvillon sur les pardis tube pour éviter une sur-inoculation des
boites, en particulier pour les bactéries a Gragatiié Ecouvillonner sur la totalité de la surface

de la gélose dans trois directions.
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» Dépobt des disques imprégnés d’antibiotique

Déposer les disques fermement a la surface deldaegénoculée et séchée. Le contact
avec la surface doit étre étroit. Les disques wie déposés ne peuvent étre déplacés car la
diffusion des antibiotiques est trés rapide.

Le nombre de disques déposés par boite est limitdad du chevauchement des zones
d’inhibition et pour limiter les interférences emtles antibiotiques. Il est important que les
diametres des zones d’inhibition soient mesuralhlesiombre maximum de disques est fonction
de la bactérie et des antibiotiques car certaibiient pour des souches sensibles, des zones

tres larges.
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(b)

Figure N° 11: (a) Dépot des disques pour leatérobactéries(b) Dépot des disques pour les

Pseudomonas
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* Incubation des boites de Petri

Retourner les boites et les incuber idéalement g5 min. qui suivent le dépot des
disques, sans dépasser 30 min. Si elles sont aba@e® a température ambiante aprés dép6t des
disques, la pré-diffusion des antibiotiques engeradrdes zones d'inhibition faussement
agrandies.

Il est possible d’effectuer la lecture apres 1&4a+et de répondre quand la souche est

résistante ; en cas de sensibilité, il y a lieanaliber & nouveau puis de lire & 24 H.

 Lecture des boites aprés incubation
Vérifier que les diametres des zones d’inhibittemt dans les limites du controle de
qualité. Les différents diamétres des zones d'itibib obtenus autour des disques
d’antibiotigues sont mesurés a l'aide d'une reégle linterprétation en Sensible (S),
Intermédiaire (I) ou Résistante (R) est effectuékors les criteres définis par le CA-SFM
(communiqué CA-SFM, 2015)YAnnexe N°03).

2.6. Détermination de la concentration minimale infbitrice (CMI)

La détermination des concentrations minimales ibiges (CMI) est réalisée par la
technique d’E-Test pour les souches résistante€atotaxime, Céftazidime,.
Les antibiotiques testés sont les suivants : Ingpan Céfotaxime, Céftazidime, Ticarcillin-

acide clavolanique.

* E-Test

La préparation des cultures suit les mémes étapas celles décrites pour
I'antibiogramme standard.

La bandelette contenant différentes concentratitensantibiotique a tester est prélevée
délicatement a 'aide d’une pince puis appliguéelasurface gélosée. Les boites sont incubées
a 37°C pendant 18-24H.a CMI de I'antibiotique testé est lue a I'ceil rhgite ouverte et bien
éclairée. Elle correspond a la graduation, situé@ gonction entre l'ellipse (dessinée par

I'inhibition de la culture bactérienne) et la balatie E-test.
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Figure N°12: Technique d’EFest pour détermination de la C

2.7. Etude des phénotypes de résistance ap-lactamines

2.7.1.Test de synergie (Rahal, 200

* Principe
Cette technique, sur gélose cdes « bouchons de champagne » recommandée
CASFM, reste la plus utilisée. Elle consiste &hezcher une synergie sur gélose de Mu-
Hinton entre un disque d’antibiotique contenaninimbiteur ds B-lactamases (d’amoxicilline
acide clavulanige) et des disques (placés a 2 ou 3 cm du disqueabede C3G (ceftazidimi
de céfotaxime ) et/ou d'aztréon et céfalotine Elle permet de différencier une bacte

hyperproductrice de céphalosporinases d'une baqiéoduisant une BLSE dans la fae des
entérobactéries.

» Technique
La recherche de IB-lactamase a spectre étendu se fait dans les acomglgiandais

de I'antibiogramme en disposant un disque d’amdiiefacide clavulaniqgue AMC a 30 m
(centre a centre) d’'un disque de ( (CAZ, CTX), ATM, KF.
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Figure N°13 : Disposition des disques d’antibiotiques pour reche de BLSE

* Lecture
Il y a présence d’'une BLSE ou un test de syngpgstif quand il y a une image
caractéristique, en « bouchon de Champagne ». &irtaé positif est basé sur l'inhibition des
BLSE par I'acide clavulanique, et par conséquangthentation de l'activité des céphalosporines

de troisieme génération.
2.7.2. Recherche des métallf-lactamases
2.7.2.1. Test de Hodge (Cuzahal., 2009; Andersonet al., 2007)

* Principe
Un disque d'imipenéme est appliqué au centre dboike de Mueller Hinton (MH)
préalablement ensemencée avec une souselgerichia colisauvage (ATCC 25922) sensible
aux carbapénemes afin d’obtenir une culture confliet un diametre dans la zone de sensibilité

autour de I'imipéneme.

» Technique
v' Préparer une suspensiorEdtherichia colATCC 25922 de 1OUFC/m;

Ensemencer par écouvillonnage une gélose Mac Cpnkey

<\

v Faire une lourde strie de la souche a tester & jpaun préléevement de quelques colonies
d’une culture sur milieu Mueller Hinton gélosé dentre de la boite vers la périphérique;

v' Sécher les biotes 15 mn;

v' Déposer un disque d'imipénéme et ensemencé pariaries souches testé au centre vers

'extrémité de la boite;
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v" Incuber 18 H & 37°C + 1°C.

E. coli ATCC 25922
(Témain -)

Souche a tester

Souche a tester

Figure N°14: Technique de test de Hodge
* Lecture
L’hydrolyse de l'imipéneme par la souche a teseetraduit par I'échancrure de la zone
d’inhibition de la souche &scherichia colATCC 25922.

2.7.2.2. Test de TEDTA (Aggoune-Khinachet al., 2009; Galaniet al., 2008 )
* Principe

La recherche de la production de métgfactamases a été effectuée sur les souches en
mettant a profit la faculté de I'ethylenediamingéetcetic acid (EDTAJAnnexe N°11) chélateur
bivalent & restaurer I'activité de I'imipénéme drélatant les ions Zfindispensables & I'activité
de la métallgB-lactamases en la rendant inactive. Il permet &érdncier entre les métalld-

lactamases et les autres carbapénéemases de classe.A

2.7.2.3. Technique de DDST (Double-disc gy tests)

* Principe
v Préparer des suspensions de la souche a testerdensité équivalente a 0.5 Mc Farland et
inoculer une boite de Mueller Hinton; Puis, pladesis disques, un disque d’imipéneme (10 pg)
et un disque de imipénéme + EDTA et un disqueditinpapier wattman a distance de 10, 15 et
20 mm (centre a centre);
v Ajouter 10 ul de solution d’'EDTA 0.5 M au disqueht;
v Incuber 18 H & 37°C.
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Figure N° 15 : Disposition des disques d’antibiotiques pour laesyie.

e Lecture

Apres lincubation, la présence d’'une zone d’intidni synergétique est interprétée positive.
2.7.2.4. Recherche de synergie

* Principe

Un DD-test est réalisé avec un disque d’imipened@ug) et un disque en papier
wattman avec 10ul de solution dEDTA a 0,5M distdet 15mm(Jeong et al., 2006) La
présence d'une PL est détectée par visualisation d’'une image deergye entre le disque

d’'imipénéme et celui ’EDTA.
3. Conservation des souches

A partir d’'une suspension bactérienne et a l'aitlenel anse de platine ensemencé la
surface de gélose inclinée, incubation de a 3&@iant 24H.
Les souches sont conservées dans des tubes de getdsve inclinés a une température de 4°C
(ces bactéries sont placées dans un état de eiieabu momentanément suspendue donc dans

des conditions peu favorables pour leur multipicat

4. Etude du transfert des génes par conjugaison

*« Matériel

v' Souche donatriceKlebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Salmamedpp, Escherichia
coli résistantes aux céftazidime et sensible aux Ad&sodium.

v' Souche réceptrice Escherichia coli J53résistante aux Azide de sodium sensible aux
Céftazidime.

50



Etude expérimentale Matériel et Méthodes

v Bouillon nutritif.

v" Gélose Mueller Hinton.

v' Azide de sodium en poudre

v Disque de céftazidime (CAZ) (4ul/ml).

» Technique

v’ Les guatre souches donatrices et la souche rémepsont cultivées dans 10 ml de bouillon
nutritif, puis incubées a 37°C pendant une nuitbain-marie agitateur. Des dilutions a
1/50™ de la souche réceptrice et des souches donastrgsréalisées dans du bouillon
nutritif (200ul dans 10ml de BN), puis incubées7a@ pendant 3h. Dans un Erlen, 1 ml de
la culture de la souche donatrice et 3ml de laucailtle la souche réceptrice sont mélangés a
5ml du bouillon nutritif neuf (rapport 1/3/5) ; puincubés a 37°C pendant 2h, avec les
témoins (la souche donatrice ensemencée sur Midréteptrice sur MH + Azide de sodium
0.2ug/ml) a 37°C pendant 24h.

v Le milieu de sélection des transconjugants estésgmté par la gélose Mueller Hinton
contenant disque d’antibiotique de ceftazidime (gorrespond au caractere suspecté
plasmidique de la souche donatrice) et l'autre id&zde sodium (concentration finale de 0.2
png/ml) qui est un caractéere chromosomique de lahsotéceptrice.

v/ On étale 200l du mélange avec un rateau étaleur sur la sudaseboites de sélection et on
ensemence la souche réceptrice et donatrice sépatrénr les boites témoins.

v On incube les boites témoins et de sélection a pet@ant 18H.

v' L’étude de la résistance des transconjugants atibiatiques est réalisée par la méthode de
I'antibiogramme standard en prélevant avec une aleat stérile, une colonie (du
transconjugant) qu’on dissocie dans 1ml d’eau mhggique stérile. A partir de cette

derniére, on réalise I'antibiogramme.
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1. Souches bactériennes

Au cours de notrétude 50 souchesles BGN ont été isolées, dont 25 sou résistantes
aux céphalosporines dé™ génération (céftazidime) ont étdentifiée: au niveau de deux
hépitaux a KHENCHELA durant une période 1 mois et 15 jourg¢de 15 Mars a 30 Auvril
2016).

Selon les résultats de I'identification par la g&léAPI| 2(E, P. aeruginosa est I'espece la
plus fréquemment isolée avec un taux28% (14/50), suivi pat. pneumoniae, et Salmonella
spp avec des taux de, 2462/50)et 16% (8/50) respectivemeitigure N°6).

B Pseudomonas aeruginosa
1% 4% m Klebsiella pneumoniae
4% = Salmonella spp

4% B Enterobacter aerogenes
4% H Enterobacter cloacae
= Proteus mirabilis
4% Acenetobacter baumannii
= Escherichia coli

Yersinia pestis
= Flavimonas horyzhabitans
Chrysomonas luteolla

Figure N°16. Fréquence des souches B&hNIées

1.1Répartition des souches selon le sexe des pati

La figure N°17 montreque les taux d’isolement les plus élevés sont obs chez le
sexe féminin avec une valeur d74% (37/50), tandis que le taute prélévement chez
patients de sexe masculin e26% (13/50).
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B Femme EHomme

Figure N°17 : Répartition des souches par sexehgents
1.2. Répartition des souches selon la nature du prélévent

Les résultats montrent que plus de la moitié dascles (66%) sont d’origir
urinaire, et que (22%jes souches ont été isolées a partliquide dedialyse, (6%) des souch
ont été isolées a partir de Pus, et (2%) isolésr@r gle liquide de drainage et ponction d’ass
prélevement vaginaleLa répartition des souches selon l'origine delgw&ment est résumt

dans le tableau N°III.

Tableau N°lll : Répatition des souches selon la natur« prélevement

Type de prélevemer Nombre de Pourcentage %
prélévement

ECBU 33 66%
Liquide de dialyse 11 22%
Pus 3 6%
Liquide de drainage 1 2%
Ponction d'assi 1 2%
Prélevement vaginal: 1 2%

Total 50 100%

ECBU: Examen Cytobactériologiques des Ur

2. ldentification des souche
2.1. Examen macroscopigt

Sur gélose nutritive et gélose EMB, les colonieSsentant I'aspect macroscopic

caractéristiques de la famille cEnterobacteriaceae et Pseudomonadaceae.
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» Sur gélose nutritive

» Colonies beiges ou blanchatres, rondes, bombéek adé mm de diameétre, d’'odeur putr
ou fade, parfois muqueuses ;

» Colonies jaunes, rondes, bombées de 0,1 a 0,5 nthanhetr: ;

» Colonies beiges, a bord irrégulier, da3 mm de diametre d’odeur putr ;
Colonies bleu vertes,l#ord irrégulier de 0,5 mm de diametre, dégageamtoaieur du jasmi

caractéristique dB. aeruginosa.

Figure N°18: Aspect macroscopique des soucdesBGN sur gélos nutritive.

» Sur EMB

 Colonies violettes :

Semibombées de 2 a 3mm de diameétre avec éclat méggllicgntre somb: E. coli trés
bombées muqueuses de diametre 5 mm centra grismsans refleKlebsiella

* colonies grisatres :

1 a 2 mm daliametre transparentes, grises amt: Salmonella, Shigella. 2 mm de diamétre,
grisatres avec une pellicule autour de la co : Proteus morganii punctiformes et grisatr :

Enterococcus.
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Figure N°19: Aspect macroscopique des souchesBGN surgélose EME

2.2. Examen microscopique

L’examen microscopique apres coloration différdigide Gram d’une culture jeune (
a 24 heurs d’incubation) a révélé des bacilles2e®lou en courtes chainettes colorés en
Les colonies apparues adarface de la gélose sont donc issues de bacilBramm négatif, cec
concorde avec le caractére de la gélose EMB quireshilieu sélectif our les bacilles Gram

négatif.
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Figure N° 20:Résultats de la coloration de gi sous microscope optique (X10).
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2.3. Identification desPseudomonas

Les milieux de King (milieu King A et milieu King Bermettent de différencier en
elles les différences especes du g Pseudomonas, par la mise en évidence de la productiol
pigments spécifiques.

L'élaboration des pigments est influencée par lapmsition du milieu, ce qui justifi
I'utilisation de deux milieux différents : King A King B.

Figure N°21 : Aspect macroscopique ¢ Pseudomonas sous UV

La production deyocianine, due spécifiquement Pdeudomonas aeruginosa, est
favorisée par la présence d'ions inorganiques.echerche de la production de pyocyanine
effectuée sur milieu King A.

La production deyoverdini, est favorisée par une teneur élevée en phosphal
rechache de la production de pyoverdine est ¢uée sur milieu King sous UV de longueur
365 nm.
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2.4. Résultats de l'identification par la galerie pi20E

Tableau N°IV: Résultat de l'identification biochimique des baiete par les galeries API 20E

ONPG | - - - +
ADH
LDC
OoDC
CIT

H2S . - - - - - -
URE |- - +
TDA |- - -
IND - - - - - - -
VP + |-
GEL |- -
GLU |- +
MAN |- .
INO - -
SOR | - -
RHA |- -
SAC - -
MEL |- +
AMY |- -
ARA |- +
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Ozaenae

Flavimonas horyzihabitans
Acinetobacter
baumannii/cal coaceticus
Klebsiella ornithinolytica
Salmonella arizonae
Kluyvera spp
Enterobacter cloacae
Enterobacter aerogenes
Escherichia colil
Proteus mirabilis
Salmonella spp

Yersinia pestis
Chryseomonas luteolla

Identification

(+) : Résultat positif, (-) : Résultat négatif; (BS) f-galactosidase ; (ADH) : Arginine-dihydrolase ; (CP:
Lysine-décarboxylase ; (ODC) : Ornithine-décarbagg ; (CIT) : Citrate ; (H2S) : Production du stéfu
d’hydrogene ; (URE) : Uréase ; (TDA) : Tryptophaté&saminase ; (IND) : Indole ; (VP) : Réaction deg¥'s-
Proskauer ; (GEL) : Gélatine ; (GLU) : D-glucosMAN) : D-mannitol ; (INO) : Inositol; (SOR) : Desbitol ;
(RHA) : L-rhamnose ; (SAC) : D-saccharose ; (AMYAmygdaline ; (MEL) : D-melibiose; (ARA) : L- araimose.
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Résultats et Discussion

3. Etude de sensibilité aux antibiotique

3.1.Etude de la sensibilitc aux p-lactamines

Les 25 souches BGHNEélectionnées selon leur résistance a la CAZ omitrdales taux d

résistance éleves pour la plupart B-lactamines (76%) pour la Céftazidime, et (60%) pc

I'ampicilline et céfalotine.ll est a noter qued% (1/295 des souches testées résistantes

carbapénémeappartient au gen Salmonella spp. (Tableau N°V)

Tableau N°V: Taux de résistance a-lactamines par especes.

Antibiotique
Especes

Taux de résistance (%)
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ATM

ETP

FOX
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Figure N°22: Taux de résistance afidactaminesies BGI
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Ces souchesed BGNM présentent é€galement une résistance a d’autreslida
d’'antibiotiques mis a part lep-lactamines. En effet, des taux de résist peut élevés de 40%
ont été enregistrés pour Acide nalidixique Triméthoprimesulfaméthoxazo, (36%) été
enregistrés poufa Gentamycine et I¢étracycline, et de (24%9dnt été enregistrés pour
Fosfomycine et Chloramphénic(Tableau N°VI).

Tableau N°VI: Taux de résistance aux autres familles d’antibietsgpar espéc

Antibiotiques Taux de résistance (%)
Espece CIP|C |F | SXT|FF| CT|LEV | NET | TOB
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Figure N°23: Taux de résistance aux autres familles d’antibietgdes BGN
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4. Analyse des souches résistantes aux carbapénemes

4.1. Caractéristiques des souches résistantes aatltapénémes

Les caractéristiques cliniques d’une souclgalrfionella spp) qui est résistantes aux
carbapénémes et trois souché&speumoniae, P. mirabilis) qui ont représenté des zones
d’inhibition intermédiaire aux I'imipenéme sonprésentées dans le tableau N°VII.

Tableau N°VII : Caractéristiques cliniques de la souche résistntearbapénémes

Code | Souches Date d’isolement | Sexe Origine Hopital
419 | Salmonéllaspp | 27-03-2016 Femme| ECBU Ahmed Ben
388 |[Klebsidla 17-03-2016 Femme| ECB de Pug Bella
421 | Klebsiella 27-03-2016 Femme| ECBU
pneumonaie
430 | Proteusmirabils | 27-03-2016 Homme| ECB de Pus

Toutes les souches présentant une diminution deraibilité aux carbapénemes ont
éte isolées durant la méme période (Mars 2016&)iaeau de 'EPH Ahmed Ben Bella de la
wilaya de KHENCHELA.

Ces souches sont issues de diverses origines, d2v@ments sont isolés a partir des
urines, et 02 prélevements sont isolés a partpude 03 souches ont été isolées des patients du

sexe féminin contre 01 seule souche chez le sexeutima
4.2. Résistance des souches ggpkactamines

Les résultats de I'antibiogramme effectué sur [@ssduches des BGN montrent que la
totalité des souches sont résistantes a toutdslegtamines testées néanmoins, une diminution
de la sensibilité a I'imipéneme et a I'aztréonanurpeertaines souches (Figure N°24) (Tableau
NeVIII).
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Figure N°24: Résultat de I'antibiogrammg@-{actamines) de la souc

E.aerogenes (448).
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4.3.Etude de la sensibilit aux autres familles d’antibiotiques

La majorité des souches sont résistantes aux datrées d’antibiotiques (quinolone

aminosides, sulfamides).

L’indice de multirésistance (rapport entre nombre d’antibiotiquesjaels la souche e
résistante sur le nombre total d’antibiotigtestés) qui renseigne sur le niveau de résistaes
souches aux molécules testées est trés éleve la majorité desouches. Ainsi, seule det
souches deK. pneumonaie est résistante a tous les antibiotiques testéss glee la souche’E.
cloacae est résistante a 5 des 9 antibiotiques testésn Hafsouche’E.aerogenes, est résistante
a 4 sur 9 antibiotiques testésdure N°25) (Tableau N°IX).

Figure N°25 : Résultat de I'antibiogramme (autres (B3-lactamines) de la souclK.peumoniae
(388)
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4.4. Détermination des concentrations minimales inhitrices (CMI)

Les CMI ont été déterminées par la technidjietest (Figure N°26) et sont données dans le
tableau N°X.

Il est a noter que les souchespneumonaie et E.aerogenes sont les plus résistantes avec
des CMI >256 pg/ml pour la céfotaxime et ceftazigli@oncernant les carbapénemes, les CMI
de I'imipéneme sont Iégérement de l'ordre de uB&inl pour Salmonella spp et Salmonella

orizonae et de 12 pg/ml (Ticarcilline + Acide clavulanget de 1.5 pg/ml (ceftazidime), pour

Pseudomonas aer uginosa.

Tableau N°X: CMI (ug/ml) des souches résistantes Bdactamines

Codes ntibiotiques) CAZ CTX IMP [TTC

Espéces

373 Flavimonas 10 6 - -
horyzihabitans

388 Klebsiella >256 >256 - -
pneumonia

389 Acenetobacter 56 - 0.75 -
baumannii

419 Salmonella spp 8 4 - -

421 Klebsiella 8 8 - -
pneumonia

340 Proteus mirabilis 1.5 - - -

435 Salmonella spp - 8 0.25 -

422 Salmonella - 0.95 0.25 -
orizonae

448 Enterobacter >256 >256 - -
aerogenes

398 Pseudomonas 1.5 - - 12
aeruginosa
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Figure N°26: Résultats de la détermination des CMI pa-test.

aetb) Klebsiella pneumoniae; ¢) Acenetobacter baumannii
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5. Caractérisation des phénotypes de résistance ap-lactamines

5.1. Recherche de la production de carbapénemases (Résits du Hodge-test)

Le test de Hodge est positif pcune seule souch@nage de tréfle) indiquant la production

carbapénémases (Figure My2

Figure N°27: Résultats du test de Hodg€ gneumoniae (388))
5.2.Production des métall-p-lactamases

Le test a 'EDTA est positif pouune seul soucheque c¢a soit, en combinaison avec
disques d'imipénémeou par le test de syner¢ indiquant, ainsi, la production «

carbapénémases de type meé-beta-lactamases, comme l'illustreHeyure N°28.

Figure N°28 : Résultats du test d’inhibition & 'TEDTA (SoucheK. pneumonaie (388))

5.3. Recherche deB-lactamases a spectre étendu (BLSE
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L’'absence de image de synergichez tous les souchegmi on a étudi (Figure N°29),

indiquant une hyper production de céphalosoril

Figure N°29 : Résultats du te:de recherche de BLSErterobacter aerogenes 448)).

6. Transfert des genes de résistance par conjugaiso

Le transfert par conjugaison des génes de résestaunc antibiotiques a été réalisé p
quatre souchesSalmonella spp, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae avec la souche réceptriEscherichia coli résistante a I'Azide de sodiu Et n'a
donné aucune souchdsansconjugantqui présentant des profils identiques a ceux des ssl

donatrices.
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Discussion général

Les bacilles a Gram négatif, dont les entérobagéestent les bactéries les plus isolées
dans les infections en milieu hospitalier et extsgiitalier. Elles occupent une place tres
importante en pathologie humaine infectieuse. Ciatfgortance s’explique aussi bien par la
variété des especes bactériennes qui les compesénir fréquence au niveau de la santé des

populations.

La résistance aux antibiotiques est devenue unlgreb majeur de santé publique en
Algérie. En effet ces dix dernieres années, noesigeonstaté une importante augmentation de
la résistance aux antibiotiques en particulier deszbacilles a Gram négatif. La résistance aux
B-lactamines chez les entérobactéries est dominém gaoduction de BLSE de type CTX-M-

3 et CTX-M-15. Les souches productrices de cesmapgysont souvent a I'origine d’infections
potentiellement séveres aussi bien en milieu halggitque communautair@bak et Arlet,
2014).

Elles sont capables de développer de nombreux nséoes de résistance tels que la
production deB-lactamases dont les céphalosporines W€ @nération, et les carbapénémes
constituent souvent les seules armes contre borbmonte bactéries a Gram négatifisilti-
résistantes, en particulier les productriceg-d@ctamase a Spectre Etendu (BLSEg¢pendant,
la production de carbapénémases par les bactécastre-indique un traitement aux
carbapénemes. L’émergence et la diversité des esugtoductrices de carbapénemases sont

donc particulierement préoccupan(€aizeket al., 2013).

Ainsi, le but de ce travail était de déterminer geévalence de la résistance aux
carbapénémes chez les BGN résistantes aux cépbatespde 3" génération isolées au niveau
de 'EPH Ahmed Ben Bella et de service d’hémodialyde I'hépitala Ali Boushaba au
KHENCHELA, mais aussi de caractériser le phénotgperésistance aux antibiotiques des
souches. Il est a noter qu’a ce jour, cette régiarfait I'objet d’aucunes publications concernant

les mécanismes de résistance aux antibiotiquesleb&GN.

Dans notre étude 50 souche ont été isolées dont &®60) sont résistantes aux

céphalosporines dé™ génération, et 2% (1/50) sont productrice de redtsdtalactamase.

Récemment, un taux beaucoup plus important a é@uxe dans une étude algérienne,
ou le pourcentage de la résistance de souchemajdaité des antibiotiques C3G tes(ésuati
etal., 2012).
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De plus, plusieurs études antérieures réalisées\lgérie) ont montré des taux de
résistance élevés aux C3@Belbel, 2014 ; Hamidechil et Meziani, 2011 ; Lagha2015;
Metadjer, 2014). D’autre étude ont montré un taux de résistance pas (8.47%§Mezhoud,
2014).

La fréquence de prélevements urinaires par ragaortautres produits pathologiques est
dominante avec une fréquence de 39%. Ceci con@wele d’'autres études sur la région est de
I'Algérie (Belbel, 2014)

Parmi les 25 souches résistanceC8%, 3 souches sont de sensibilité intermédiaire a
'imipenéme K. pneumonaie) et une souche résistan{8almonella spp.). Les carbapénemes
incluent le seul groupe d’antibiotiques a faibleitdé utilisé lors des traitements d’infections
dues aux entérobactéries productrices de BLSE (EBLSToutefois, [utilisation des
carbapénemes en thérapeutique a été suivie rapiigraela description de souches résistantes
chez les entérobactéries. De plus, les travauRrdeand-Lefévre et al (2013) ont permis de
constater que le taux de résistance a I'imipénémeganenté de 5,9% a 7,8% chez des patients
porteurs de BLSE ayant été exposés a cet antibetigrant 1 a 3 jours, et ont pu conclure par
la suite que la consommation d’'imipéneme, méme daespériode assez courte, est belle et

bien un facteur de risque dans l'acquisition detfastance.

Les souche¥. pneumonaie a résistance intermédiaire a I'imipéneme ont n@&mnine
résistance a la quasi-totalité des bétalactamesied. Une étude menée sur les souchds de
pneumonaie isolées du milieu hospitalier, a montré un tauxrésstance élevée aux C3G soit
80% (Belbel, 2014).

De plus les souches deseudomonas aeruginosa résistante aux C3G ont montré une
sensibilité a la quasi totalité des antibiotiqustée ce résultats est en désaccord avec ceux de
(Hamidechi et Meziani. 201). qui a les y trouvées sensible que a gentarayeinla
ciprofloxacine. La résistance d’'une souche aux G&Socié avec la sensibilité aux autres

antibiotiques est due probablement a l'utilisatiausive des C3G.

Par ailleurs, on n'a pas pu montre la productios BIeSE par les souches résistantes aux
C3G, traduit par I'absence de I'image de synerfgemns ce cas un test de BLSE avec la présence
de la cloxacilline est nécessaire pour confirmérysa une production d’'une BLSE masqué par
une hyperproduction de céphalosporinases, ou ksautiles techniques de biologie moléculaire

afin de caractériser les génes de résistance. Lénopype le prédominant est des
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céphalosporinases de type oxacillinase, caract@pae la résistance aux inhibiteurs des
betalactamase (Acide clavulanique).

Durant cette étude, une souche productrice de lndtata-lactamase<( pneumonaie) a
été isolée est l'identifiée pour la premiére foid'l&pital de Khenchela. Cette souche est
pratiguement résistance a tous les antibiotiqueigdeD’autres études en Algérie ont montré la

fréequence des soucheskeoneumonaie dans les infections nosocomia(@selbel, 2014)

Plusieurs travaux ont décrit la dissémination aleésistance aux carbapénemes un peu
partout dans le monde. Une étude a rapporté qu 49it 79 % des souches d’entérobactéries
isolées a I'hopital de Wenzhou (Chine) entre 2002040, étaient résistantes aux carbapénemes
(Zhou et al., 2013. Rastegar Lari edl ont rapporté une prévalence de 54% (19/35) de ssuch
de Klebsiella spp résistantes a I'imipéneme isolées chez 28 patienies hospitalisés en Iran
durant 6 mois Rastegar Lari et al., 2013) Dans cette méme région, un taux de résistance a
I'imipénéme de 19.3% a été enregistré chez deshssud’'entérobactéries d’origine clinique et
communautaire isolées en 20@ashmi et al., 2013) Contrairement aux travaux réalisés par
(NUesch-Inderbinenet al., 2013)en Suisse qui n'ont identifié aucune souche diebtictéries

résistantes aux carbapénémes en communaute.

Actuellement, les carbapénémases chez les entééoles se trouvent principalement
chezK. pneumoniae, et dans une moindre mesure, cBezoli et d'autres entérobactéries, avec
une prévalence plus élevée en Europe du Sud esiengiie dans d'autres régions du monde. Il a
été récemment suggéré que la propagation mondiese ethtérobactéries productrices de

carbapénémases sera dominée en milieu hospitali&. pneumoniae (Nordmann et al., 2011).

Les souches isolées ont montré une résistanceoplusoins élevées aux autres familles
d’antibiotiques avec un taux de 36% pour la gentangyet la tétracycline, et de 40% ont été
enregistrés pour Acide nalidixique et Triméthoprisudfaméthoxazole. Plusieurs études en
Algérie ont rapporté I'association de la résistanag C3G avec des taux élevés de résistance
aux autres familles d’anti biotigyBelbel, 2014 ;Lagha, 2015 ; Touatt al., 2012)

En effet les genes de résistance psalmodiques éatatabtamines, sont en générale
associés avec d'autres genes de résistance aues alatmilles d’antibiotique comme les
quinolones et les aminosides. Le transfert de seggaboutis a I'apparition des souches a

caractére multi résistant.

Notre résultants ont montré un taux de résistarlegéé aux différentes familles

d’antibiotigue notamment les C3G (76% de souched sssistantes au Ceftazidime). Avec la
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présence des souches résistantes au carbapénéengsi @a produire un probléeme de santé
publique dans les années prochaines.

Il est actuellement prouvé que Iutilisation destitaotiques, notamment les
céphalosporines de®™ génération dans un but thérapeutique est le facteuisque le plus
important dans le développement de résistance®rmmtes(Rubin et Samore. 2002) est

devenue un probleme majeur de santé public.

Le transfert des génes de résistances pour les Big&BEconjugaison, implique des
éléments génétiques mobiles, tels que les plasmias<-ci, peuvent facilement dupliquer et se
propager rapidement parmi différentes espéces rmmt@s par transfert horizontal, ce qui
représente un grand risque avec des conséqueeéscatives environnementaléPai et al.,
2004).

A la fin, on peut conclure que les souches isotizess cette étude durant la période 15
mars a 30 avril 2016, sont d’apparition récentesdaatre EPH « Ahmed Ben Bella » de
KHECHELA et sont a considérer comme un probléemergerdg du fait de leur association

constante auX3-lactamases a spectre étendu et aux céphalospsjnesndant difficile le

traitement de ces patients hospitalisés.
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Conclusion et perspective

Dans la présente étude, des souchesBé@d ont été collectées au niveau de I'EPH
Ahmed Ben Bella et de service d’hémodialyse depitad Ali Boushaba de la wilaya de
KHENCHELA, durant 1 mois et 15 jours (15mars-30ilavr

La résistance aux béta-lactamines des bacillesatn @€égatif, commence a disséminée
d’'une facon rapide dans nos hoépitaux, en particpie production de BLSE, en conséquences,
les infections a ces bactéries productrices de B&stEainent de véritables situations d'impasse
thérapeutique et sont directement responsableg dummortalité.

Les résultats de notre étude révélent d’abord weréaice diversité pour lesBGN
identifiees. Les trois espéces prédominantes desdudomonas aeruginosa, Klebsiella

pneumoniae et salmonella spp.

Au total, 50 souches d&GN ont été isolées et 25 souches ont été identifj@esesiste

aux céphalosporines dé€™génération (céftazidime).

Cependant, la plupart des patients identifiés neogtre les taux d’isolement les plus
élevés sont observés chez le sexe féminin desdayX4%) et la moitié des souches (66%)

sont d’origine urinaire.

De plus, un grand nombre de ces souches identifiépodsenté des phénotypes de
résistance auf-lactamines et aussi aux autres familles I'antiig¢, & savoir les aminosides,

les quinolones, la colistine et le Triméthoprim#éauéthoxazole.

Différents facteurs en relation avec la thérapigbaotique ont été frequemment 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 soirmirues a été aussi impliqgué dans certains pays.
Ces centres peuvent jouer un rble de réservoir aehes multi-résistanteklebsiella et
Salmonella.

L’analyse phénotypique de résistance aux carbapemamontré que les 04 souches (
pneumoniae, 02 Salmonella spp et 01Proteus mirabilis) et une seul souch&(monella spp) été

productrices de carbapénémases de type m@tddictamase.

La lutte contre la diffusion des bactéries multiséantes est un axe majeur de santé
publique dans le monde.
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Notre étude reflete I'état actuel de la résistaager antibiotiques dans notre région, et

cela est di en général a deux choses essentieliesnt beaucoup contribué a cette multi-

résistance a savoir :
« L'utilisation abusive des antibiotiques ;
» La mauvaise hygiéne dans les services hosp#galier

Un meilleur contréle de la consommation d’antiljags au sein de I'établissement serait

toutefois des facteurs favorisant une meilleuretnisaides risques.

Les résultats obtenus au cours de r@tiide restent préliminaires et méritent d’étres

exploiter et compléter par :

> Etude d’'un plus grand nombre de souches ;
> Etude de certains facteurs de risque (tel que kKide sexe du patient) dans I'acquisition
de souches résistantes ;
» La caractérisation des genes de résistance ersantlila technique de biologie
moléculaire ;

» L’étude de la relation épidémiologique entre ld&dénts isolats par RAPD.
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Annexes

Annexe N°01 :Classification deg-lactamasegBush et Jacoby, 2010)

Bush- Bush- Classe Substrats prefers| Inhibition Enzyme
Jacoby | Jacoby- moléculaire Clavulanate | EDTA | représentative
group | Medeiros ou tazobactan
(2009) | group
(1995)
1 1 C Céphalosporineg - - | E. coliAmpC, P99,
ACT-1, CMY-2,
FOX-1, MIR-1
1° ND C Céphalosporines - - GC1, CMY-37
2a 2a A Pénicillines + - PC1
2b 2b A Pénicillines, + - TEM-1, TEM-2,
premiéres SHV-1
céphalosporines
2be 2be A Céphalosporine$ + - TEM-3, SHV-2,
a large spectre, CTX-M-15,
monobactames PER-1, VEB-1
2br 2br A Pénicillines - - TEM-30, SHV-10
2ber ND A céphalosporines|a - - TEM-50
large spectre,
monobactames
2c 2C A Carbénicilline + - PSE-1, CARB-3
2ce ND A Carbénicilline, + - RTG-4
céfépime
2d 2d D Cloxacilline +/- - OXA-1, OXA-10
2de ND D Céphalosporines +/- - OXA-11, OXA-15
a large spectre
2df ND D Carbapénémes +/- - OXA-23, OXA-4
2e 2e A Céphalosporines + - CepA
a large spectre
2f 2f A Carbapénémes +/- - KPC-2, IMI-1,
SME-1
3a 3 B (B1) Carbapénémes - + IMP-1, VIM-1,
CcrA, IND-1
B (B3) L1, CAU-1, GOB-
3b 3 B (B2) Carbapénemes - + CphA, Sfh-1
ND 4 Inconnu

ND : Non déterminé::

non Inhibé+ : inhibé.+/— : Variable.
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Annexes

Annexe N°02: Tableaux des concentrations critiques pour |'prietation des CMI et des

diametres critiques des zones d’inhibition pourHagerobactérie§CA-SFM, 2015)

Familles Antibiotiques | AbréviaCharges Concentrations Diametres
tion (ng) critiques(mg/L) critigues(mm)
S< R S< R
B-lactamines Ceéftazidime CAZ 30 1 4 22 19
Céfotaxime CTX 30 1 2 20 17
Imipéneme IMP 10 2 8 22 16
Amoxicilline/ | AMC 20-10 32 32 16 16
Acide IAUG | /30
clavulanique
Ampicilline AMP 10 8 8 14 14
Aztréonam ATM 30 1 4 24 21
Ertapéneme ETP 10 0.5 1 2% 22
Céfoxitine FOX 30 8 16 19 15
Céfalotine KF 30 22 18
Cefazoline Cz 30 - - - -
Aminosides Amikacine AK 30 8 16 16 13
Gentamicine CN 10 2 4 17 14
Fluoroquinolones | Acide NA 30 16 16 19 14
nalidixique
Ciprofloxacine | CIP 5 0.5 1 22 19
Autres Chloromphénig C 30 8 8 17 17
antibiotiques ol
Nitofurane F 300 64 64 15 15
Cotrimoxazole | SXT 1.25/23. 2 4 16 13
(Triméthoprim 75
e_
sulfaméthoxaz
ole)
Fosfomycine FF 200 64 128 16 13
Colistine CT 10 2 2 CMI CMI
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Annexe N°03: Tableaux des concentrations critiques pour diiptetation des CMI et des
diametres critiques des zones d’inhibition poufesudomonaCA-SFM, 2015)

Familles Antibiotiques | Abrév| Charges| Concentrations| Diamétres
ations | (LQ) critigues(mg/l) | critiques(mm)
S< R < R
B-lactamines Pipracilline PRL 100 16 16 18 18
Ticarcilline + | TIM 85 16 16 18 18
Acide
clavulanique
Imipéneme IMP 10 4 8 20 17
Céftazidime CAZ | 30 8 8 16 16
Aztréonam ATM | 30 1 16 50 16
Ticarcillin TC 75 16 16 18 18
Aminosides Gentamicine CN 10 4 4 15 15
Amikacine AK 30 8 16 18 15
Netilmicine NET 30 4 4 12 12
Tobramycine TOB 10 4 4 16 16
Fluoroquinolones | Levofloxacing LEV 5 1 2 20 17
Ciprofloxacine| CIP 5 0.5 1 25 22
Autres Colistine CT 10 4 4 CwmI CMI
antibiotiques
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Annexe N°04 :Tableaux de lecture de la galerie ARF

Tests Substrat Caractere recherché Résultat
Négatif Positif
ONPG Ortho-nitro- B-galactosidase Incolore Jaune
phenyl-
galactosidase]
ADH Arginine Arginine dihydrolase Jaun Rouge/orangé
LDC Ly Lysine décarboxylase Jaun Orangé
oDC Ornithine Ornithine décarboxylase Jaun Rouge/orangé
CIT Citrate de Utilisation ducitrate Vert pale/jaune | Bleu-vert/vert
H,S Thiosulfate Utilisation d’'H2S Incolore/grisatre| Dépbt noir/fin
de Sodium liseré
URE U Uréase Jaun Rouge/orangé
TDA Tryptophane | Tryptophanedésaminase TDA / Immédiat
Jaune Marronfoncé
IND Tryptophane Productiond’indole IND / 2 min, max
Jaune Anneaurouge
VP Pyruvatede Productiond’acétoine VP 1+ VP 2/ 10min
Sodium Incolore Rose-rouge
GEL Gélatine de Non diffusion Diffusion du
Kohn Gélatinase pigmentnoir
GLU Glucose Fermentation/oxydation| Bleu-vert/vert Jaune
MAN Mannitol Fermentation/oxydation| Bleu-vert/vert Jaune
INO Inositol Fermentation/oxydation| Bleu-vert/vert Jaune
SOR Sorbitol Fermentation/oxydation| Bleu-vert/vert Jaune
RHA Rhamnose | Fermentation/oxydation| Bleu-vert/vert Jaune
SAC Saccharose | Fermentation/oxydation| Bleu-vert/vert Jaune
MEL Melibiose Fermentation/oxydation| Bleu-vert/vert Jaune
AMY Amygdaline | Fermentation/oxydation Bleu-vert/vert Jaune
ARA Arabinose Fermentation/oxydation| Bleu-vert/vert Jaune
Ox Sur papier Cytochrome-oxydase Ox / 5-10min
filtre

Incolore ||

Anneauviolet

Annexes N°05:Résultat de I'identification biochimique des baieté par les galeries API 20
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Annexe N°06 :Composition des colorants de gram

Cristal violet ou violet de gentiane (pour colorain de Gram)

e Solution mére A
Cristal Violet ou Violet de Gentiane............ 25¢
Ethanol @ 96 %.........cccceeeeeeeiiiiiiiiiiiieeeeiiias 250 ml

La solution est vigoureusement agitée a troisiseprdans la méme journée. On laisse
déposer. La Solution est préte a I'emploi desriddenain.
Conservation : Quelques années en flacon brun Hermétiquement Bouch
e Solution mére B
Oxalate d'/Ammonium (NkJ2C,04.H20........ 59

Eau Distillée...........oooveeviiiiiiieecccceeeeee, 500 ml

Conservation :2 a 3 mois dans un flacon hermétiquement bouché.
Fuchsine

* Fuchsine mere saturée

Fuchsine Basique.........cccccccceeeeieennn. 5.g2

Ethanol a 96 %.............cccevvveeeeeenns 250 mi

Conservation: Quelgues années dans un flacon brun hermétiqudianhé.
» Solution mere aqueuse de Phénol a 5 % (v/v) :
Phénol Cristallisé fondu ...........................50 ml
Eau distillée...............cociiiiiiineen. 950 ml
conservation: Quelques mois dans un flacon hermétiquement Euch
Fuchsine (solution de travail)
Solution saturée de Fuchsine Basique, filtrée...100 ml
Solution aqueuse de Phénol a 5 %.................... 900 ml
Conservation : Au moins 2 ans.
Fuchsine diluée (pour coloration de Gram)
Fuchsine Phéniquée ...............cooiiiiiiiiiiiiiiiieeee, nfll
Eau DISHIEe. ...t 09 ml
Conservation :1 mois tout au plus, et Faire la dilution avardaguine coloration.

Lugol faible (pour coloration de Gram)

lodure de Potassium (KI)..........cviiiiiiiieeieeeeeeennn. 2,34 ¢
lode en Cristaux ou lode Sublimée..................... 1,66 g
Eau Distillée..........oovvviiiiiiiii e, 500 mi

Conservation: non filtré : 3 mois. Le Lugol doit avoir une caddion brun rouge.
S'il est jaune, il ne fonctionnera plus et doiegété.
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Annexe N°07 :Composition des milieux de culture utilisée

Gélose Mueller Hinton

La gélose Mueller-Hinton est le milieu de réféeepour les tests de sensibilité des germes
aux antibiotiques. Sa formulation est conforme @eommandations du de 'O.M.S.

Elle peut également étre additionnée de sang maliser |'antibiogramme des germes
fragiles, tels queHaemophilus influenzaeNeisseria, Enterococcus spt Streptococcus
pneumoniae
Ingrédients en grammes par litre d'eau distiliéeéminéralisée.

Infusion de baeuf..........coovvvveiiiin 800, Phfinala25°C:7,20,2

Peptone de caséine.........cccccceeeeeennns 17,50Le milieu en flacons ou boites se conserve entre
, 2et8C

Y 10110 (o] o S 1,50

AGAr.....cooiiiiiiii e 17,00

Gélose nutritive

La Gélose Nutritive est un milieu largement utilgur la culture des micro-organismes
peu exigeants. Elle est recommandée dans de noselsrewethodes standardisées d’analyses des
aliments, des laitages, de I'eau et d’autres ptedui

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distitlé déminéralisée.

Peptone........ccoovvviiiiii i 5,00 Ph final a 25°C : /80,2
Extrait de viande de bceuf............... 3,00
AGAr....coiiiiiiiiiiiie e 15,00

Le milieu en flacons et tubes se conserve entret1Z5°C jusqu'a la date d’expiration
indiquée sur I'emballage. Le milieu en boites saseove entre 2 et 8°C jusqu'a la date
d’expiration indiquée sur 'emballage.

Gélose EMB

La gélose EMB, préconisée originellement par Leviest utilisée pour isoler et identifier
Escherichia coliet Enterobacter ainsi que les bactéries intestinales a Gram iiégans les
produits pharmaceutiques, les produits laitietegautres produits alimentaires.

Peptone 10,09
Lactose 10,09
Eosine 0,49
Bleu de méthylene 06259
Hydrogénophosphate de potassium  2,0g
Agar 15,0g

pH 7
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Gélose Mac Conkey

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

pH 7.4

GéloseKing A

La gélose King A est utilisée pour la cééasation des Pseudomonas par la mise en
evidence de la production de pyocyanine. ldigrés en grammes par litre d'eau distillée ou
déminéralisée.

-Peptone 20

- Glycérol 5 tnl

- Sulfate de potassium 159
- Chlorure de magnésium 159
- Agar 209
-L'eau distilée 10907]!

Le milieu en tubes se conserve entre 15 et Aqu'a la date d’expiration.

PH=6,8
Gélose King B
La gélose King B est utilisée pour la céFesation des Pseudomonas par la mise en
évidence de la production de fluorescéine (pydine)).
Potéose-peptone n°3 (difco) 20g
Agar 15¢g
Glycérolcp 10g
PO4HK2 anhydre 1.5¢g
SO4Mg 7TH20  1.5¢
Eau distillée  1000ml
. pH final a 25°C : 7,2 £ 0,2 Le milieu en tulsesconserve entre 15 et 25°C jusqu'a la date
d’expiration indiquée sur 'emballage.
Bouillon nutritif

Le Bouillon Nutritif est un milieu largement utiéspour la culture des microorganismes
peu exigeants. Il est recommandé dans de nombreusg®des standardisées d’'analyses des
aliments, des laitages, de I'eau et d’autres ptedingrédients en grammes pour un litre d'eau
distillée ou déminéralisée.

Peptone ......cccooeveeviiiiiiieeeecee, 5,00pH final a 25°C : 6,& 0,2
Extrait de viande de boeuf......... 3,00

Le milieu en flacons ou tubes se conserve entretZ5°C jusqu'a la date d’expiration
indiquée sur I'emballage.
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-L'eau physiologigue

Na cl 69
L'eau distilée 1000 mi
Stérilisé dans l'autoclave (20 minute)
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Annexe N°08 Composition des milieux d’identification

Gélose TSI (Triple Suger Iron.)

La gélose TSI est utilisée pour lidentificationépomptive des entérobactéries basée sur la
fermentation du glucose, du lactose, du sacchatose la production de gaz et d$4

Son utilisation est recommandée pour la rechercike Sdimonella dans les produits
pharmaceutiques, et pour la recherch8aenonellaet Campylobactedans les aliments.

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau déstitiu déminéralisée.

Peptone......ccccccovvieeieiiiciiee e, ,0P0 Chlorure de sodium...................... 5,00
Extrait de boauf........cooeveeeviieeeenn, 3,00 Citrate ferrique ammoniacal......... 0,30
Extrait de levure...........cccoeevunnnee. 3,00 Thiosulfate de sodium.................. 0,30
SaccharoSe.......cccoeevveeeeeiiiieeeeeenn, 10,00 Rouge de phénol..............cceeenn.ee. 0,025
LaCtOSe....cevvveeeieiiiiiieeeieeeee e ,am P2 Yo F- | U 12,00
Glucose monohydrate.................. 1,00

Ph final 4 25°C : 7,4 0,2
Le milieu en tubes se conserve entre 2 et 8°C jasguate d’expiration indiquée sur 'emballage.

Milieu de Clark et Lubs

Le milieu de Clark et Lubs permet de défgrier leEEntérobactériacéeavec les réactions au rouge
de Méthyle et de Voges-Proskauer. Le rouge de retifférencie le processus de fermentation, il est
jaune Au-dessus d'un pH de 6,3 et rouge en desdeus2. La production d’acetylméthylcarbinol se
révéle par L'apparition d’une coloration rouge erface du milieu.

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distitié déminéralisée.

Peptone.... ... 7,00
GIUCOSE... vt 5,00 . o
Phosphate dipotassique............c........... 5,00 Phfinala25°C:7.8L10,2

Le milieu en tubes se conserve a I'obscurité elfiret 25°C jusqu'a la date d’expiration.

Citrate de Simmons

La gélose au Citrate de Simmons est @éligour l'identification présomptive des entérobees
basée sur L'utilisation du citrate
Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distitlé@ déminéralisée.

Sulfate de magnésium.............cooiiiii i 0,20

Citrate de sodium............cooeiiiiiiii 2,00 L

Ammonium dihydrogénophosphate.......................... 1,00 Phfinala25°C:6,& 0,2

Bleu de bromothymol...................o 0,08 . , i

Phosphate dipotassique.............cc.c.eeviiieeeeeennnnns. 0,08 Le milieu déshydraté se conserve
Chlorure de SOdium.............ccooiiriiiiiiiee e, 500 entre 2 et 30°C jusqua la date
AT 15 d’expiration indiquée sur
'emballage.
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Mannitol mobilité

Milieu de différenciation rapide dé&ntérobactériacéedl permet de rechercher simultanément
la mobilité, I'utilisation du mannitol.

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distidu déminéralisée.

Peptone de viande............ccoooiiiiii i 15 Ph final 7,8
Extrait de viande............cooviii i 3
Mannitol...........ooooiii 10

Potassium nitrate.............cooooi i 1

Rouge de phénol............cooiii i 0,05

AQAr. ., 5

Milieu de Moeller

Milieu auquel on additionne la lysine, I'arginiriernithine, et autre acides aminés. Il est utilisé
pour la différenciation des microorganismes setam hptitude a effectuer la réaction de décarbtioyla
des amino-acides.

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distiliu déminéralisée.

Extraitde levure..........cocoeiiii i, 3 L’acide amine a rajouter peut étre soit la I-
Glucose.......coooviiiii 1 lysine, l-arginine, I-ornithine, un milieu témoin
Acide amine..........coovviiiiiiiiiii e, 10 est préparé sans l'addition d’amino-acides.
Pourpre de bromocrésol....................... 2 mi

Pyridoxal...........ccooiiiiii e 0,5ml  pn final 6,8+/-0,1

Urée- indole

Permet de rechercher l'uréase, la production dlendet le tryptophane désaminase (TDA)
indiqué pour I'identification desalmonella, shigella et yerssinia Entérolitidans les selles.
Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distitié déminéralisée.

L-tryptophane...............ccoeeeeeeeenn.., 03 Ph final 6,7
Phosphate dipotassique...................... 01

Phosphate monopotassique................. 01

Chlorure de sodium.............c.cocvvneen. 05

(T 20

Rouge de phénol............ccooe i 02,5
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Annexe N° 09 :Composition des additifs
Kovacs

Le réactif de Kovacs est utilisé pour la mise eid&wce De la production d'indole par les
micro-organismes possédant une tryptophanase. ymophane, acide Aminé notamment
présent dans les peptones trypsiques, est dégnadéae qui réagit avec le P-Diméthylamino-
benzaldéhyde du réactif. Une réaction positive,ladgrésence d’indole, est révélée par la
coloration au rouge du réactif de Kovacs.
Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distitlé déminéralisée

P-Diméthylaminobenzaldéhyde..................................5,00 g
Alcool amylique....... ..o, 75,00 ml
Acide chlorhydrique pur..........ooooiiiiiii e 25,00 ml

Conserver en flacon ambré entre 2 et 8°C
Réactif de Greiss-llosvay

Solution réactionnelle pour la mise en évidencertteges formés par les bactéries, pour
I'identification des micro-organismes réduisantrésates.
Nitrate réductase 1: -Acide sulfanilique, - Acide acétique
Nitrate réductase 2: -alph-naphtylamine,- Acide acétique

Réactif de Voges — Proskauer 1 et 2

Solution réactionnelle pour la mise en évideneéadprésence d’acétyl —méthyle carbinol
(acétoine dans) le milieu. Ce composé est un pragudégradation de I'acide pyruvique par les
bactéries qui empruntent la voie de fermentatiotarnediolique caractéristique de certaines
Entérobactéries.
VP1 : Soude coustique (NaOH)
VP2 : Alpha naphtol

Réactif TDA

Solution réactionnelle pour la mise en évidencéadmésence, dans le milieu, de l'acide
indol-pyruvique formés par les bactéries posséldaimyptophane désaminase.
Composition Chlorure de fer............80 g /I

Rouge de méthyle

Solution réactionnelle pour la mise en évidencéatidification finale du milieu glucosé
apres fermentation du glucose en acides mixteactgarstiques de certaines Entérobactéries.
Composition: Rouge de méthyle  Alcool 95 °C
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Annexe N°10 :Préparation de I'étalon de turbidité McFarland (CBA-SFM ,2015)

1- Ajouter 0,5 mL d’une solution a 0,048 mol/L da®2 (1,175% p/v BaCl2-2H20) a 99,5 mL
d’une solution 0,18 mol/L (0,36 N) de H2S04 (1%)wV agiter vigoureusement.

2 -Vérifier la densité de la suspension a l'aidendspectrophotomeétre avec un faisceau de 1 cm
et des cuvettes assorties. L’absorbance a 625 itrétdmcomprise entre 0,08 et 0,13.

3- Distribuer la suspension dans des tubes de nileeque ceux utilisés pour ajuster
I'inoculum. Sceller les tubes.

4 -Une fois scellés, conserver ces tubes a temysérambiante et a I'abri de la lumiére.
5 -Avant usage, mélanger vigoureusement le tukmdeld’'un Vortex.
6- Renouveler I'étalon ou vérifier son absorbarm@s6 mois de conservation.

7 -1l convient de Vvérifier les étalons achetés darmmerce en s’assurant que I'absorbance se
situe dans les limites fixées.
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Annexe N°11: Préparation de la solution ’EDTA

La solution d’EDTA ( MM = 372,24 g/mol) a 0.5 M @ifl) est préparée par dissolution
del86.1 g de poudre d’EDTA- 28 di sodique dans 1 000 ml d’eau distillée, puisside au
pH 8.2 en utilisant une solution de NaOH et st&#i par autoclavage pendant 20 min a 120°C.
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Annexe N°12 :Liste de matériel utilisé

» Souches de référence
* Escherichia coliATCC 25922;

» Escherichia col(Resistance a I'Azide de Sodium).

> Matériel utilisés

Tableau: Liste de matériel utilisé

Matériel utilisés

Milieux de culture

Réactifs

Milieux de
culture solides Milieux de
culture liquid

-Microscope optique;| -Gélose nutritive; | -Bouillon -Violet de Gentiane ;
-Bec bunsen,; -Milieu Eosine| nutritive; -Lugol ;
-Pipettes pasteur; Bleu de| -Eau -Alcool;
-Anse de platine; Méthyléne physiologique; | -Fushine basique ;
-Boites de pétri; (EMB); -Eau distillée. | -Réactif de kovacs ;
-Lames; -Mueller Hinton; -VP 1, VPII ;
-Etuve; -Gélose Mag -Huile de paraffine ;
-Pince; conkey; -azide de sodium ;
-Ecouvillons ; -Gélose King A ef -EDTA ;
-Autoclave ; King B. -Acide sulfurique ;
-Vortex ; -BaChL  Chlorure de
-Bain marie. barrium.
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» Les Antibiotiques testés

Tableau: Liste des antibiotiques de la famille gidactamine

Famille Antibiotiques Abréviation | Charges
(L9)
p-lactamine Céftazidime CAZ 30
Ceéfotaxime CTX 30
Imipéneme IMP 10
Amoxicilline/Acid | AMC /AUG | 30
e clavulanique
Ampiciline AMP 10
Aztréonam ATM 30
Ertapénéme ETP 10
Céfoxitine FOX 30
Céfalotine KF 30
Cefazoline CZ 30
Ticarcillin TC 75
Pipracilline PRL 100
Ticarcilline + TIM 85
Acide clavulanique

Tableau: Liste des antibiotiques des autres familles qu@destamines

Familles Antibiotiques Abréviation | Charges
(L)
Aminosides Gentamicine CN 10
Amikacine AK 30
Netilmicine NET 30
Tobramycine TOB 10
Levofloxacine LEV 5
Fluoroquinolones | Ciprofloxacine CIP 5
Acide nalidixique | NA 30
Autres Chloromphénicol | C 30
antibiotiques Nitofurane F 300
Cotrimoxazole SXT 1.25/23.75
(Triméthoprime-
sulfaméthoxazole)
Fosfomycine FF 200
Colistine CT 10
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Tableau N°X: Sensibilité des souches des BGN Atlactamines testées

Codes Antibiotiques| AMP | AMC | CAZ |CTX |IMP |ATM ETP FOX KF PRL TIM 1 ¢z
Especes

421 K. pneumonia 6® |8® | 17®| 10®| 21(l)] 26 (96 ® 6® |6® | - - - 6®

417 K. pneumonia 6® |[13® | 14®| 6® 21 (D] 17®] 28(S) 24(Bb® | - - 6®

419 Salmonella spp 6® |6® 6® | 10®| 16®| 20®| 9® 6® 6® - - - 6®

448 E. aerogenes 6® |[8® |6® | 6® | 30(S]6® |24(S)| 18(l)] 6® | - - - 6®

39 E. cloacae 6® |6® 6® | 6® 23(S}]16® |24() | 6® 6® - - - 6®

388 K. pneumonia 6® |6® 6® | 6® 200N 14®| 6® 8® 6® - - - 6®

389 A. baumannii 6® |6® 6® | 6® 30(S]12® | 6® 6® 6® - - - -

435 Salmonella spp 6® [12® | 6® | 10®| 32(5)16® | 12® | 6® 6® - - - 6®

Md2 P. aerugenosae - - 13® | - 32(S) 18 () | - - - 2000 9® 12 ®| -

Md5 P. aerugenosae - - 13® | - 32(Sy27() | - - - 20| 10®| 16@® -

Md3 P. aerugenosae - - 10® | - 32(Sy15() | - - - 10® | 6® 8® | -

Md 3a | P. aerugenosae - - 13® | - 30(S)y23() | - - - 18® | 6® 6® | -

Md1 P. aerugenosae - - 6® | - 26 (S)20(D | - - - 16® | 6® 6® | -

AMP : Ampiciline ; AMC : Amoxicilline/Acide clavulanique CAZ : Céftazidime CTX : Céfotaxime JMP : Imipénéme ; ATM :

Aztréonam [ETP : Ertapéneme FOX : Céfoxitine ;KF : Céfalotine;CZ : Cefazoline ;TIM: Ticarcilline + Acide clavulaniquerC :

Ticarcillin; PRL : Pipracilline;® : RésistantS : Sensiblel : Intermédiaire.




Tableau N°XI: Sensibilité des souches des BGN aux antibiotiqueesque leg-lactamines

Antibiotiques | AK CN NA Cip |C F SXT |FF CT LEV |NET |TOB
Code | Especes
421 K. pneumonia 12 ® 12® | 7® 18®| 12® 12® 6® 18 ($p ® - - -
417 K. pneumonia 20(S) | 10® | 16(l)) 18®) 32(S] 20(Bp® [20(S)|6® | - - -
419 Salmonella spp 21(S) | 9® | 9® | 26(S)26(S) | 22(S)6® | 21(S)| 12 (9)| - - -
448 E. aerogenes 18(S) | 12® | 22(S)33(S)[24(S) | 19(S)19(S){20(S)|10® | - - -
39 E. cloacae 22(S) | 11®| 13®] 22(9)6® [18(S)|6® | 16(S)]16(S)- - -
388 K. pneumonia 10® 6® 6® 6® 8® 6® 6® 6® 10® - - -
389 A. baumannii 20(S) | 8(S)| 6® | 15(9)6® 6® |6® | 6® | 12(S)- - -
435 Salmonella spp 21(S) | 24(SJ20(S)[32(S)|24(S) | 10®| 11®] 6(R)| 6® | - - -
Md2 P. aerugenosae 24 (S) | 20(S) - 36 (9)] - - - - 14 (S)| 24 (S)| 16 (S) | 24 (S)
Md5 P. aerugenosae 20(S) | 20(S) - 35 (9)] - - - - 15 (S)| 24 (S)| 22 (S) | 24 (S)
Md3 P. aerugenosae 22 (S) | 22(S) - 38 (9)| - - - - 13 (S) 32 (S)| 17 (S) | 24 (S)
Md 3a | P. aerugenosae 2009 | 11®| - 30 (S) - - - - 19(S)30(S)[16(S) | 14®
Md1 P. aerugenosae 20(S) | 8® | - 32 (S)- - - - 16 (S) 32 (S)| 16 (S) | 24 (S)
CN: GentamicineAK: Amikacine ;NA : Acide nalidixiqgue CIP : Ciprofloxacine;C: Chloromphénicolf: Nitofurane; SXT:

Triméthoprime-sulfaméthoxazoleFF : Fosfomycine,CT : Colistine; TOB : Tobramycine;NET : NetilmicineLEV : Levofloxacine ;

® : RésistantS : Sensible| : Intermédiaire.
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Résumé

Evaluation de I'antibio-résistance des bacilles & @m négatif isolées a partir du milieu

hospitalier de Khenchela
Résumé :

Cette étude vise a I'évaluation de l'antibio-rémiste des BGN isolées partir de 'EPH
Ahmed Ben Bella et de service d’hémodialyse depitad Ali Boushaba du la wilaya de
KHENCHELA. Ces souches ont été isolées a partididers prélevements (Urines, Liquide de
dialyse, Pus...) qui ont fait I'objet d'une étudexsdique avec des étapes d’enrichissement,
d’isolement et d’identification. En se basant stdéntification des souches a été effectuée selon
deux techniques : Api 20E et I'étude de la sens#dux antibiotiques (méthode de diffusion de

s rr

disques sur gélose et CMI par E. Test ont étés@&abkelon CA-SFM).

Parmi 50 souches ont été isolées au cours deatatie, 25 souches résistantes aux C3G
ont été identifiéePseudomonas aeruginosa est I'espece la plus isolée (28%), suivikiebsiella
pneumoniae (24%) et desalmonella spp (16%).

Une recherche phénotypique de la productiof-tlctamases a spectre étendu (BLSE) a
été également effectuée, notre résultat montrelayypdupart des souches identifiée résiste aux
C3G d'un taux de 76% aux Céftazidime, 60% aux I'Aciifne et Céfalotine, ainsi qu’une
résistance trés fréquente aux autres antibiotiqd@8p ont été enregistrés pour I'acide
nalidixique et Triméthoprime-sulfaméthoxazole,e¥36nt été enregistrés pour la Gentamycine
et tétracycline.

Recherche de la production de carbapénemasesa pacherché de test de Hodge est
positif pour une seule souche (image de tréflejgumaht la production de carbapénemases de

type métallo-beta-lactamases et représente I'imdaggynergie entre EDTA et I'imipenéme.

Les valeurs des concentrations minimales inhilggicobtenues ont montré.

pneumonaie est la plus résistante avec des céfotaxime eazdiine d'une valeur de >256

png/mil.

Quatre souches présentant le phénotype BLSE tiritolgiet d’'un test de conjugaison,
malheureusement les résultats ont été montrés nawsnuches transconjugants qui présentant

des profils identiques a ceux des souches dongitrice

Mots clé : Bacilles a Gram négatif-lactamine, Résistance, Phénotype.



Abstract

Theevaluation of the antibiotic-resistance of the BGN isolated from medium hospital in
Khenchela

Abstract

This study aims to the evaluation of the antilsioésistance of the BGN isolated from the
EPH Ahmed Ben Bella and service from hemodialy$ithe hospital Ali Boushaba in wilaya of
KHENCHELA. These stocks were insulated startingrfrearious taking away (Urines, Liquid of
dialysis, Pus...) who were the object of a classstatly with stages of enrichment, insulation and
identification. While basing itself on the identidition of the stocks was carried out accordingvim t
techniques: Api 20and the study of the sensitivity to the antibistimethod of diffusion of discs
on agar and CMI through E. Test were carried ocb@ting to CASFM).

Among 50 stocks were insulated during this stuzly,stocks resistant to the C3G were
identified. Pseudomonas aeruginosa is the species most isolated (28%), followed Kighsiella

pneumoniae (24%) andSalmonella spp (16%).

A phenotypical research of the productiondactamases with wide spectrum (BLSE) was
also carried outpur result shows that most stocks identified resise C3G of a rate of 76% in
Céftazidime, 60% with Ampicilline and in Céfalotings well as a very frequent resistance to other
antibiotics, 40% were recorded for Acid nalidiximdaTriméthoprime-sulfaméthoxazoland of 36%

summer recorded for Gentamycine and tetracycline.

Research of the production of carbapénemasesangieal test of Hodge is positive for only
one stock (clover image) indicating the productibrcarbapénemases of type metal-beta-lactamases
and represents the image of synergy between ED 8Ar@imipenéme.

The values of the inhibiting minimal concentragoabtained showed{. pneumonaie is

most resistant with céfotaxime and ceftazidime ehlae of > 256 pg/ml.

Four stocks presenting phenotype BLSE were theecbbpf a test of conjugation,
unfortunately the results were shown any stocksstranjugants which presenting profiles identical
to those of the stocks donors.

Keywords: Bacilli with negative Gram-lactamine, Resistance, Phenotype
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Evaluation de 'antibio-résistance des BGN isoléegartir du milieu hospitalier de

j‘(fi Khenchela 1"\\‘\\)

Résumeé :

Cette étude vise a I'évaluation de l'antibio-rémiste des BGN isolée partir de 'EPH
Ahmed Ben Bella et de service d’hémodialyse de pited Ali Boushaba du la wilaya de
KHENCHELA. Ces souches ont été isolées a partididers prélevements (Urines, Liquide de
dialyse, Pus...) qui ont fait l'objet d’'une étudeasdique avec des étapes d’enrichissement,
d’isolement et d’identification. En se basant stidentification des souches a été effectuée selon
deux techniques : Api et I'étude de la sensibilité aux antibiotiquesé(nhode de diffusion de
disques sur gélose et CMI par E. Test ont étésdmbelon CA-SFM).

Parmi 50 souches ont été isolées au cours deéteatle, 25 souches résistantes aux C3G
ont été identifiéePseudomonas aeruginosa est I'espéce la plus isolée (28%), suiviklebsiella
pneumoniae (24%) et desalmonella spp (16%).

Une recherche phénotypique de la productiof-tlctamases a spectre étendu (BLSE) a
été également effectuée, notre résultat montrelajydupart des souches identifiée résiste aux
C3G d'un taux de 76% aux Céftazidime, 60% aux I'Aciline et Céfalotine, ainsi qu’une
résistance trés fréquente aux autres antibiotiql@%, ont été enregistrés pour I'acide nalidixique
et Triméthoprime-sulfaméthoxazole,et 36% ont étgegstrés pour la Gentamycine et
tétracycline.

Recherche de la production de carbapénémases a pacherché de test de Hodge est
positif pour une seule souche (image de treflejgumaht la production de carbapénemases de type
métallo-beta-lactamases et représente I'image nkergie entre EDTA et I'imipenéme.

Les valeurs des concentrations minimales inhifricobtenues ont montréss.
pneumonaie est la plus résistante avec des céfotaxime edzditne d’une valeur de >256 pg/ml.

malheureusement les résultats ont été montrésnawsmuches transconjugants qui présentant des

Quatre souches présentant le phénotype BLSE dntdigjet d’'un test de conjugaison,
profils identiques a ceux des souches donatrices.

Mots clé : Bacilles a Gram négatif-lactamine, Résistance, Phénotype.
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