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Pseudomonas aeruginosa est parmi les agents pathogénes les plus fréquemment
impliqués au cours des infections nosocomiales (Bert,2000). Il produit des endotoxines
et des enzymes protéolytiques qui favorisent sa pathogénicité (Poirel, 2006) et les
infections dues a cette bactérie sont associées a une mortalité particulierement élevée, .
notamment en raison de la précarité du terrain immunologique des patients chez
lesquels elles surviennent mais aussi & cause des problémes thérapeutiques liés a la
résistance aux antibiotiques. En effet, les bactéries sont rapidement devenues capables
de résister & ’activité antibactérienne des antibiotiques. Le pouvoir d'adaptation des
bactéries se manifeste par leur capacité & acquérir de nouvelles propriétés soit par
modification de leur génome soit par gain d'information génétique nouvelle. Ainsi la
plupart des éspéces bactériennes sont capables d’intégrer dans leur génome des
déterminants de la résistance. La diffusion de génes de résistance entre bactéries a
conduit & I’apparition de bactéries dites multirésistantes, capables de résister en méme
temps a plusieurs familles d’antibiotiques. La résistance des bactéries aux
antibiotiques est un probléme majeur en santé publique qui devient de plus en plus
inquiétant notamment avec ’accroissement de la multirésistance des bactéries
pathogeénes humaines, ainsi qu’avec 1’émergence rapide de nouveileé résistances a des
molécules récentes. L’administration répétée des antibiotiques chez I'homme et
I’animal tend & augmenter le nombre de bactéries résistantes. La plasticité du génome
des bactéries leur confére un pouvoir d’adaptation et d’évolution extrémement rapide
en fonction du milieu environnant. Par le passé, les bactéries ont réussi a muter, a
acquérir et transférer I’information génétique nécessaire pour résister aux antibiotiques
utilisés. Le transfert horizontal des génes de résistance entre bactéries est le principal
mécanisme responsable de la dissémination de la résistance aux antibiotiques. Dans la
situation actuelle, il devient essentiel de détecter précocement les nouveaux
mécanismes de résistance aux antibiotiques récemment introduits sur le marché et
également de comprendre les mécanismes de diffusion des génes de résistance.

P. aeruginosa posséde une aptitude remarquable & acquérir de nouveaux mécanismes
de résistance qui viennent s’additionner & une résistance naturelle importante. Le
risque d’émergence de mutants résistants en cours de traitement est élevé, ce qui

contribue & accroitre la mortalité au cours de ces infections (Carmeli et coll.,1999). Les
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‘B-lactamines, qui sont le plus souvent utilisées en association avec un aminoside ou

une fluoroquinolone, occupent une place de choix dans la stratégie thérapeutique des
infections & Pseudomonas aeruginosa. Cependant, leur utilisation doit étre adaptée aux

mécanismes de résistance aux B-lactamines de P. aeruginosa.

La these se divise en trois parties. La premiére partie consiste en une synthése
bibliographique rappelant la prépondérance de P. aeruginosa dans un grand nombre
d’infections humaines et I’importance des B-lactamines dans le traitement de telles
infections. Apreés un rappel des caractéristiques structurales et du mécanisme d’action
des B-lactamines et des inhibiteurs de pB-lactamases, un chapitre spécifique consacré
aux f-lactamases résume les données actuelles sur 1’activité des $-lactamases des
différentes classes moléculaires chez P. aeruginosa. '

Dans une seconde partie, seront présentées les méthodes qui ont été utilisées au
laboratoire « antibiotiques antifongiques » pendant la période d’étude.

Enfin, la troisitme partie sera consacrée aux résultats obtenus qui portent
principalement sur 1’état actuel de la résistance aux antibiotiques de P. aeruginosa au
niveau des différents services du C.H.U de Tlemcen . Enfin, les différents mécanismes
de résistance aux P-lactamines existant chez P. aeruginosa et leur caractérisation

seront exposés.
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1. Pseudomonas aeruginosa
1.1 Habitat et pouvoir pathogéne

Pseudomonas aeruginosa, espéce type du genre Pseudomonas, est un bacille 8 Gram
négatif, mobile par flagelle polaire, aérobie strict ubiquitaire, produisant un pigment
bleu-vert appelé pyocyanine, spécifique de P. aeruginosa, et un pigment jaune-vert
fluorescent, appelé pyoverdine, commun a d’autres espéces. Le réservoir naturel de
cette bactérie saprophyte est I’eau, les végétaux au contact de cette eau et les sols
humides (Murray et al. ,1999) . Peu abondant sur la peau et les muqueuses de
I’homme, P. aeruginosa leur est apporté par les aliments, expliquant qu’il soit trouvé &

faible concentration dans le tube digestif de 4 & 12% des individus sains ( Bodey et

-al.,1983), ne constituant donc qu’une espeéce mineure de la flore intestinale. La

présence prolongée ou en abondance de P. aeruginosa dans la flore digestive résulte
généralement d’une antibiothérapie sélective. P. aeruginosa se comporte comme un
agent pathogéne opportuniste essentiellement, mais non exclusivement, chez les
patients immunodéprimés ou atteints de mucoviscidose. P. aeruginosa est alors
responsable d’infections trés polymorphes dans leur expression et d’autant plus graves
qu’il posséde de nombreux facteurs de virulence et qu’il est naturellement résistant a
de nombreux antibiotiques et antiseptiques. Une des raisons pour lesquelles P.
aeruginosa est un pathogéne opportuniste efficace réside dans la grande variété de ses
facteurs de virulence, parmi lesquels nous distinguerons ceux impliqués dans la
colonisation (Tang et al.,1995 ) , ceux impliqués dans I’invasion et la survie de la
bactérie (Lazdunski,1998) et ceux responsables de Iésions tissulaires (Woods et

Vasil, 1994 ) .
1.2. Incidence clinique

Parmi les différentes bactéries responsables d’infections chez ’homme, P. aeruginosa
représente une espece particuliere. Ceci est 1ié en grande partie a la multiplicité de ses
facteurs de virulence, que nous venons d’énoncer, ou encore a sa résistance

particuliere a de nombreux antibiotiques, mais également aux nombreuses formes

@Mﬁ’&ﬁw
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d’expression que peut prendre une telle infection. Ses exigences nutritives modestes et
la nécessité d*un environnement humide et modérément chaud pour sa multiplication,

font, de tous les réservoirs d’eau ,des sources potentielles de bacille souvent a I’origine
d’infections, particuliérement en milieu hospitalier ( éviers, siphons, solutions
acqueuses d’antiseptiques...)(Salyer et Witt, 2002). La source secondaire de
contamination est le malade colonisé ou infecté lui méme, principalement par ses
exsudats ( plaies infectées, crachats, urines...). La transmission peut donc se faire soit
a partir d’un réservoir, soit de malade a malade par Pintermédiaire du personnel

soignant (Sechér et al.,2005).
1.3.Traitement des infections a P. aeruginosa

Initialement appelé bacille pyocyanique ( du grec : puon, pus et du latin: cyaneus,
bleu foncé) , P . aeruginosa fit isolé pour la premiere fois en médecine humaine en
1882, par le pharmacien des armées Gossard qui, & I’occasion de sa thése, voulait en
étudier le pigment (A\}ril et al., 2000). A cette époque, I’apparition du « pus bleu
chirurgical » était plut6t rassurante puisqu’il €loignait le spectre de la gangréne
(Grimont,1998). Aujourd’hui, il n’est plus de méme, et P. aeruginosa entraine
généralement de nombreux problemes thérapeutiques. En effet, P. aeruginosa est
redouté pour sa résistance naturelle & la plupart des antiseptiques utilisés en pratique
hospitaliere ainsi qu’a de nombreux antibiotiques. Par conséquent, un antibiogramme
est nécessaire pour chaque souche responsable d’infection, afin d’adapter au mieux
1’ antibiothérapie. La nature nosocomiale de la plupart des infections & P. aeruginosa
rend nécessaire une parfaite connaissance des mécanismes de transmission et des
risques d’infection, dans le but d’éviter d’éventuelles diffusions d’épidémies.
Néanmoins, ['une des régles admises dans le traitement de ces infections est d’utiliser
une association incluant une P-lactamine et un autre antibiotique, le plus souvent
aminoside ou quinolone (Nordmann, 2003). Cette association permet dé diviser par

trois le risque de sélection de mutants résistants (Bedos, 2003).
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2. p-lactamines et inhibiteurs de B-lactamases

2.1. Généralités. Historique

La famille des bétalactamines comprend un grand nombre de molécules (Tableau 1),

toutes caractérisées par la présence d’un cycle B-lactame(Figures let 2) indispensable

a D’activité antibiotique, une faible toxicité, associées a un mode d’action fort
comiplexe sur des protéines de la membrane cytoplasmique, dénommées protéines liant

la pénicilline ( PLP) ou penicillin binding proteins(Cavallo,2004).

Bien que la pénicilline ait été réellement découverte en 1896 par un jeune médecin,

Ernest Duchesne ( Prescott et al. , 1995), on considere que I’histoire des B-lactamines

a réellement commencé trente ans plus tard avec ’observation d’Alexander Fleming

en 1929, qui remarqua qu’une souche de Penicillium produisait un agent diffusible
capable d’inhiber la croissance bactérienne. Il appela cet agent pénicilline . Ce n’est en
fait, qu’au début de la seconde guerre mondiale, que I’activité chimiothérapeutique de
la pénicilline fut démontrée (Chain et al.,1940). L’introduction de la pégicilline en
pratique clinique entraina alors la découverte de beaucoup d’autres antibiotiques
durant les années 1940-1950 (streptomycine, chloramphénicol, kanamycine...). Les
molécules disponibles appartenant 2 la famille des B-lactamines se limitaient alors a la
pénicilline G (benzylpénicilline) et & 1a pénicilline V( phénoxyméthylpénicilline).

Il faudra attendre le début des années 1960 pour que I’isolement naturel du noyaﬁ
pénicilline ou péname ou encore acide 6-amino-pénicillanique (6-APA) par Batchelor
et al(1959) permette de réaliser la synthése des pénicillines semi-synthétiques
(ampicilline, cloxacilline ...), d’une part, et pour que la coupure artificielle de la
chaine latérale de la céphalosporine C, libérant le noyau céphalosporine ou céphéme
ou encore acide 7-amino-céphalosporanique (7-ACA) permette la synthése des

céphalosporines semi-synthétiques, d’autre part (Morin et coll.,1962) (figures 1,2et 3 ).

Ces deux découvertes majeures marquent le réel point de départ de I’histoire des p-

lactamines. La découverte des inhibiteurs de p-lactamases, tels que Pacide
clavunalique, eut lieu une quainzaine d’années plus tard (Brown et al., 1976).

L’origine de la plupart des B-lactamines est donc naturelle. Elles sont principalement

synthétisées par trois genres de champignons filamenteux : - Penicillium (pénicilline
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G), Streptomyces clavuligerus (céphamycine C et acide clavulanique) et S. cattlyea

(imipénéme) et Cephalosporium (céphalosporine C ) ( Medeiros,1997).

Tableau 1.Classification des B-lactamines (groupes et sous-groupes) et principales
Molécules (Doublet,2004) .

Cephalosporines

Carbapenémes

Monobactames

Acviurédido-pénicilline
Amido-pémcilline
Inhibiteurs des B-lactamases

Premidre génération (C1G)

Deuxiéme génération (C2G)

|

Trowstme génération (C3G)

Quatrié

|

me génération (C4G)

Groupe Saus-gx%wpe Principales moleécules
PéﬁicilﬁLe G Benzylpénicilline, Phénoxypémeilline
Pénieilline M Oxacilline, Cloxacilline
Pémcilline A Ampicitline, Amoxicilline
Pénicillines

Pipéracilline, Ticarcilline
Prvmécillinam

Acide clavulantnque, Sulbactam
Céfaléxine, Céfalotine
Céfoxtime, Céfamandole

Cefotaxime, Céfopérazone,
Ceftnaxone, Céftiofur

Céfépime, Céfpirome

Imipénéme

Aztréonam
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Fig 1. Développement des pénicillines semi-synthétiques( Rolinson,1998).

2.2. Classification des p-lactamines

Les B-lactamines, quw’elles soient naturelles ou produites par hémisynthése, sont
classées en fonction de la nature du noyau entrant dans leur structure de base (Smith et
al.,2001 ). La structure du noyau de base, qui comporte toujours le cycle p-lactame,
permet de répartir ces produits en trois grands groupes : les dérivés de ’acide 6-
amino-pénicillanique, les dérivés de 1’acide 7-amino-céphalosporanique et les

monobactames.
2.2.1. Dérivés de I’acide-6-amino-pénicillanique.

Leur noyau de base associe un cycle B-lactame & un cycle thiazolidine, spécifique des
pénicillines. Il intégre le grand groupe des B-lactamines ayant un noyau péname,

caractéristique des pénicillines, parmi lesquelles il y a lieu de distinguer au moins sept
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Cycle f-lactame (B) + cydle thiazolidine (4)

Cycle commun [-lactams (B}

Diérivés de l'ackle s-amino-pénicillanique

+ Pénames {pénicillines)

- Pénicilines G et V sensibles aux penicilinasss. 1 |
- Pénioilires antistaphylococciques résistantes aux - 6 gﬂﬁm? ‘fﬁ Rz

penicillinases : pénicillines M semi-synthétiquss B! §
- Pénicillines & large specire {ampicilling of a@mmrﬁaﬂ i _——L\

et penicilines actives sur Paeudomonas aeruginosa 8

(carbioxypenicilines et uréidopenicillines)

- Amidinopénioilines (plwmeci

gaillirarn)
- Pénicilines suffones (sulbactam ef tazchastam)
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Figure 2. Classification des B-iactamines:dérivés de I'acide 6-amino-
pénicillanique (Cavallo et al., 2004)_
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sous-groupes différenciés par leur structure chimique, leur stabilité, leur spectre et leur

activité antibactérienne. Ce sont (figure 2):

les phénoxypénicillines et analogues de la pénicilline G, la méthicilline et les
isoxazolylpénicillines, les aminopénicillines, les carboxypénicillines, les
acyluréidopénicillines, les amidinopénicillines, les pénicillines sulfonées et les

méthoxycarboxypénicillines.

D’autres p-lactamines ont un noyau qui dérive du noyau péname par substitution du
soufre en position 1 :

¢ La substitution du soufre en position 1 du noyau péname par un oxygene est a

I’origine du noyau clavame ; l’acide clavulanique est la seule molécule

naturelle actuellement commercialisée das ce groupe ;

e La substitution du soufre en position 1 du noyau péname par un atome de
carbone est a ’origine du noyau pénéme ; les carbapénémes les plus connus

sont I’imipénéme, le méropénéme et I’ertapénéme (Cavallo,2004).
2.2.2. Dérivés de ’acide 7-amino-céphalosporanique .

Leur noyau de base associe un cycle B-lactame a un cycle dihydrothiazine pour former
l’acide“ 7-aminocéphalosporanique ou 7-ACA (noyau céphéme), qui distingue les
céphalosporines des pénicillines. Suivant les substituants en R3 et R4, on distingue les
céphalosporines, les céphamycines et les oxacéphémes(figure 3). La particularité du
noyau céphéme et les nombreux radicaux de substitution proposés expliquent les
propriétés antibactériennes différentes des céphalosporines, justifiant leur distinction

fonctionnelle en plusieurs générations, de spectre et d’intérét clinique variables.
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Figure 3. Classification des p-lactamines:dérivés de I'acide 7-amino-
céphalosporanique et monobactames(Cavallo et al., 2004)
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2.2.3. Monobactames .

Leur noyau se caractérise par la présence du noyau monocyclique, azétidine, limité au

cycle pB-lactame (figure 3). Seul P’aztréonam est & P’heure actuelle prescrit (Le

Noc,1999).
2.3. Mode d’action des p-lactamines

Les B-lactamines sont des agents bactéricides qui inhibent la synthése de la paroi
bactérienne. Elles interviennent dans la derniére étape du processus d’élaboration de
I’un des éléments essentiels de la paroi : le peptidoglycane (figure 4 et 5) (Charlier et
al.,1998); en effet, le peptidoglycane est un polymeére glycoprotéique dont le
précurseur est constitué d’un motif associant de la N-acétyl glucosamine (GlcNAc) a
de ’acide N-acétyl muramique (MurNAc), sur lequel est branché un.pentapeptide
comprenant de la L-alanine (I-Ala), de ’acide D-glutamique ( D-Glu), de la L-lysine
(L-Lys) dans les bactéries a Gram positif ou de ’acide mésodiaminopimélique (DAP)

chez les bactéries a Gram négatif, et deux résidus D-alanine (D-Ala).

Porine
Acides teichoique
LPS
Polysaccharidei T Gt -
Lipide A i ] b VNN N
-~ Mermbrane exteme %M
Nl e
w —Peptidoglycane — w
N e T T — '
v, e, LS
) A e e A - PLP
Maaamantanan® T we [ MARAARAAAGIAAT
i cytoplasmioue T RN
YUULRBLUERRENEE T L BUBBREBBLRRBRLLY
Gram négalif Gram g;osm_f
18 Phospholipides

Figure 4. Représentation schématique de la paroi des bactéries 2 Gram négatif et
“a Gram positif. '
LPS : lipopolysaccharide ; PLP :protéines de liaison aux pénicillines.
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Figure 5. Fermeture des ponts peptidiques du peptidoglycane
(Charlier et al.,1998).
Les chaines saccharidiques sont en noir (G : N-acétylglucosamine ; M : acide N-acétylmuramique) et la partie
peptidique en rouge. La partie saccharidique est synthétisée par ajout des unités disaccharide -peptide liées au
transporteur lipidique.La réaction de transpeptidation décrite ci-dessus est catalysée par uneDD-peptidase

habituellement sensible & la pénicilline. Elle a pour résultat la formation de ponts peptidiques entre les chaines
saccharidiques, ce qui assure la résistance mécanique du polymere.
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L’arrangement tridimentionnel du peptidoglycane se fait par liaison entre la L-Lys ou
le DAP du pentapeptide d’un chainon peptidique et I’avant-dernier D-Ala d’un autre
chainon avec relargage du D-Ala terminal (Figure 5). Cette réaction, appelée
transpeptidation, est catalysée par des transpeptidases et des carboxypeptidases (Frere
et Joris, 1985 ; Tankovic,2000), qui sont des protéines généralement insérées dans la
membrane cytoplasmique des bactéries par leur extrémité N-terminale et dont le site
actif est orienté vers I’espace périplasmique. Ces enzymes sont la cible principale des
B-lactamines, c’est pourquoi elles sont également appelées protéines liant la pénicilline
(PLP) ou «penicillin-binding proteins » (PBP). Les B-lactamines se fixent sur ces
enzymes par analogie de structure entre le noyau p-lactame et le dipeptide D-Ala-D-
Ala, et inactivent ces enzymes suite 3 P’acylation de leur sérine active par le cycle B-
lactame. Cette inactivation serait suivie d’une dérepression des inhibiteurs des
autolysines bactériennes, entrainant ainsi la lyse de la cellule.

Plusieurs PLPs sont présentes en nombre variable (3 a plus de 8) dans chaque espéce
bactérienne, et les B-lactamines se fixent & ces protéines avec des affinités différentes
(Fisher et al., 2005). Les PLPs de haut poids moléculaire sont généralement des
enzymes bi-fonctionelles (transpeptidases et transglycosylases), tandis que Pactivité
des PBPs a bas poids molécuiaire est souvent limitée & une seule fonction DD-
peptidase (DD-transpeptidase ou DD-carboxypeptidase) (Nguyen-Distéche et al. ,
1998 ). Dans le cas particulier de P. aeruginosa, sept PLPs ont été décrites : les PLPs
de haut poids moléculaire 1a, 1b, 2 et 3, et les PLPs de bas poids moléculaire 4, 5, 6
(Curtis et al.,, 1979 ; Nagushi et al. , 1979). Plus tard, une PLP de bas poids
moléculaire supplémentaire a été décrite chez P. aeruginosa : la PLP7 (Song et al. ,
1998). La PLP2 semble étre la cible spécifique des carabapénémes, et plus
particulierement de I’imipénéme, tandis que le méropénéme se fixe également aux
PLPs 3 et 4 avec une bonne affinité (Yang et al. ,1995). C’est également sur PLP3 que
se fixent les principales B-lactamines actives sur P. aeruginosa telles que la
cefsulodine, la ceftazidime, la pipéracilline et la ticarcilline, et avec une trés bonne
affinité par opposition a la PLP4 (Neu et Scully, 1984 ; Gotoh et al. , 1990), ainsi que
les céphalosporines les plus récentes (céfépime et cefpirome) (Pucci et al. ,1991). La

PLP3 est fréquemment impliquée par mutations ponctuelles dans la résistance acquise
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de P. aeruginosa aux B-lactamines (Godfrey et al. , 1981 ; Gotoh et al. ,1990). Par
ailleurs, ce sont vraisemblablement ces protéines qui, dans le processus naturel de
I’évolution, ont donné naissance aux différentes B-lactamases (Galleni et al., 1995 ;

Massova et Mobashery, 1998).
2.4. Indications thérapeutiques des p-lactamines

La faible toxicité, la souplesse des dosages, la puissante activité bactéricide, ainsi que
le cofit modéré des B-lactamines (au moins pour la plupart d’entre elles), en font les
antibiotiques les plus fréquemment prescrits dans le monde. Leurs indications
thérapeutiques sont vastes et concernent la plupart des bactéries impliquées dans les
infections humaines (Rodriguez-Villalobos et Struellens, 2006).

Les premiéres pénicillines (pénicilline G, méticilline et isoxazolylpénicillines) étaient
essentiellement actives contre les bactéries |a Gram positif (staphylocoques et
steptocoques). Aujourd’hui, elles restent des antibiotiques de choix pour le traitement
des infections a cocci & Gram positif. On préfere souvent 1’oxacilline & la méthicilline,
mieux tolérée par les patients souffrant d’affections rénales, et probablement moins
toxique. Le spectre d’activité des aminopénicillines est étendu aux especes de bactéries
a Gram négatif ne produisant pas, a I’état naturel, de pénicillinase : Haemophilus
influenzae, Neisseria meningitidis, Proteus| mirabilis, Salmonella et Shigella.
L’ampicilline et ’amoxicilline sont largement utilisées dans le monde entier,

particuliérement pour le traitement des infections respiratoires chez [’enfant.

L’amoxicilline différe de I’ampicilline par sa nweilleure absorption digestive. Enfin, les
pénicillines & large spectre (carboxy- et uréidopénicillines) sont actives sur les
bactéries anaérobies et sur un grand nombre de bacilles & Gram négatif aérobies qui
produisent, a 1’état naturel, une céphalosporinase. Les carboxypénicillines sont
essentiellement employées dans le traitement des infections & P. aeruginosa. Pour
renforcer leur activité (synergie), et pour éviter la sélection de mutants résistants, ces
molécules sont généralement utilisées en association avec un aminoside dans les
infections graves (Nordmann, 2003).

Les C1G sont actives (modérément) sur les bacilles a4 Gram négatif ne produisant pas

de céphalosporinase inductible a 1’état naturel (E. coli, P. mirabilis, Klebsiella spp.), et
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sont trés actives sur staphylocoques, méme producteurs de pénicillinase plasmidique.
Elles sont maintenant utilisées pour le traitement des infections a staphylocoque chez
les patients allergiques aux pénicillines, et en chimioprophylaxie en chirurgie
(céfazoline).

Les C2G possédent un spectre d’activité plus large. Elles sont efficaces vis-a-vis de
certains bacilles 4 Gram négatif naturellement résistants aux C1G : Enterobacter,
Serratia, Providencia, Morganella et Citobacter freundii. Cas particulier parmi les
C2G, la céfoxitine (céphamicyne) est caractérisée, par son activité vis-a-vis de
Bacteroides fragilis et sa trés grande stabilité vis-a-vis des pénicillinases et des LSE.
Elle est généralement utilisée, en association avec un aminoside, dans le traitement des
infections multiples dues 4 des germes aérobies et anaérobies. Il faut cependant
préciser que les C2G ne sont pas actives sur P. aeruginosa.

Les C3G ont 4 peu prés le méme spectre d’activité que les pénicillines a spectre large
pour ce qui est des bactéries aérobies & Gram négatif. Leur originalité réside dans le
fait qu’elles sont trés actives sur les bactéries aérobies & Gram négatif (CMI trés
basses), y compris celles produisant des pénicillinases plasmidiques. Le céfotaxime et
la ceftriaxone sont les plus utilisées, la deuxiéme étént administrée une fois par jour
grice a sa longue demi-vie. Par la suite, la ceftazidime, la cefsulodine et la
céfopérazone, et plus récemment le céfépime et le cefpirome, montrérent une bonne
activité sur P. aeruginosa. La ceftazidime est préférentiellement utilisée, souvent en
association avec un aminoside ou avec la ciprofloxacine, dans les infections sévéres
P. aeruginosa, dans le traitement des pneumopathies nosocomiales de réanimation et
dans les poussées de surinfection bronchique chez les patients atteints de
mucovisidose. Enfin, certaines C3G, telles que le céfixime et le ceftibuten, peuvent
étre administrées par voie orale, mais sont moins actives en raison des posologies peu
€levées. L’émergence des BLSE et des souches hyperproductrices de céphalosporinase,
conséquence d’antibiothérapies sélectives, remet sérieusement en cause 1’utilisation
des C3G, en particulier dans le traitement des infections nosocomiales dues 3 des
bacilles & Gram négatif (Nauciel et Vildé,2005). |
L’aztréonam (monobactame) a un spectre d’activité unique limité aux bacilles aérobies

a Gram négatif, et particuliérement aux entérobactéries et & P. aeruginosa. Il peut étre
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combiné avec d’autres agents antibactériens dans les infections mixtes & bacilles a
Gram négatif aérobies et & bactéries anaérobies (clindamycine) ou & cocci & Gram
positif (vancomycine) (Mouton et al .,2000).

L’imipénéme (carbapénéme) est I’antibiotique ayant le spectre d’activité le plus large
parmi les B-lactamines. Il est aussi actif sur les staphylocoques et les streptocoques que
les pénicillines, et la plupart des especes de bactéries a Gram négatif y sont
“naturellement sensibles. De plus, & la différence de la plupart des pénicillines et des
céphalosporines, I’imipénéme posséde une excellente activité vis-a-vis des bactéries
anaérobies de tjpe Bacteroides. L’ imipénéme conserve son activité face a la plupart
des mécanismes acquis de résistance chez les bacilles & Gram négatif : pénicillinase,
BLSE, hyperproduction de céphalosporinase. Il s’agit souvent d’un antibiotique de
derniére intention dans le traitement des infections dues 2 des bacilles & Gram négatif
multirésistants, ou dans le cas d’infections mixtes par des organismes aérobies et
anaérobies. Il est co-administré avec la cilastatine, inhibiteur de la déhydropeptidase

rénale, afin d’éviter sa dégradation in vivo par cette enzyme (Bryskier,1999).
3. Mécanismes de résistance de Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques

P. aeruginosa est caractérisé par une résistance naturelle & de nombreuses familles
d’antibiotiques et par son aptitude a I’acquisition de nouvelles résistances vis- a-vis de
composés habituellement actifs. Les principales familles d’antibiotiques présentant un
intérét thérapeutique sont les P-lactamines , les aminosides et les fluoroquinolones

(Bert,2000).
3.1. Résistance aux fi-lactamines

P. aeruginosa dispose pour contrer 1’efficacité des B-lactamines d’une quinzaine de
systemes connus & ce jour (Chen et al.,1993 ; Rio et al.,2002)

L’activité d’une P-lactamine est la résultante de sa pénétration 2 travers la paroi
bactérienne, de 1’affinité pour sa cible et de sa capacité & résister 4 I’hydrolyse par
d’éventuelles B-lactamases. Parmi les mécanismes de résistance de P.aeruginosa aux
B-lactamines, nous distinguerons ici ceux appartenant a la résistance naturelle de ce

ceux appartenant a la résistance acquise.
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3.1.1. Résistance naturelle.

P.aeruginosa est naturellement résistant a4 un grand nombre d’antibiotiques (a
certaines P-lactamines, mais également aux glycopeptides, macrolides, tétracyclines,
acide nalidixique, chloramphénicol et triméthoprime). Les mécanismes participant a
cette résistance naturelle aux P-lactamines sont au nombre de trois, fréquemment
regroupés sous I’appellation de « résistance intrinséque » de P. aeruginosa aux B-
lactamines : ’'imperméabilité relative de la membrane externe, la présence de systémes
d’efflux actif et la production d’une B-lactamase chromosomique de classe C

spécifique de cette espéce bactérienne.

3.1.1.1 Imperméabilité de la paroi.

La structure de la paroi de P. aeruginosa est semblable a celle de toute autre bactérie a
Gram négatif (Figure 4), mis 4 part les exopolysaccharides existant dans les souches de
phénotype «mucoide» responsables de la dégradation de 1’état général des patients
atteints de mucoviscidose. La membrane externe est donc constituée d’une bicouche -
phospholipidique, dont le feuillet externe est majoritairement constitué de
lipopolysaccharides (LPS ou endotoxine) (Figure 4), portant & son extrémité O
polysaccharidique (partie hydrophile) la spécificité antigénique O de la bactérie. Outre
ces sucres localisés dans la partie la plus externe du LPS, on trouve également un
composant interne ancré dans la membrane (partie hydrophobe), le lipide A
(diglucosamine phosphate associé a cinq & sept acides gras), lui- méme 1ié a une partie
intermédiaire, le core, composé de huit a douze sucres variables et comprenant un
octasaccharide chargé négativement (2-céto-3- déoxyoctanate) (Hancock, 1997).
Ainsi, le core fait du LPS une surface externe polyanionicjue, dont la forte charge
négative est partiellement neutralisée par la présence de cations divalents (Mg”" et
Ca2+). C’est en entrant en compétition avec ces cations, et en les délocalisant, que
certains antibiotiques chargés positivement (tels que les aminosides) peuvent interagir

directement avec le LPS et se frayer un chemin vers ’espace périplasmique (Figure5).
Ce n’est cependant pas le cas des B-lactamines, molécules hydrophiles pour lesquelles
il a été montré 'que la perméabilite" de la membrane externe de P. geruginosa était 10 a

100 fois plus faible que celle de E.coli (Yoshimura et Nikaido, 1982 ; Nakae,1995).
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Ceci est la conséquence des propriétés particulieres de certaines protéines de la paroi
de P. aeruginosa : les porines, initialement appelées ‘OMP’ pour ‘outer membrane
proteins’ (Nikaido et al. , 1991), et du fait que cette espéce bactérienne possede un
nombre peu élevé de ces protéines dans sa membrane externe (Satake et al. , 1991).
Or, les porines sont des canaux hydrophiles transmembranaires (Figure 5 ), permettant
le passage sélectif de petites substances hydrophiles & travers la membrane externe,
vers I’espace périplasmique comme vers le milieu extérieur. Elles représentent donc la
voie de passage privilégiée des PB-lactamines (ainsi que des fluoroquinolones
hydrophiles). Les B-lactamines pénétrant le plus facilement la membrane externe de P.
aeruginosa sont les monoanions (pipéracilline), les zwitterions (ceftazidime,
imipénéme) et celles portant deux charges négatives (cefsulodine, aztréonam).
Plusieurs porines ont été décrites chez P. aeuruginosa : C,D1, D2, E,F, G,HetIetla
caractérisation de la diffusion de plusieurs B-lactamines a travers certaines d’entre
elles a été étudiée (Satake et al. , 1990 ; Trias et Nikaido, 1990a). Généralement, les
porines semblent fournir des voies de diffusion non spécifiques. Cependant, leur
nombre et leur limite d’exclusion sont autant de facteurs limitants. C’est ainsi que les
grosses molécules anioniques, telles que la ceftazidime ou I’aztréonam, diffusent plus
facilement a travers la porine C, alors que I’imipénéme utilise de fagon préférentielle
la porine D2 (Trias et Nikaido, 1990b), désormais nommée OprD, probablement grace
a I’analogie de structure existant entre les acides aminés basiques et la chaine latérale

de I’'imipénéme.
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Figure 5. Structure schématique de la paroi de P. aeruginosa et des différents
systémes impliqués dans la résistance de cette bactérie aux p-lactamines
(Plésiat ,1998) '

3.1.1.2. Systémes d’efflux actif.

Contrairement & ce qui était admis depuis longtemps, la résistance intrinséque de
P.aeruginosa aux [-lactamines ne peut étre imputée uniquement a la faible
perméabilité de sa membrane externe. En effet, il a été récemment montré que des
systémes naturels d’efflux actifs (leur fonctionnement est inhibé par des agents
découplants tels que le carbonyl cyanide m-chlorophénydrazone ou CCCP) sont
insérés dans la paroi et permettent & P.aeruginosa d’expluser des antibiotiques
appartenant a plusieurs familles, dont les B-lactamines (Li et al. , 1994). Outre cette
fonction, il semblerait que ces systemes soient égalemént impliqués dans le rejet des

produits du métabolisme vers le milieu exterieur (Poole, 1994). Ces systémes d’efflux
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existent donc dans la plupart des especes bactériennes, tel que le régulon mar (multiple
antibiotic resistance) décrit chez E. coli (Alkshun et levy, 1997), mais leur action est
particuliérement renforcée chez P. aeruginosa par la faible diffusion des antibiotiques
a travers la membrane externe. A ce jour, trois systémes d’efflux sont bien caractérisés
chez P. aeruginosa . MexA-MexB-OptM ,MexC-MexD-OprJ et MexE-MexF-OprN
(Poole et al. , 1993 ; Li et al. , 1995; Poole et al. 1996 ; Koehler et al. , 1997),
’opéron MexA-MexB-OprM étant le premier & avoir été caractérisé, et celui pour
lequel le plus grand nombre d’informations est disponible dans la
littérature(Hocquet,2004; Cattoir,2004). Chacun de ces systémes est constitué€ par une
association protéique tripartite corﬁprenant : une protéine localisée dans la membrane
cytoplasmique jouant le rdle de transporteur pour un ensemble de molécules a
caractére ampiphile (pompe a H': MexB, MexD ou MexF), une protéine de
membrane externe (OprM, OprJ ou OprN) a travers le canal de laquelle les molécules
initialement captées par la pompe seront explusées vers le milieu extracellulaire, et une
protéine périplasmique dite "de fusion membranaire" (MexA, MexC ou MexE) reliant
les deux autres composants du systéme (Figure 5). La pompe tire son énérgie du
gradient électrochimique de la membrane cytoplasmique : ’explulsion d’une molécule
d’antibiotique est donc couplée a I’entrée d’un proton dans le éytoplasme. Le site exact |
de la prise en charge de la molécule a exporter par la pompe demeure cependant
inconnu. De plus, il semblerait que pour chaque systeme d’efflux, ce soit la pompe qui
soit le composant majeur et déterminant d’une certaine spécificité de substrat du
systéme, notamment concernant les f-lactamines. Ceci a pu étre démontré par
’observation que la surexpression de OprM seule modifiait peu le phénotype de
résistance d’une souche sauvage de P. aeruginosa et, par conséquent, n’était pas seule
responsable de I’efflux (Wong et al. , 1997), ainsi que par la construction de pompes
chimériques MexAB-OprJ et MexCD-OprM (Srikumar et al. , 1997) et 1’expression
individuelle de chacun des composants des systetmes MexAB-OprM et MexCD-Opr]J
dans une souche d’E. coli déficiente en systéme d’efflux (Srikumar et al. , 1998 ). II
faut cependant préciser ici qu’il a été trés récemment démontré que la protéine OprM
seule était capable d’expulser des antibiotiques et contribuait, a elle seule, a la

résistance naturelle de P.aeruginosa de par sa capacité d’efflux actif indépendante de
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MexAB (Zhao et al.,, 1998). Les détails de la spécificité de substrat de ces trois

systémes, concernant les B-lactamines, seront abordés dans un paragraphe du chapitre

suivant traitant de la résistance acquise de P.aeruginosa aux B-lactamines par

surexpression des systémes d’efflux. On peut cependant noter d&s a présent que trois

antibiotiques semblent étre des substrats privilégiés de ces pompes : la tétracycline, le

chloramphénicol et la norfloxacine (Nikaido, 1996 ; Li et al. , 1994). Au niveau

génétique, ces trois systémes sont codés par trois opérons distincts situés a des endroits

différents sur le chromosome de P. aeruginosa , mais présentant une organisation

comparable dans laquelle I’unité transcriptionnelle comprenant les génes de structure

de chaque composant se trouve sous le controle d’un régulateur (Poole et al. , 1996 ;

Koehler et al. , 1997) (Figure 6). Ce sont des génes régulateurs qui, sous 1’effet de

mutations, sont résponsables de la surexpression des systeémes d’efflux, comme nous |
pourrons le voir dans le chapitre suivant. Parmi ces trois systémes, seul le systéme

MexAB-OprM contribue 2 la rés;staince naturelle de P. aeruginosa (Poole et al. ,

1993). De plus il est le seul systént‘ie exprimé de fagon constitutive chez cette bactérie,

les deux autres étant réprimés chezj les souches sauvages (Poole et al. , 1996 ; Koehler
et al. , 1997; Gotoh et al. , 15994). Ce systtme d’efflux actif fonctionnant en
permanence explique donc en grande partie la résistance intinséque du bacille
pyocyanique & de nombreux agentjs anti-bactériens dont certaines - lactamines, mais
il ne faut cependant pas oublier Que celle-ci résulte également du faible nombre de
molécules d’antibiotiques ayant pu franchir la paroi de la bactérie via les porines, et de
I’hydrolyse par la 8-lactamase périplasmique codée par le chromosome de cette espéce
(Piddock, 2006).
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Figure 6. Organisation génétique des opérons mexAB-oprM, mexCD-oprJ,
mexEF-OprN, mexJK et mexXY avec leurs régulateurs transcriptionnels che
P.aeruginosa(Cattoir,2004).

Chaque opéron contient les génes encodant les trois protéines du systéme (pompe RND, MFP et porine) sauf
mexJK et mexXY dont les produits s’associent avec la porine OprM. Chaque opéron est contrdlé au niveau local
par un répresseur (—) ou un activateur (+) dont le géne est situé en amont. A noter que la transcription de
I’opéron mexEF-oprN est aussi contrdlée par un répresseur dont le géne est situé a distance sur le chromosome.
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3.1.1.3. La céphalosporinase chromosomique de P .aeruginosa : p-lactamase de

classe C

P. aeruginosa comme Enterobacter cloacae, Citrobacter freudii ou encore Serratia

marscecens, posséde une B-lactamase chromosomique typique de l’espéce dont

Pexistence est connue depuis pl

souvent appelée "céphalosporid

spectre de substrat, appartient 3

1991), déterminée par la présen

Elle est codée par le géne am

plupart des entérobactéries, don

ampR, ampG, ampD et ampE.
régulation de I’expression du ge
(Figure 7), et il est probable
aeruginosa, méme si certains €l¢
chez cette espece. Produite a u
naturelle de P. aeruginosa vis-
enzyme est normalement prody
activateur de la transcription de
production est également induct
la céfotaxine (Sykes et Matthey
comme un activateur fort car i
des P-lactamines, a P’excepti
(céfépime et cefpirome) et des ¢
I’induction est un phénoméne t

constitutive que nous détaillero

ici que I’activité de ce type de fi

us de trente ans (Sabath et al. , 1965). Cette enzyme,
lase chromosomique" de par la spécificité de son
la classe moléculaire C de Ambler (Ambler et al.,
ce de trois éléments de structure primaire conserves .
C (Lodge et al.,1990), existant également chez la
t ’expression est régulée par au moins quatre genes :
Un modele a été proposé pour tenter d’expliquer la
ne ampC chez les entérobacteries (Jacobs et al., 1994 )
que ce modele puisse également s’appliquer a P.
‘ments de ce systéme de régulation semblent différents

n niveau basal, cette enzyme participe a la résistance

a-vis des B-lactamines(Campbell,1997). En effet, cette

ite & bas niveau du fait de 1’action limitée de AmpR

ampC réprimé dans des conditions normales, mais sa

ible par la présence de certaines 5—1actammeé, telle que

w, 1976). Dans les conditions d’induction, AmpR agit

est déréprimé. La résistance touche alors I’ensemble

on des oxyiminocéphalosporines les plus récentes

arbapénemes (imipénéme et méropéneéme). Cependant,

emporaire réversible, contrairement a [’hyperprodution
ns dans le chapitre suivant. Par ailleurs, il faut rappeler

-lactamases n’est pas inhibée par 1’acide clavulanique.
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AmpR, répresseur d’ampC

mb externg

peptidogiycane

UDP MurTp
- . UDP Mur
UDP r@uer=ifﬁP-N-acéty§muzamic§ue pentapeptide MurTp=N-acétyimuramique tripeptide

Figure 7 . Modéle représentant la bactérie dans les conditions normales et faisant
apparaitre les différents génes impliqués dans le recyclage du peptidoglycane et
I'induction de la B-lactamase chromosomique AmpC chez les entérobactéries
(Meideiros, 1997)
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3.1.2. Résistance acquise.

Nous venons de voir que P. aeruginosa ¢tait naturellement résistant & de nombreux
antibiotiques. Outre cette résistance intinséque, P. aeruginosa est également capable
de développer un certain nombre de stratégies pour acquérir des moyens de résistance
renforcés ou supplémentaires afin de faire face aux agressions que représentent les
antibiothe’rapies. Les principaux mécanismes de résistance acquise aux f-
lactamines(figure 8) et leur expression phénotypique sont résumés dans le tableau 2.
IIs peuvent étre divisés en mécanismes de nature enzymatique et de nature non

enzymatique.

Pénicillinases

Enzymatique - Céphalosporinase déréprimée

/—- Béta-lactamase A spectre élargi
"~ Imipenemase

— Efflux

+ Non enzymatiquev Modification Porine
. Modification PLP

Figure 8. Mécanismes de résistance de Pseudomonas aeruginosa aux p-lactamines
(Ruimy, 2003)
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Tableau 2. Principaux mécanismes de résistance vis-a-vis des antibiotiques
recommandés pour le traitement des infections a Pseudomonas aeruginosa

(Mesaros,2007).
Mécanisimes
; I})tmmutm‘ Bruzymes inactivants Modification de la cible
de Prccumulation
b ?ﬁf}é _—— Blactamases Ervzymes v Mutations Méthylation
Antibiotice C!;‘r:l} il ad EIMGE modifiant les aminoglycosides* " rihosomnle
# N
§ g : 0
87 nd é § g
VLR LR B T B
g pPp R et A L o A -
20LECE ale0iEinl & & ¢ & W
o d ! B K ;5*' q y s« #, 4:
REAARIEiGEE e 4§ % % %
FEneT U OF :
g~ Tz a3 I
& & £
febctimes
Péntcillines + o+ + + 4+ 4+ o+ 4
{(éphalosporines + + 4 o+ 4
Astrbonam + % + B o+t
Tmipenéme + +
Méropentine )+ + +
Aminoghyoosides + GEN GEN NET GEN GEN +
NET TOB NET TOB
TOB AMK TOR
Fluoroguinoles S T S S +

* GEN : gentamicine ; NET : nétilmicine ; TOB : tobramcyine ; AMK: amikacine.

3.1.2.1. Résistance non enzymatique

A T’exception de la résistance isolée aux carbapénémes par perte de la porine OprD, la
résistance non enzymatique aux B-lactamines résulte d’un ensemble complexe de
mécanismes. Il s’agit essentiellement de mécanismes d’efflux actifs et
d’imperméabilité . Les résistances par modification du lipopolysaccharide ou perte

d’affinité de la cible (PLP) sont trés rares chez P. aeruginosa.
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a.Imperméabilité de la membrane externe : déficit en porine D,

L’exemple de la résistance de P. aeruginosa aux B-lactamines par modifiction des
porines le plus connu est celui de I’acquisition de la résistance a I’imipénéme par
diminution de I’expression de la porine OprD(figure 9), anciennement dénommée D2
(Trias et al. , 1989 ; Trias et Nikaido, 1990b). Ce phénoméne survient généralement
suite 3 une antibiothérapie incluant I’imipénéme, et durant laquelle des mutants de
perméabilité sont sélectionnés (Quinn et al. , 1986). Un déficit en porine D, ,associ€ a
une hydrolyse partielle par la céphalosporinase AmpC, se traduit donc par une
résistance isolée a l'imipénéme (Livermore, 1992). Ce phénoméne représente la
principale cause de résistance a ’imipéneme chez cette espéce (Pai,2001).11 est alors
impossible et inutile d’augmenter les doses d’imipénéme, compte tenu de sa toxicité
neurologique a forte dose. L’imipénéme perd alors ’avantage qu’il posseéde sur les
autres B-lactamines, i.e. la résistance a I’hydrolyse par la f-lactamase chromosomique
AmpC de P. aeruginosa. 1l faut cependant noter ici qu’un autre carbapénéme semble
prometteur dans ce cas de figure puisqu’il posséde les mémes qualités que
I’'imipénéme, mais pas de voie de passage préférentielle unique a travers la membrane
externe de P. aeruginosa : il s’agit du méropéneéme. Ceci explique que la résistance
par impérméabilité de P. aeruginosa a ’'imipénéme et au méropénéme ne soit pas

toujours croisée (Satake et al. , 1991 ; Poirel 2006)

Porine Porine D2 (OprD) : seule voie de pénétration de
Pimipénéme chez
P. aeruginosa

|

Figure 9. Modification de la perméabilité : porine D, (Aubert et Carricajo., 2005)
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b. Par surexpression d’un systéme d’efflux.

Sous I'effet de mutations sélectionnées suite 3 une antibiothérapie, les systémes
d’efflux actifs décrits dans le paragraphe 3.1.1.2 peuvent étre surproduits, et entrainer
une augmentation significative du niveau de résistance (CMI multipliées par un
facteur 4 a 8) de P. aeruginosa a différrents antibiotiques, dont les f-lactamines.
Cependant, pour les trois systémes d’efflux actifs décrits chez P. aeruginosa, les

inducteurs naturels restent inconnus.

Figure 10 . Résistance par diminution de Paccumulation intrabactérienne
(Aubert et Carricajo., 2005)

Plusieurs mutations ont été décrites comme étant a 1’origine de la surexpression du
systtme MexA-MexB-OprM(figure 10): substitution d’acides aminés dans le
répresseur MexR (Poole et al. , 1996) (Figure 6), protéine tronquée suite au décalage
du cadre de lecture du géne mexR (Plésiat, 1998), ou mutations affectant d’autres
génes régulateurs n’appartenant pas 4 1’opéron MexAB-OprM, tels que mexR
(également appelé n;le) ou cfxB codant pour des régulateurs transcriptionnels de
I’opéron (Masuda et al. , 1995 ; Nikaido, 1998). La surexpression de ce systéme
d’efflux se traduit alors par un profil de résistance particulier, li€ a la surexpression de
la protéine OprM (Wong et al, 1997), et le distinguant de la surprodution des deux
autres systemes d’efflux (MexCD-OprJ et MexEF-OprN) existant chez P.aeruginosa,
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notamment par la résistance aux fB-lactamines (carbénicilline), aux fluoroquinolones,
au triméthroprime, au chloramphénicol, aux tétracyclines et & la novobiocine (Masuda
et al. , 1995). La surexpression de ce systéme est le phénomene le plus important dans
la résistance acquise liée a Iefflux, puisqu’il s’agit du seul systeme d’efflux actif
produit de fagon constitutive chez P. aeruginosa. De plus, MexAB-OprtM est le
systéme touchant le plus grand nombre de $-lactamines, y compris les associations f3-
lactamine-inhibiteur de B-lactamases (Li et al. , 1998). Ce phénoméne était en fait
connu depuis de nombreuses années sous le terme de "résistance intrinséque a la
carbénicilline", bien que touchant d’autres antibiotiques que ce dernier.

L’expression des deux autres systémes d’efflux (MexCD-OprJ et MexEF-OprN) est
totalement réprimée a 1’état normal. Néanmoins, I’expression peut également avoir lieu
sous linfluence de diverses mutations au niveau des geénes régulateurs de la
transcription nxB (Poole et coll. , 1996a ; Masuda et coll. , 1996), nfxC (Masuda et
coll. , 1995 ; Kohler et coll. , 1997) et mexR (Gotoh et coll. , 1998) des opérons
MexC-MexD-OprJ, MexE-MexF-OprN et mexA-mexB-OprM, respectivement .Ces
systémes surproduits présentent également des spécificités de substrat : nouvelles
céphalosporines  (céfépime et cepirome), fluoroquinolones, triméthoprime,
chloramphénicol, | tétracyclines, et  érythromycine pour  MexCD-OprJ;
fluoroquinolones, triméthroprime, chloramphénicol, tétracyclines et imipénéme pour
MexEF-OprN. Toutefois, la résistance 4 1’imipénéme lie & la surexpression de ce
dernier systéme résulte, en fait, de la diminution de I’expression de la porine OprD

(D2) observée dans de tels mutants (Masuda et al. , 1995).
c. Modification des PLPs

Trés répandue et tres étudiée chez les bactéries 4 Gram positif telles que Streptococcus
pneumoniae et Staphylococcus aureus (Hakenbeck et Coyette, 1998 ; Ghuysen, 1998),
la résistance acquise aux B-lactamines par mutation ponctuelle ou disparition d’une
PLP, entrainant une diminution d’affinité des B-lactamines pour leurs cibles, reste un

phénoméne relativement rare chez P. aeruginosa, bien qu’il ait été décrit pour les
PLPs 3 et 4 chez quelques souches d’origine clinique hébergées par les patients

atteints de mucoviscidose ou de pneumonie (Godfrey et al.,1981 ;Gotoh et al.,1990 ;
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Bellido et al.,1990). Ce phénoméne se caractérise par un haut niveau de résistance aux
carboxy- et uréido-pénicillines indépendamment de la production de B-lactamases.
Nous ne développerons pas davantage ce mécanisme de résistance acquise dont

Iimportance clinique , en terme de représentativité, reste a démontrer.

3.1.2.2. Résistance enzymatique

La résistance enzymatique représente le principal mécanisme de résistance vis-a-vis
des B-lactamines (Philippon et Arlet, 2006). La grande diversité des enzymes
d’inactivation des B-lactamines a suscité, depuis 1945,la publication d’articles visant a
les classer (Labia,1999).Quatre majeures classifications ont été proposées (tableau 3)
par Richmond et Sykes, Ambler, Mitsuhashi et Inoue, Bush-Jacoby et Meideros (Bush
et al ., 1995). Les diverses B-lactamases identifiées chez le bacille pyocyanique sont
regroupées en quatre classes (A,B,C et D) dans la classification d’Ambler
(Am‘bler,1980). Nous décrirons ici simplement les B-lactamases isolées chez P.
aeruginosa et 1’expression phénotypique des enzymes les plus fréquentes. Les B-
lactamases hydrolysent le cycle B-lactame (figure 11), inactivant ainsi 1’antibiotique.
Ces enzymes sont sécrétées dans le milieu de culture ou dans le périplasme

respectivement par les bactéries a Gram+ ou Gram—.

e B-OH + fragimenis

- ComieRs fion wvaleny ¢

Figure 11. Ouverture du noyau p-lactame par les DD-peptidases (E-OH) et les B-
lactamases (E-OH ou E-Zn)(Charlier et al.,1998).

Dans le cas des enzymes a sérine, la vitesse d’hydrolyse de I’acylenzyme détermine le type de phénomene :
inactivation de I’enzyme (PBP) ou hydrolyse rapide de la {§ -lactamine (B-lactamases).
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a. Hyperproduction de la céphalosporinase chromosomique

La surexpression d’un géne codant pour une B-lactamase est I’un des moyens que peut
développer la bactérie afin de résister aux B-lactamines (Chopra, 1998). Ce phénomene
apparait fréquemment, de facon consécutive a un traitement antibiotique incluant une
B-lactamine qui est un mauvais inducteur (C3G). Il y a alors sélection de variants
résistants devenus hyperproducteurs de la B-lactamase chromosomique de P.
aeruginosa, et élimination des bactéries dans lesquelles la synthése d’AmpC a été
faiblement induite (Figure 12). Cette résistance a haut niveau touche l'ensemble des f3-
lactamines, sauf le céfépime, le cefpirome et les carbapénémes(imipénéme et
méropéneéme),bien qu'un tel phénomeéne combiné a une perméabilité déﬁciente'puis':ée
entrainer la résistance a l'imipénéme (Lee et al,1991).L’existence d’une B-lactamase
induite de type AmpC a déterminisme chromosomique (céphalosporinase) permet a
Pespeéce de développer une résistance efficace par surproduction constitutive de
quantité trés importante de B-lactamase jusqu’a 30000 fois celle de PAO1(Livermore,
1995). La fréquence des mutants déréprimés augmente dans les situations a forte
pression de sélection antibiotique, notamment en réanimation (jusqu’a 20%) (Bert ,

1996 ; Rio, 2002) ou chez les patients atteints de mucoviscidose (Livermore,1995).

mb externe

e i CHE AR R b ey ‘ o
x 5 R RREHRRERT peptidoglycane

hydrolyse .,
tles :

&
¥

=y T iAmMpPC v omm
B-lmotamines
ik plasmiciue

rtd 2 irréversible

cytopiasme

“ampC ampR

Figure 12. Production d’ AmpC : p-lactamine inductrice ou mutation d’ampD
(Doublet, 2004)
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Tableau 3 . Classification des p-lactamases bactériennes (Bush et al., 1995)

Bush- . ' Inhibited
Jacoby- ;989 Richmond- Mitsuhashi- Moleculsr  Preffered by: Representative
. ush class —_—
Meideros Sykes class  Inoue type substracts enzymes
group (Ambler) CA EDTA
group
1 1 Ia, Ib, I CSase C Cephalosporins - - AmpC enzymes
from Gram
negative
bacteria ; MIR
2a 2a Not PCase V A Penicillins + - Penicillinases
includeq from Gram
positive bacteria
2b 2b I1I PCase | A Penicillins, + - TEM-1, TEM-2,
Cephalosporins SHV-1
2be 2y Not CXase A Penicillin, + - TEM-3 to TEM-
included Narrow 26, SHV-2 to
except K1 spectrum and SHV-6,
in class{IV extended Klebssiella
spectrum oxytoca K1
cephalosporins,
monobactams
2br Not Not Not A Penicillins +- - TEM-30 to TEM
included included included 36, TRC-1
2¢ 2c I,V PCase IV A Penicillins, + - PSE-1, PSE-3,
, Carbenicillin PSE-4
2d 2d A% PCase I, D Penicillins, +- - OXA-1to OXA-
PCase III Cloxacillin 11, PSE-2 (OXA-
10)
2° 2e Ic CXase A Cephalosporins + - Inductibles
cephalosporinases
from Proteus
vulgaris
2f Not Not ! Not A Penicillins, + - NMC-A from
included included included cephalosporins, Enterobacter
carbapenems cloacae, Sme-1
from Serratia
marcescens
3 3 Not Not B Most B-lactam, - + L1 from
included included including Xanthomonas
carbapenems maltophila, CcrA
from Bacteroides
Sragilis
4 4 Not Not ND Penicillins - ? Penicillinase
included included from
Pseudomonas
cepacia

CSase, cephalosporinase; PCase, penicillinase; CXase, cefuroxime-hydrolysing B-lactamase.
CA, clavulanic acid
Nd, not determined
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b. Pénicillinases acquises

Outre les différents mécanismes de résistance acquise que nous venons d’aborder, P.
aeruginosa peut également acquérir différentes B-lactamases griice a des éléments
génétiques mobiles (plasmides, transposons ou intégrons). Trois groupes de B-
lactamases responsables de phénotypes de résistance différents ont été identifiés.Il
s’agit de carbénicillinases (groupe CARB ou PSE), d’oxacillinases (OXA) ou de
pénicillinases du groupe TEM (Figure 13)..Ces pénicillinases a spectre restreint
conferent une résistance 2 la ticarcilline, la pipéracilline, la cefsulodine mais pas a la

ceftazidime ni a I’imipénéme (Cavallo et al.,2000a).
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Figure 13. La famille des TEM (Bradford, 2001).
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c. p-lactamases a spectre étendu (BLSE)

Il s’agit de B-lactamases acquises capables d’hydrolyser les céphalosporines de
3°génération (Weldhagen,2003). A I’exception des enzymes de la famille OXA, elles
sont sensibles aux inhibiteurs de B-lactamases et conférent a la bactérie une résistance
4 de nombreuses B-lactamines & I’exception des carbapéneémes (Bradford, 2001). La
premiére BLSE identifiée chez P. aeruginosa était PER-1 , isolée chez un patient
originaire de Turquie (Nordmann,1993).D’autres enzymes on été décrites par la suite
chez cette espéce. Certaines dérivent, par substitution d’un ou plusieurs acides aminés,
de B-lactamases classiques du groupe OXA,TEM ou SHV (par exemple OXA-14
dérivé ¢’OXA 10) alors que d’autres sont d’origine inconnue (Philippon et al., 1997).
Les génes codant pour les BLSE sont le plus souvent situés au sein d’intégrons
comportant une série de génes de résistance a d’autres familles d’antibiotiques, en
particulier aux aminosides, ce qui explique la multirésistance observée chez ces

souches. (Lévesque et al.,1995).

d. Carbapénémases

Ce sont des métallo-enzymes, capables d’hydrolyser les carbapénémes. Elles sont de
type IMP ou VIM. La premiere carbapénémase identifiée était IMP-1 décrite pour la
premiere fois au Japon en 1991 (Watanabe, 1991). Comme pour les BLSE, le support
génétique de ces enzymes est situé au sein d’integrons en position plasmidique ou
chromosomique. Ces enzymes sont redoutables car elles induisent une résistance de
haut niveau a toutes les B-lactamihes, a I’exception de I’aztréonam (Nordmann, 2003).
Fait aggravant, il s’y associe une résistance croisée constante aux aminosides. Le
risque de dissiémination mondiale de ces carbapénémases chez les bacilles & Gram
négatif représente un probléme préoccupant. (Kurokawa eﬁ coll, 1999). De plus, leur

fréquence est trés probablement sous estimée en raison des difficultés de détection

(Nordmann, 2002) .
3.2. Résistance aux aminosides

P. aeruginosa présente une résistance naturelle 4 la kanamycine mais est

habituellement sensible aux autres aminosides (gentamicine, tobramycine, nétilmicine,
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amikacine). Les mécanismes de résistance acquise peuvent étre classés en deux

- catégories (Bert,2002) :

o mécanismes de nature enzymatique : il s’agit de la production d’enzymes
capables d’inactiver les aminosides par acétylation (aminoacétyltransférases
(AAC)), nucléotidylation (nucléotidyltransférases) ou phosphorylation
(phosphotransférases). De nombreuses enzymes ont été décrites, le phénotype
de résistance obsérvée étant variable selon le type d’enzyme. La plus fréquente,
PAAC(6°)-1I, confére une résistance a la gentamicine, la tobramycine, la
nétilmicine mais pas I’amikacine. Le support génétique de ces enzymes est
souvent situé au sein d’intégrons comportant aussi un ou des génes codant pour

une B-lactamase ;

e mécanismes de nature non enzymatique: il s’agit d’une perturbation de
transport actif de I’antibiotique a I’intérieur de la bactérie, se traduisant par une
résistance de bas niveau a D’ensemble des aminosides. Plus récemment, un
systeme d’efflux actif désigné MexXY, affectant les aminosides et d’autres

familles d’antibiotiques, a été identifié (Ramos et al.,1999).

" Comme pour les B-lactamines, P’incidence de la résistance acquise est variable
selon les services et le type de patient. L’amikacine est I’aminoside demeurant le plus
souvent actif, avec 70% de sensibilité pour I’ensemble des souches, mais seulement

33% pour les souches isolées de mucoviscidose (Cavallo et al.,2000D).

3.3. Résistance aux quinolones

Parmi les quinolones, seules les fluoroquinolones sont efficaces vis-a-vis de P.
aeruginosa, la ciprofloxacine étant de loin la molécule la plus active. Les mécanismes
de résistance acquise sont au moins de trois (Yoshida et «/.,1994 ;Cambau et

al.,1995) :

e modification d’affinité de la cible : les quinolones agissent en inhibant des
enzymes impliquées dans la réplication de ’ADN bactérien, I’ADN gyrase et la

topo-isomérase IV. Certaines mutations pouvant survenir au niveau des

36



n

]

Synthése bibliographique

protéines gyrA et gyrB ( sous unités A et B de ’ADN gyrase) ou de la sous
unité parC de la topo-isomérase entrainent une baisse de ’affinité pour
I’antibiotique. Le niveau de résistance observé est variable selon le nombre et la

localisation de ces mutations ;

diminution de la pénétration de P’antibiotique , & la suite de modifications au

niveau des porines ou du polysaccharide ;

efflux actif : les différents systémes d’efflux actif précédemment cités pour les
B-lactamines et les aminosides conferent tous une résistance de bas niveau aux

quinolones (Plésiat et al.,1998).
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1. Matériel
1.1 Souches de références et plasmides utilisés

ATCC 27853 (P. aeruginosa de phénotype sauvage)
ATCC 25922 (E.coli)

PU 21 Cipro R (P. aeruginosa résistant 2 la ciprofloxacine)
VP517(Kieser, 1984)

pBR 322 et pRK 2013

1.2. Milieux de Culture

1.2.1. Milieux de culture liquides

Bouillon nutritif (BN) (Institut Pasteur d’ Algérie)
Bouillon Ceeur cerveau (BHIB) (Fluka)

Bouillon Luria (LB) (Sigma) B

1.2.2. Milieux de culture solides (Fluka)
Gélose nutritive

Mac Conkey

Mueller Hinton.

1.3. Tests biochimiques

Galerie API 20 NE (Bio Mérieux)
Disques d’oxydase (Fluka)
1.4. Solutions et Tampons (Annexes 5, 6 et 7)

Tampon phosphate 0,5 M pH 7

Solution iodo-iodurée

Tampon TE

Solution de lyse ‘
Phénol-ChIoroform—Isoamylalcé)ol (24 : 25 :1) (Sigma)
Tampon TBE 1X |

Tampon de charge

Solution de BET (Sigma)
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1.5. Antibiotiques

1.5.1. En disque (Bio - Rad)

Ticarcilline (75 pg), Ticarcilline + Acide Clavulanique (75/10 pg), Pipéracilline (75),
Pipéracilline + Tazobactam (75/10 pg), Imipénéme (10 pg), Aztréonam (30 pg),
Céfotaxime (30 pg), Ceftazidime (30 pg), Céfopérazone (30 pg), Cefsulodine (30 pg),
Céfépime (30 pg), Moxalactam (30 pg), Tobramycine (10 pg), Amikacine (30 pg),
Gentamicine (15 pg) et Ciprofloxacine (5 pg).

1.5.2. En poudre

Ticarcilline (Glaxo Smith Kline), Ticarcilline + Acide Clavulanique (Glaxo Smith
Kline), Pipéracilline (Dakota® Pharm), Pipéracilline + Tazobactam (Wyeth
Pharmaceuticals), Cloxacilline (astellas), Imipénéme (MSD), Aztréonam (Sanofi-
Synthelabo), Céfotaxime (Aventigg, Ceftazidime (Glaxo Smith Kline), Céfépime
(Bristol-Myers Squibb), Tobramycjine (Merck), Amikacine (Bristol-Myers Squibb),
Gentamicine (Panpharma) et Ciprot/loxacine (Bayer Pharma). '
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2. Méthodes

2.1 Prélévements

Les prélévements ont été effectués par écouvillonnage sur des plaies post-opératoires

infectées, puis acheminés au laboratoire pour étre incubés 18 a 24 heures dans du

bouillon nutritif.
2.2. Souches bactériennes

2.2.1. Isolement et Identification

L’isolement est réalisé sur gélose nutritive suppléméntée de 0,02% de cétrimide
(Sigma) et incubé 48 heures a 37° C (Crespo et al., 2004). Les colonies présentant une
pigmentation verte ou rose sont repiquées sur le méme milieu pendant 48 heures a
37° C puis sur Mac Conkey pendant 24 heures a 42° C.

L’identification a été réalisée par Galerie API 20NE et test de 1’oxydase (Marchal et
al., 1987). ‘

La galerie API 20NE comporte 20 microtubes contenant des substrats sous forme
déshydratée, les tests sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les
milieux. Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des
virages colorés spontanés ou révélés par I’addition de réactifs.

La lecture de ces réactions est réalisée a I’aide du tableau de lecture (Annexe 1), et
I’identification obtenue a ’aide du tableau ‘d’identiﬂcation du catalogue analytique

(Annexe 2).

2.2.2, Sérotypage

Le sérotype représente le marqueur phénotypique le plus couramment utilisé pour
P&eudomonds aeruginosa. 1l est basé sur les propriétés antigéniques
lipopolysaccharides (LPS) membranaires.

Le sérotypage est réalisé sur des cultures pures et récentes de P. aeruginosa sur milieu
de Mueller Hinton gélosé par la réaction d’agglutination sur lame. |

Les réactifs (Bio-Rad, Marnes —la-Coquette,France) utilisés sont les antisérums
polyvalents (Pm A,C,E,F) et monovalents (1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16) de

Pseudomonas aeruginosa.
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Une souche est dite agglutinable lorsqu’elle est positive avec 1’'un des quatre
antisérums.

2.2.3. Extraction de ’ADN plasmidique (Kado et Liu., 1981 — modifiée)
2.2.3.1. Principe

Cette technique repose sur la lyse bactérienne par un traitement par du SDS (Sodium
Dodécyl Sulfate) alcalin combiné a la chaleur suivie d’une élimination des
contaminants majeurs (protéines, ADN chromosomique, ARN de haut poids

moléculaire) par des solvants organiques.

2.2.3.2. Technique

> Réaliser une culture bactérienne dans 5 mi de LB et incuber 24 heures a 37° C
> Centrifuger 3 ml de culture & 12000 rpm pendant 2 minutes & température ambiante
> Jeter le surnageant et sécher le culot

> Ajouter 100 ul de TE. Bien vortexer

> Ajouter 200 pl de solution de lyse

> Me¢élanger par inversion 5 4 10 fois

> Incuber a 55° C pendant 30 minutes. Agiter de temps a autre

> Ajouter 600 pl (2 volumes) de phénol-chloroforme-isoamylalcool (24 : 25 :1)
> Mélanger par inversion 5 a 10 fois

> Centrifuger a4 12000 rpm pendant 15 mn

> Récupérer délicatement la phase supérieure dans un nouveau microtube.

2.2.4 Electrophorése d’ADN plasmidique (Sambrook et Russel., 2001)
2.2.4.1. Principe

L’électrophorese sur gel d’agarose permet de séparer des molécules chargées selon
leur taille respective. Sous 1’application d’un champ électrique , les acides nucléiques
étant chargés négativement, vont migrer vers I’anode plus ou moins rapidement en

fonction de leur poids moléculaire.
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2.2.4.2. Technique

Préparation du gel d’agarose

» Pour un gel de 0,8%, dissoudre par chauffage jusqu’a ébullition, 1,6 g d’agarose
(Sigma) dans 200 ml de tampon TBE 1X

» Refroidir la solution & 55° C dans un bain Marie, puis couler le gel dans un moule
dont les 2 extrémités ont été préalablement fermées par du ruban adhésif

» Déposer un peigne dans le gel afin de réaliser les puits

» Laisser solidifier

> Retirer le peigne du gel et le ruban adhésif du moule

> Placer le moule avec le gel dans la cuve d’électrophorése

» Ajouter un volume de tampon TBE 1X dans la cuve préalablement remplie jusqu’a

ce que le gel soit immergé (environ 1 mm au dessus).
Ensemencement

» Répartir dans des tubes eppendorfs 20 ul de chaque solution d’ADN

» Ajouter 5 pl de tampon de charge

» Mélanger a I’aide d’une micropipette puis transférer les 25 pl des mélanges dans
les puits du gel.

Migration

Brancher le générateur aprés avoir raccordé la cuve. Appliqiler un voltage de
90 volts pendant 4 heures.

Révélation

Colorer le gel en I’immergeant dans une solution de TBE 1X contenant du BET & une

concentration de 0,5 pg/ml pendant 30 & 45 minutes a température ambiante.

2.2.5. Amplification aléatoire, technique RAPD

Les isolats produisant des -lactamases transférables ont été génotypés par Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD), qui est une méthode d’amplification par PCR

utilisant une amorce non spécifique s’hybridant de fagon aléatoire sur le chromosome
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de la bactérie. L’anélyse des profils de migration permet de comparer I’identité
génétique des souches.

L’ADN génomique a été extrait & partir de 100ul de culture par chauffage a 100°C
pendant 10mn suivi immédiatement d’un refroidissement en glace pendant 10mn.
L’échantillon a été ensuite centrifugé 10mn & 4°C et le surnageant a ét.é délicatement
transféré dans un autre tube. Un aliquote de 5pl du surnageant a servi pour la réaction
de PCR (annexe 8),en utilisant le§ amorces 272 (5’-AGC GGC CCA A-3’) et AP5 (5°-
TCC CGC TGC G-3°), tel que déja décrit (Mahenthiralingam et l.,1996 ; Talon et
al.,1998). L ’amplification est réalisée a I’aide du Biofidal (Vaulx —en- Velin, France)
PCR system dans un thermocycler Omnigene (Hybaid, Teddington),dans Iles
conditions suivantes : : 94°C pendant 4mn, puis 35 cycles : :94°C 30sec, 36°C 30sec,
72°C 1mn, et un cycle final de 3mn a 72° C.

Les produits d’amplification sont ensuite analysés par électrophorése sur gel d’agarose
a 2% (p/v) dans un tampon Tris borate EDTA 0,5X. Les profils obtenus sont comparés
entre éux, les |souches présentant un profil similaire sont considérées comme

identiques. ' D

3. Etude de la resistance aux antibiotiques
3.1. DéterminatJion de la sensibilité aux antibiotiques (CMI en milieu gélosé)

3.1.1. Principe

La méthode de }dilution successive en milieu solide est la méthode de référence pour
déterminer la sensibilité bactérienne aux antibiotiques. Elle consiste & mettre un
inoculum - bactérien standardisé au- contact de concentrations croissantes

d'antibiotiques.
3.1.2 Technique
Prépaffation dfls solutions d’antibiotiques

Pour chacun des antibiotiques, préparer une solution mére 4 5120 mg/l puis réaliser

des dilutions s¢ri€es de progression géométrique de raison 1/2 (Annexe 4).
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Préparation des boites
> Distribuer 2 ml de chaque dilution d’antibiotique dans une série de boites de Pétri

ainsi que 2 ml d’eau distillée stérile dans une bofte de Pétri témoin.

> Ajouter 18 ml de milieu Mueller Hinton gélosé maintenu en surfusion

> Bien mélanger et laisser solidifier |

> Sécher les boites 30 minutes a I’étuve a4 37° C.

Préparation de L’inoculum

Préparer des suspensions de 10% UFC/ml pour chacune des souches 2 tester.
Ensemencement

> Diluer la suspension inoculum au 1/10

> Ensemencer par spot 1 a4 2 ul de la suspension bactérienne, soit un inoculum de

10* UFC/spot.

Incubation
Incuber 18 424 heures 4 37° C.

3.1.3. Lecture

> S’assurer de la croissance des souches au niveau de la boite témoin

» La concentration minimale inhibitrice est définie comme étant la plus faible
concentration ol il n’y a pas de croissance visible. La présence d’une ou de deux

colonies ou d’un fin film n’est pas prise en considération.
3.J. Détermination des phénotypes de résistance aux p-lactamines
3.2.1.Antibiogramme (CASFM 2006 ; Vedel 2005)

3.2.1.1. Principe

ntibiogramme permet de catégoriser une souche bactérienne en classes semi-
quantitatives (sensible, intermédiaire ou résistant) et d’orienter le traitement
antibiotique. Tl est basé sur I’observation de la croissance bactérienne en présence d’un
gradient de cdncentration d’antibiotique obtenu par diffusion a partir de disques dans

milieu gélosé.

45



J

Matériel et méthodes

e e e e

3.2.1.2. Technique

Préparation de L’inoculum
> Pour chacune des souches a tester, réaliser une suspension en ensemengant 5 ml de

bouillon BHIB par 3 a 4 colonies de morphologie similaire & partir d’un milieu non

sélectif
» Incuber 3 a4 5 heures sous agitation a 37° C. La culture obtenue doit étre de

10® UFC/ml soit de densité optique 0,08 — 0,1 & une longueur d’onde de 625 nm.
Ensemencement
> Diluer la suspension inoculum au 1/100 (= 10° UFC/ml) dans de I’eau

physiologique
> Ensemencer par inondation, en respectant les mesures de sécurité nécessaires, les
boites de Pétri préalablement coulées par 20 ml de milieu Mueller Hinton

> Rejeter I'exces puis sécher les boites 20 a4 30 minutes a I’étuve.

Application des disques

> Déposer les disques d’antibiotiques a ’aide d’une pince stérile.
Pour ce qui concerne les f-lactamines, placer les disques dans un ordre qui obéit au

schéma de Vedel (Figure 14).
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TZP PIP

FEP CFP

CPO MO

Principaux marqueurs

Marqueurs secondaires

Liste complémentaire

TIC : Ticarcilline
CTX : Céfotaxime
CAZ : Ceftazidime

[PM :Imipénéme

TCC : Ticarcilline + ac. clavulanique
ATM : Aztréonam
CFS : Cefsulodine

TZP
PIP

FEP
CFP
CPO

: Pipéracilline + tazobactam
: Pipéracilline
: Céfépime

: Céfopérazone

: Cefpirome

MOX : Moxalactam

Figure 14 . Schéma de Vedel (2005)
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3.2.1.3 Lecture

» Aprés 18 4 24 heures d’incubation, mesurer les diamétres d’inhibition et se référer

aux valeurs critiques (Annexe 3)

» Interpréter les phénotypes de résistance aux f3-lactamines.
3.2.2. Test iodométrique (Courvalin et al., 1985)

3.2.2.1. Principe

11 consiste en une décoloration du complexe iode-amidon due a la réduction de I’iode

par 1’acide pénicilloique issu de I’hydrolyse de la pénicilline G par les §-lactamases.
3.2.2.2. Technique

Préparation du gel

> Dissoudre, par chauffage jusqu’a ébullition, 0,3 g d’amidon et 0,8 g d’agarose dans
50 ml de tampon phosphate 0,5 M pH 7

> Refroidir la solution au bain Marie a une température de 55° C

» Ajouter 1,2 ml de solution iodo-iodurée et 30 mg de Pénicilline G

> Bien mélanger, verser dans des boites de Pétri puis laisser solidifier

> Réaliser des puits de 4 a 5 mm de diametre séparés d’environ 3 cm.

Préparation de la suspension bactérienne

Mettre en suspension, a partir d’une culture de 18 heures sur boite de la souche a

étudier, 4 a 5 colonies dans 0,5 ml d’eau physiologique puis vortexer.
Ensemencement

Remplit les puits du gel de 20 pl de la suspension bactérienne préparée

extemporanément.
3.2.2.3. Lecture

L’activité enzymatique se traduit par une zone décolorée qui apparait autour des puits.
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3.2.3. Test a la cloxacilline (De Champs et al ., 2002)

3.2.3.1. Principe

La cloxacilline est un antibiotique qui permet d’inhiber les B-lactamases de type
AmpC. La restauration de Dactivité des céphalosporines de troisiéme génération
(ceftazidime, céfotaxime) en présence d’une concentration définie de cloxacilline,

permet de confirmer le phénotype céphalosporinase.

3.2.3.2. Technique

Réaliser un antibiogramme par diffusion sur gélose Mueller Hinton contenant de la

cloxacilline & une concentration finale de 500 pg/ml et de 1000 pg/ml.

3.2.3.3. Lecture

Un résultat positif est noté lorsqu’urié augmentation des diamétres d’inhibition d’au

mois 8 mm autour des disques de ceftazidime et de céfotaxime est observée.

3.2.4. Test de synergie (Philippon et Arlet., 2006)

3.2.4.1. Principe '

La démonstration phénotypique de la présence d’une P-lactamase a spectre élargi
consiste & mettre en évidence une image de synergie entre un disque de

céphalosporine de troisiéme génération et I’acide clavulanique.

3.2.4.2. Technique

Appliquer sur une gélose Mueller Hinton@,Tpréalablement ensemencée par la souche a
! . Chr %
tester, un disque de ceftazidime et/ou céfotaxime et un disque d’amoxicilline + acide

clavulanique (AMC), distant de 1 cm et Y.

3.2.4.3. Lecture

Un résultat positif est noté lorsqu’une image de synergie est observée entre les deux

disques.
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3.2.5. Test de Hodge (Lee et al., 2003)

3.2.5.1. Principe

Il consiste & mettre en évidence 1’hydfolyse de V’imipénéme par une souche de
Pseudomonas aeruginosa a4 Vaide d’une bactérie. indicatrice sensible

(Escherichia coli).

3.2.5.3. Technique

» Préparer une suspension d’ Escherichia coli ATCC25922 de 10° UFC/ml

> Ensemencer par écouvillonnage une gélose Mueller Hinton

> Faire une lourde strie de la souche & tester & partir d’un prélévement de quelques
colonies d’une culture sur milieu Mueller Hinton gélosé du centre de la boite vers la
périphérie

> Sécher les boites 15 minutes

> | Déposer un disque d’imipénéme au centre (2 ’extrémité de la strie)

»| Incuber 18 heures 4 37° C.

3.2.5.4. Lecture
L’hydrolyse de I’imipénéme par la souche a tester se traduit par I’échancrure de la

zone d’inhibition de la souche d’Escherichia coli indicatrice ATCC 25922 (Figure 15).

Test positif
E.coli
Strie de la souche de
P.aeruginosa a tester
~Test négatif

Figure 15 . Lecture du test de Hodge (Lee et al., 2003)
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3.2.6. Test a PEDTA (Jesudason et al., 2005 )
3.2.6.1. Principe
Il permet de différentier entre les métallo-B-lactamases et les autres carbapénémases de

classe A ouD.

3.2.6.2.Technique
Elle consiste soit & déposer 4 pl ’EDTA 0,5 M, pH 8, sur un disque d’imipénéme soit
10 ul ’EDTA 0,5 M, pH 8, sur un disque blanc (papier filtre Wathmann n°2, diamétre

6 mm), placé 1 cm et 2 bord a bord avec un disque d’imipéneme.

¢ Ae \{
—d S

3.2.6.3.Lecture
Un résultat positif se traduit par un accroissement de la zone d’inhibition autour du
disque d’imipénéme supplémenté d’EDTA pour la premiére méthode et une image de

synergie entre le disque d’imipénéme et celui de PEDTA pour la deuxiéme.
3.2.7. Test au phenyl-arginine-p-naphthylamide (PapN) (Lomovskaya et al., 2001)

3.2.7.1. Principe
Il consiste & mettre en évidence I’inhibition du systéme d’efflux MexAB-OprM par le
phenyl-arginine--naphthylamide (PABN) (Sigma).

3.2.7.2 Technique

Réaliser un antibiogramme par diffusion sur gélose Mueller Hinton contenant du

PABN aune concentration finale de 25 pg/ml.

3.2.7.3 Lecture

Une augmentation des diameétres d’inhibition autour des disques d’antibiotiques

substrats indique un résultat positif.

3.3. Transfert des génes de résistance : conjugaison (Tichat, 1995)
3.3.1. Principe

C’est le transfert d’un plasmide conjugatif codant pour la résistance a un ou plusieurs

antibiotiques d’une souche donatrice a une souche réceptrice. La sélection des
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“transconjugants s’effectue en présence de 2 antibiotiques : I’un correspond a ’une des

résistances transférées, 1’autre a la résistance non transférable de la souche réceptrice.

3.3.2. Technique

» Ensemencer la souche réceptrice et les souches donatrices en bouillon BHIB et
incuber 18 4 24 heures 237° C

» Réaliser un mélange donatrice réceptrice dans un rapport 1/2

> Mélanger doucement |

» Incuber 18 4 24 heures

> Réaliser des dilutions de 10™ et 107 du mélange'

> Ensemencer par strie le mélange et chaque dilution sur un milieu de sélection

» Vérifier la sélectivité des milieux de sélection en ensemengcant la souche donatrice
et la souche réceptrice sur la méme boite

» Incuber 24 heures 4 37° C.

3.3.3. Lecture
Analyser les transconjugants en réalisant des antibiogrammes et/ou des CMLI.
3.3.4.Préparation des boites de sélection

Incorporer a une gélose Mueller Hinton, de la ticarcilline et de la ciprofloxacine a des

concentrations finales de 64 pg/ml et de 1 pg/ml respectivement.
4. Caractérisation de la résistance aux p-lactamines

4.1. Isoélectrofocalisation

4.1.1. Principe

11 s’agit d’une méthode de séparation des protéines d’un mélange basé sur la différence
de point isoélectrique (pl). |

L’électrophorése est pratiquée sur un support dans lequel un gradient est préétabli. Les
protéines (enzymes) déposées migrent vers I’anode ou vers la cathode selon leur
charge, mais au fur et & mesure de leur déplacement, le pH extérieur varie, ainsi que
leur propre charge. Quand la charge nette est nulle, la protéine ne se déplace plus et

focalise a I’endroit ol le pH est égal au pl.
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Le gradient de pH est créé en utilisant des ampholines supports : ce sont des mélanges
de molécules de faibles masses molaires, donc trés mobiles , et comportant chacune
plusieurs groupements acide carboxylique et amine. Par conséquent le pdle anodique
attire les ampholytes acides, ayant un pl bas, le pdle cathodique attire les ampholytes
alcalins, ayant un pI haut . Il se crée ainsi un gradient de pH qui augmente de I’anode a
la cathode. La révélation s’effectue par la nitrocéfine, céphalosporine chromogene
dont ’hydrolyse par les B-lactamases s’accompagne d’une coloration orangée.

La détermination du pl de la B-lactamase exprimée par la souche a identifier va

permettre de s’orienter vers une famille enzymatique.

4.1.2. Technique

Les souches bactériennes ont été cultivées pendant 18h en milieu liquide de Mueller
Hinton, récupérées par centrifugation et lysées par congélation-décongélation . Le
lysat a été centrifugé pendant 30mn a 5000g & 4°C. Le surnageant a été soumis a une
isoélectrofocalisation sur des plaques de gel PAG contenant des ampholines établissant
un gradient de pH de 3,5 & 9,5(Pharmacia,Piscataway,N.J.) en utilisant un appareil
LKB Multipor 2117 (Pharmacia) et la nitrocéfine (1mM dans 66mMde tampon

Sorensen, pH 7,0) pour la révélation des f-lactamases.

4.2. Etude de PADN par PCR
4.2.1.Extraction et purification de ’ADN génomique

L’ADN est extrait sur QIAGEN (QIAamp DNA mini kit) selon les étapes suivantes :

- Récolter 4 & 5 colonies a 1’aide d’une anse et les suspendre dans 180ul de tampon
ATL (fourni dans le kit QIAamp DNA Mini) en agitant vigoureusement.

- Ajouter 20ul de Protéinase K, mélanger en vortexant puis incuber & 56°C jusqu’a ce
que tout le tissu soit entiérement lfrsé. Vortexer de temps a autre pendant I’incubation
afin de dissoudre les agrégats s I’échantillon ou le placer dans un bain-marie a
agitation ou sur un systéme équivalent.

- Centrifuger brievement le tube de 1,5ml pou récupérer les gouttelettes accumulées

dans le capuchon.
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- Ajouter 200l de tampon AL a I’échantillon , mélanger 15 sec en vortexant puis
incuber 10 min a 70°C. Centrifuger brieévement le tube de 1,5ml pour récupérer les
accumulées dans le capuchon.

- Ajouter 200p1 d’éthanol (96 & 100%) a I’échantillon et mélanger 15 sec en vortexant.
Aprés homogéneisation, centrifuger briévement le tube de 1,5 ml afin de récupérer les
gouttelettes accumulées dans le capuchon.

- Déposer le mélange obtenu(y compris le précipité) dans la colonne QIAamp( placée
dans le tube collecteur de 2ml) sans en mouiller le bord. Fermer le capuchon et
centrifuger lmn a 6000g(8000rpm) .Transférer la colonne QlAamp dans un tube
collecteur de 2ml (fourni) et jeter le tube contenant 1’effluent.

- Ouvrir la ;:olonne QIAamp avec précaution et déposer 500pl de tampon AWI.
Fermer le cépuchon et centrifuger 1mn a 6000g (8000rpm)Transférer la colonne
QlAamp dans un nouveau tube collecteur de 2 ml (fourni) et jeter le tube contenant
Peffluent,

- Ouvrir la colonne QIAamp et ajouter 500ul de tampon AW2 sans en mouiller le
bord. Fermer le capuchon et centrifuger 3 min & vitesse maximale
(20000g ;14000rpm). |

- (Facultatif) : transférer la colonne QIAamp dans un nouveau tube collecteur de 2ml
(non fourni), et jeter I’ancien tube collecteur contenant 1’effluent. Centrifuger 1min a
20000g (14000rpm)

- Transférer la colonne QIAamp dans un tube propre de 1,5 ml(non fourni). Jeter
I’ancien tube collecteur contenant 1’effluent. Ouvrir délicatement la colonne QIAamp
et déposer 200pi-de tampon AE ou d’eau distillée. Incuber 1mn & température
ambiante et centrifuger ensuite 1mn a 6000g (8000rpm). ’

- Répéter la derniere étape et récupérer I’éluat.

Pour une conservation de I’ADN de longue durée, il est recommandé de 1’€luer dans

du tampon AE et de le conserver 4 —20°C.

4.2.2 Amplification de ’ADN par PCR

Les séquences nucléotidiques utilisées pour la détection des genes de résistance
enzymatique (TEM et/ou OXA) sont les suivantes :
Amorce 1(TEM-1): CTG ACA GTT ACC AAT GCTTA
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Amorce 2(TEM-2): ATG AGT ATT CAA CATTTC CG

Amorce 1(OXA-ISA). TTC GTG CTT TGT AAA AGT AG

Amorce 2(OXA-ISB):CCC TCA CTT GCC ATG ATTTT

Aprés extraction de ’ADN , les réactions d’amplification d’ADN par polymérase sont
réalisées dans un thermocycleur Biometra T3 (Biolabo Scientific Instruments,
Lausanne,Suisse) en présence de. RedTaq DNA polymérase (Sigma-Aldrich,
Milwauku ,USA) en respectant les conditions spécifiées par le fournisseur.

Les conditions d’amplification sont les suivantes : 1 cycle de Smn a 94°C puis 30
cycles de 30s a 94°C, 30s a 36°C, 45s/Kb du produit & amplifier a 72°C et enfin 1
cycle final de 7mn & 72°C.

Le mélange réactionnel (50pl) contient 1 unité de RedTaq DNA Polymérase®, 150pM
de chaque dNTP, 0,25 uM de chaque amorce, 2,5 mM de MgCl,, 5pl de tampon PCR
10X, 10 ng d’ADN.

Cing % (V/V) de DMSO sont ajoutés au milieu réactionnel pour augmenter la

spécificité de I’amplification.

4 .3. Séquencage de ’ADN

Les fragments d’ADN sont séquencés par la méthode de terminaison de chaines aux
didéoxynucléotides triphosphate (ddNTPs) a 1’aide d’un séquenceur automatique
(Sanger,1977). Elle consiste en P’incorporation au hasard de ddNTPs dans un brin
d’ADN en cours de synthése , ce qui a pour conséquence un arrét de I’élongation.
Chacun des quatres ddNTPs utilisés est couplé a un fluorochrome différent. Apres
excitation par un faisceau laser, les quatre fluorochromes émettent des signaux
lumineux de longueurs d’onde différentes détectables sur une piste de gel

d’électrophorese.

55



PARTIE III
RESULTATS ET DISCUSSION



Résultats et discussion

1.Résultats

1.1. Souches identifiées

Pendant la période d’étude (Novembre 2005 — Juin 2007), 255 souches consécutives
de Pseudomonas aeruginosa ont été isolées a partir de 596 prélevements cliniquement
significatifs soit 42,8% (annexe9). L’identification par galerie API 20 NE (figurel6)a
permis de mettre en évidence les principaux caractéres biochimiques du genre
Pseudomonas : réduction des nitrates en nitrites, attaque du glucose par voie
oxydative, présence d’une arginine dihydrolase et utilisation du glucose comme seule
source de carbone. L’assignation des souches & 1’espéce aeruginosa a été réalisée
grace 4 la présence d’une gélatinase, 4 I’assimilation de I’acide adipique, une oxydase
positive ainsi qu’a la possibilité de culture & une température de 42° C et 4 la

production d’une odeur aromatique particuliére.

Figure 16. Résultat d’identification selon API 20NE

1.2. Résistance de P. aeruginosa

Les pourcentages de résistance selon les recommandations du CA-SFM sont résumés
dans le tableau 4. Les taux de résistance aux antibiotiques étaient les suivants :
ticarcilline (48%), ticarcilline + acide clavulanique (47%), pipéfécilline (28%),
pipéracilline +tazobactam (28%) ceftazidime (21%) , cefepime (28%), aztreonam
(41%), imipéneme(40%), gentamicine(42%), tobramycine(24%), amikacine (23%) et
une fluoroquinolone, la ciprofloxacine (5%). Les souches isolée;en’ réanimation et en
neurochirurgie ont montré un taux élevé de résistance a I’imipénéme (54 et 59%

respectivement ).
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On peut également observer des différences de taux de résistance en fonction des
services, les écarts allant jusqu’a 49% et 58% entre la chirurgie et la neurochirurgie,
respectivement pour I’imipénéme et la gentamicine .Notons également 48% et 44%
pour la ticarcilline et la ceftazidime entre la réanimation et la traumatologie.Ces écarts
sont probablement dus aux pressions de sélection différentes suivant les services. Pour
les aminosides, une résistance a été observée avec respectivement pour la gentamicine,
tobramycine et amikacine ,41,6%, 24,3% et 23,1% (figure 17).

Les résultats ont également révélé une bonne activité antipyocyanique de la

ciprofloxacine avec un taux de 5,1% .

Tableau 4. Résistance (%) des 255 souches de Pseudomonas aeruginosa vis-a-vis
de 12 antibiotiques selon les normes CA-SFM(www.sfm.asso.fr)

n TIC TCC PIP TZP CAZ FEP ATM IMP GEN TOB AMI CIP

Réanimation 92 72 72 59 59 46 55 61 54 53 49 49 9
Neurochirurgie 54 37 37 18 18 11 13 28 5 65 20 18 4

Traumatologie 46 24 19 6 4 2 6 22 33 37 6 6 0

Chirurgie 40 48 37 7 5 7 15 35 10 7 7 2 5
Divers 23 43 43 9 9 9 13 43 9 9 0 0 4
Total 255 48 47 28 27 21 27 41 40 42 24 23 5

TIC, ticarcilling; TCC, ticarcilline + acide clavulanique; PIP, pipéracilline; TZP, pipéracillin + tazobactam;
CAZ, ceftazidime; FEP; céfépime; ATM, aztreonam; IMP, imipéném; GEN, gentamicine; TOB, tobramycine;
AMI, amikacine; CIP, ciprofloxacine.
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Fig 17 . Pourcentages de résistance aux antibiotiques de
Pseudomonas aeruginosa au niveau du CHU de Tlemcen

F-S
o

w
o

tances (%)

Résis
N
o

10

TC Tcc PP TzP CAZ FEP ATM IMP  GEN TOB AMI , CIP
Antibiotiques

1.3. Répartition des mécanismes de résistance aux bétalactamines

L utilisation d’antibiotiques comme marqueurs de détection phénotypique a permis de
mettre en évidence les différents phénotypes de résistance aux B-lactamines rencontrés
au niveau des divers services (tableau 5),chaque phénotype de résistance étant défini
comme [|’expression donnée par le mécanisme de résistance a cette classe
d’antibiotiques. La méthodologie utilisée sur milieu solide est celle dérivée des
propositions de Vedel (2005) et/ou sur milieu liquide selon les critéfes de Nordmann

(2003)(annexes 11a et 11b).
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Tableau 5. Intervalles de CMI (ng/ml) observés pour chacun des phénotypes
de résistance aux B-lactamines

TIc Tze CAZ FEP ’M Phénotypes observés
<16 >64 <16>64 <A4>3) A>3 <4>8 .
8-16 2-4 0,5-2 0,5-4 1-4 Sauvage
8-16 2-4 0,5-2 0,5-4 8-16 Perte OptD
32-128 4-16 2-4 2-8 1-4 Efflux
64 32 32 16 1 Céphalosporinase (Case)
>512 128 64 32 4 Céphalosporinase
~ +Pénicillinase
>512 16-32 1-2 2-4 2-4 Pénicillinase (Pase)
>512 32 2 2 16 Pénicillinase + Perte OprD
>512 64-256 16-64 16-32 32 Complexe

Sur ’ensemble des souches de Pseudomonas aeruginosa, 48% étaient de sensibilité
intermédiaire ou résistantes a la ticarcilline.
La répartition des mécanismes de résistance aux bétalactamines (hors imipénéme) €tait

la suivante par rapport & ’ensemble des souches(Tableau 6) :

mécanisme de résistance probablement non enzymatique (efflux) (annexe 12a) , 17 %,
hyperproduction constitutive isolée de la céphalosporinase et d’une bétalactamase
acquise, 3% et 6% respectivement. L’association d’une hyperproduction de la
céphalosporinase et d’une bétalactamase acquise était retrouvée chez 15 % des
souches appartenant majoritairement (13%) au service de réanimation. Notons que
parmi les souches sensibles & la ticarcilline (52%), 34% sont représentés par le
phénotype sauvage et le reste, 18% par une résistance isolée a I'imipénéme
caractéristique d’un mécanisme d’imperméabilité lié probablement a la perte de la

porine oprD,.

Le mécanisme de résistance isolée a I’'imipénéme est certainement 1ié a la modification
de la.porine D2 spécifique de la perméabilité de P. aeruginosa a cet antibiotique et il
est retrouvé dans 40 % des cas. On peut aussi observer que ce taux atteint 54% en

réanimation. Ce phénotype de résistance, est similaire au phénotype sauvage 2
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I’exception d’une diminution voire absence d’une zone d’inhibition sur antibiogramme

B et un passage de CMI de 1-2 & 8-32 pg/ml pour I’imipéneme (Livermore, 2001).

La caractérisation phénotypique du mécanisme d’efflux a été réalisée par le test au
phényl-arginine-B-naphtylamide (PAPN). L’augmentation des zones d’inhibition
| autour des disques d’antibiotiques testés en présence d’une concentration définie de

cet inhibiteur a permis de confirmer ce phénotype (Figure 18).

Figure 18. Test au PABN
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Tableau 6. Distribution (%) des mécanismes de résistance de Pseudomonas
aeruginosa en fonction des services.

Case,
AB+, Pase, Pase,

S OprD~ Case AB+ Pase Case, OprD™ OprD™ OprD™ OprD™

Réanimation 26 2 1 9 10 8 4 3 37
Neurochirurgie 15 48 2 | 17 7 0 0 2 9
Traumatologie 44 33 2 17 4 0 0 0 0
Chirurgie 58 5 5 25 3 3 3 0 0
Divers 48 9 9 35 0 0 0 0 0
Total 34 18 3 17 6 3 2 2 15

S, type sauvage; OprD", deficit en protéine OprD,; Case, hyperproduction de la céphalosporinase
chromosomique AmpC; AB+, surexpression de la pompe d’efflux MexAB-OprM; Pase, production de -
lactamase(s) transférable(s) ou pénicillinase.

La mise en évidence de la présence d’enzyme a été réalisée grace au test iodométrique
qui s’est révélé positif pour les souches présentant un phénotype céphalosporinase

et/ou pénicillinase, éventuellement associé (Figure 19).

Figure 19. Test iodométrique

Pour les souches présentant un phénotype pénicillinase seul ou associé a
une perte OprD (Tableau 7 ), I’association de 1’acide clavulanique a la ticarcilline et du

tazobactam a la pipéracilline permettait de récupérer une meilleure activité de ces
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antibiotiques. Les activités de la ceftazidime, du céfépime et celle de 'aztréonam
n’étaient pas touchées par ce phénotype. Celle de ’imipénéme était affectée seulement

quand il y avait un mécanisme perte OprD associé.

Tableau 7. Résultats de CMI (ug/ml) pour les souches de phénotype pénicillinase

TIC TCC PIP PTZ CTX CAZ FEP ATM IPM Mécanisme suspecté
S16>64 <16>64 <16>64 <I16>64 <4>32  <4>32 <4>3) <4>32 <4>8
P6 | 64 32 16 8 8 05 2 2 4 Pase
P88 {>512 128 64 32 8 1 4 4 4 Pase
P72 {>512 128 64 32 8 1 4 4 4 Pase
P37 128 64 32 16 32 1 8 4 4 Pase
P250] 256 128 64 32 32 1 4 8 4 Pase
P200|>512 256 256 64 16 4 2 8 32 Pase + OprD
P197}>512 256 256 32 16 1 2 4 16 Pase + OprD
P179|>512 128 128 32 16 1 4 4 2 Pase
P173{>512 128 128 32 8 2 4 4 4 Pase
P172|>512 64 128 32 16 2 4 4 2 Pase
P168{>512 128 128 32 16 2 4 4 4 Pase
Pi162| 256 64 64 32 16 2 4 4 2 Pase
P161{>512 128 128 32 8 2 4 2 4 Pase
P159;>512 128 128 32 16 2 2 4 16 Pase + OprD
P158|>512 128 128 32 32 2 2 4 16 Pase + OprD
P148}>512 64 128 16 16 2 2 4 2 Pase
P145}>512 128 128 32 16 2 4 4 2 Pase
P141|>512 64 128 32 16 2 4 4 2 Pase
P108{>512 256 128 32 16 1 4 4 2 Pase

L’hyperproduction de la céphalosporinase chromosomique a été observée seule chez
six souches (Tableau 8 ) ou associée & une perte de porine D2 . Ce phénotype a été
confirmé par la restauration de Pactivité des céphalosporines de troisiéme génération

(C3G) en présence de concentration définie de cloxacilline (Figure 20).
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Figure 20. Test a la cloxacilline

Une concentration de 1000 pg/ml permettait de récupérer I’activité des deux C3G
. , utilisées alors que celle de 500 pg/ml ne restaurait que celle de la ceftazidime.
Pour ce qui concerne la P27, linhibition de la céphalosporinase a permis de mettre en

\5 évidence la présence d’une pénicillinase associée (Figure 21).

Figure 21. Mise en évidence du phénotype pénicillinase + céphalosporinase
- Le caractére inductible de la céﬁhalosporinase partiellement déréprimée exprimée par
la P110 a été démontré par une image d’antagonisme entre| I’imipénéme et les
céphalosporines & large spectre ainsi que par une diminution de l’éctivité de la

ticarcilline par ’acide clavulanique.
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Tableau 8. Résultats de CMI (ug/ml) pour les souches de phénotype céphalosporinase

TIC TCC PIP PTZ CTX CAZ FEP ATM IPM Mécanisme suspecté
<16>64 <16>64 <I6>64 <16>64 <4>32 <4>32 <4>32 <4>32 <4>8
P8 32 64 64 32 128 8 8 8 4 Case

P11] 64 128 128 128 >512 32 32 32 8 Case + OprD
P77 64 64 64 64 512 16 8 16 2 Case
P110] 64 256 32 32 512 32 16 32 1 Case
P137] 64 64 16 16 64 8 32 16 2 Case
P169; 64 128 64 32 512 32 16 8 2 Case
P191] 64 128 128 128 512 16 16 16 32 Case + OprD
P218; 64 128 32 32 512 16 4 16 4 Case
P219| 64 256 256 128 512 32 32 32 32 Case + OprD
P221| 128 256 256 128 512 16 32 32 32 Case + OprD
P224( 128 256 256 128 >512 16 32 16 32 Case + OprD
P230| 128 256 256 128 512 16 32 16 32 Case + OprD
P236( 128 256 256 128 512 16 32 16 32 Case + OprD
P237( 128 256 256 128 >512 16 32 16 32 Case + OprD

39 (15%) souches de phénotype complexe ont été observées uniquement au niveau des
services dits de soins intensifs dont 34(13%) appartiennent au service de réanimation
et 5 (2%) au service de neurochirurgie. Elles ont présenté une résistance aux
carboxypénicillines, uréidopénicillines, céphalosporines de troisieme et quatriéme

génération, monobactame et carbapénéme (Tableau 9 ).
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Tableau 9. Résultats de CMI (ug/ml) pour les souches de phénotype complexe

TIC TCC PIP PTZ CTX CAZ FEP ATM IPM| Mécanisme suspecté

<1664 <16>64 <16>64 <16>64 <4>32 <4>32 <4>32 <4>32 <A>8
P27 |>512 256 256 128 >512 64 32 32 4 Case + Pase
P176{>512 256 512 128 512 32 16 32 32 Case + Pase + OprD
P178]>512 256 >512 128 512 16 32 16 32 Case + Pase + OprD
P180{>512 256 >512 128 >512 32 32 16 32 Case + Pase + OprD
P183|>512 256 512 128 512 16 16 32 32 Case + Pase + OprD
P184{>512 256 >512 128 512 16 32 16 32 Case + Pase + OprD
P185|>512 256 512 128 >512 64 32 16 32 Case + Pase + OprD
P186|>512 256 >512 128 512 16 8 16 32 Case + Pase + OprD
P187(>512 256 256 64 256 16 8 g8 32 Case + Pase + OprD
P188|>512 256 >512 128 512 16 32 16 32 Case + Pase + OprD
P189|>512 256 512 128 512 16 32 16 32 Case + Pase + OprD
P192{>512 256 >512 256 >512 64 64 64 32 Case + Pase + OprD
P193|>512 256 512 128 >512 32 16 32 32 Case + Pase + OprD
P195(>512 256 >512 256 >512 64 32 32 32 Case + Pase + OprD
P198|>512 256 >512 256 >512 64 32 32 32 Case + Pase + OprD
P199|>512 256 >512 256 >512 64 32 32 32 Case + Pase + OprD
P201(>512 256 512 128 512 32 32 16 32 Case + Pase + OprD
P202|>512 256 512 128 512 32 32 32 32 Case + Pase + OprD
P203{>512 256 >512 128 512 32 32 16 32| Case+Pase+OprD
P204{>512 256 >512 128 512 32 32 16 32 Case + Pase + OprD
P205/>512 256 >512 128 512 32 32 32 32 Case + Pase + OprD
P206(>512 256 >512 256 512 32 32 32 32 Case + Pase + OprD
P207| 512 256 512 128 512 32 32 16 32 Case + Pase + OprD
P208{>512 256 >512 256 512 32 32 32 32 Case + Pase + OprD
P209{>512 256 >512 512 >512 128 64 64 32 Case + Pase + OprD
P210} 512 256 512 128 512 32 32 16 32 Case + Pase + OprD
P211{>512 256 >512 128 512 32 16 16 32 Case + Pase + OprD
P220|>512 512 >512 256 >512 64 32 32 32 Case + Pase + OprD
P222>512 512 >512 256 >512 64 32 32 32 Case + Pase + OprD
P223{>512 512 >512 256 >512 32 32 32 32 Case + Pase + OprD
P225|>512 512 >512 256 >512 64 32 32 32 Case + Pase + OprD
P235{>512 512 >512 256 >512 32 32 32 32 Case + Pase + OprD
P238| 512 256 512 128 512 16 32 16 32 Case + Pase + OprD
P239|>512 256 >512 64 256 16 16 16 32 Case + Pase + OprD
P240{>512 256 >512 256 >512 64 32 32 32 Case + Pase + OprD
P241|>512 256 >512 128 >512 16 16 16 32 Case + Pase + OprD
P242)>512 512 >512 128 512 16 32 16 32 Case + Pase + OprD
P243|>512 512 >512 128 512 16 32 16 32 Case + Pase + OprD
P253|>512 256 >512 128 512 16 32 16 32 Case + Pase + OprD.
P255{>512 256 >512 128 512 16 32 16 32 Case + Pase + OprD
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La caractérisation phénotypique de ces souches a été réalisée par les tests 4 la
cloxacilline, synergie, Hodge et EDTA. Aucune BLSE ou carbapénémase n’a été
détectée. La récupération de Pactivité des C3G par la cloxacilline a permis de mettre

en évidence la présence d’une AmpC associée a une pénicillinase. La résistance a

Pimipéneme (CMI = 32) a ét€ attribuée au mécanisme perte OprD.
1.4. Résistances associées

Les résistances associées aux aminoglycosides étaient les plus fréquentes chez les
souches productrices de bétalactamases (tableau 10). Parmi les mécanismes non
enzymatiques , la résistance a la gentamicine a concerné surtout les souches qui ont
présenté le phénotype dprDz dans 77% des cas , contrairement aux systémes d’efflux
qui se sont révélés associés dans tous les cas & une sensibilité & tous les aminosides.

On peut également noter que la résistance a la ciprofloxacine était surtout représentée
par les souches de phénotype “Case+OprD ” avec un taux de 63%(5/8) provenant

toutes du service de réanimation.

Tableau 10. Résistances associées

Nombre de souches
Phénotype n résistantes
GM TM AN CIP
Sauvage 86 5 1 0 1
OprD 47 36 5 0 1
' Efflux 43 8 0 0 1
Efflux + OprD 5 0 0 0 3
Case 7 1 0 1 0
Pase 16 16 16 16 1
Case + OprD 8 : 0 0 0 5
Pase + OprD 4 : 4 4 4 0
Case + Pase + OprD 39 39 34 36 0

n :nombre total de souches isolées
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L.5. Acquisition de la résistance

Les expériences de conjugaison , réalisées entre 7 souches cliniques sensibles a la

ciprofloxacine et la souche réceptrice P. aeruginosa PU21 résistante 3 la

ciprofloxacine, ont permis le transfert de la résistance aux bétalactamines (excepté

Pimipénéme) . La résistance a la gentamicine , tobramycine et amikacine ont €té co-

transférées( tableau 11 ).

Tableau 11. Résultats de CMI (ug/ml) obtenus pour les transconjugants

TIC [ TCC | 1P | TAZ | CTX | CAZ | FEP [ ATM | IPM | GEN | TOB | AMT | CIP

<16>64 | <16>64 | <16>64 | <16>64 | <4>32 | <4>32 | <4>32 | <4>32 | <4>8 | <4>8 <A4>8 | <B>16 | <1>2
PR 5 | %2 | 16| 16 |16] 2] 8] 8 | 2121111212
27 | >512 | 256 | 256 | 128 |>s12) 64 | 32 | 32 | 4 | &4 | 8 | 32 |o02s
T27 | >512 | 128 | 128 | 32 |16 | 2 | 8 | 8 | 2 |s:2| 8 | 64 | 2
72 | >512 | 128 | 64 | 32 { 8 | 1 | 4 | 4 | a4 (>512| 8 | 64 |025
72 | >512 | 128 | 64 | %2 | 16| 2 | 8 | 8 | 2 | 26| 8 | 64| 2
88 | >512 | 128 | 64 | 32 | 8 | 1 | 4 | 4 | 4 |>s12] 8 | 64 |025
TS8 | >512 | 128 | 64 | 32 | 16 | 2 | 8 | 8 | 2 |256| 8 | 64 | 2
108 | >512 | 256 | 128 | 32 | 16| 1 | 4 | 4 | 2 |>512] 8 | 64 |025
Ti08 | >512 | 128 | 128 | 32 | 16| 2 | 8 | 8 | 2 [s12| 8 | 64 | 2
148 | >512 | 64 | 128 ] 16 | 16| 2 | 2] 4 | 2 |>s12] 8 | 64 |025
Tids | >512 | 64 | 128 | 16 | 16 | 2 | 8 | 8 | 2 |52 8 | 6 | 2
158 | >s12 | 128 | 128 | 32 | 16| 2 | 2 | 4 | 16 |>512] 16 | 128 | 025
Ti58 | >512 | 128 | 128 | 32 | 16 | 2 | 8 | 8 | 2 [si2] 8 | 64 | 2
230 | >512 | 256 | >s12 | 64 | 256 | 16 | 16 | 16 | 32 |>s12] 16 | 128 | 025
T230 | >512 | 128 | 128 | 32 [ 16 | 2 | 8 | s | 2 |s12] 8 | 64 | 2
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1.6. Plasmides : visualisation sur gel d’agarose

La visualisation du contenu plasmidique des souches (Figures 22a et22b) a révélé la
présence de deux plasmides chez la souche P37, dont 'un de grande de taille (50
Kilobases) et un petit de 2,8 Kb. La souche P6 (bande 5) contient un plasmide de taille

comprise entre 4,1 et 5,35kb.

Figure 22a . Profil plasmidique des souches cliniques de Pseudomonas aeruginosa

(1:P1), (2: P2), (3 : P4), (4 : P5), (5 : P6), (6 : P8), (7 : P10), (8 : P11), 9 : P27), (10 : P29),
(11: P30),(12: P33), (13 : P36), (14 : P37), (15 : P42), (16 : P43), (17 : P51), (35 : P110),
(A : VP517),(B : pRK 2013), (C : pBR 322)
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Figure 22b . Profil plasmidique des souches cliniques de Pseudomonas aeruginosa

(18 : P57), (19 : P66), (20 : P67), (21 : P72), (22 : P73), (23 : P76), (24 : P80), (25 : P83), 26 :
P88), (27 : P89), (28 : P90), (29 : P92), (30 : P95), (31 : P101), (32 : P103), (33 : P105), (34 :
P108), (35 : P110), (A : V517),(B : 2013), (C : Pbr 322)

1.7. Sérotypage et analyse par RAPD

Parmi les souches étudiées, nous avons pu déceler des phénotypes trés proches, en
particulier celles appartenant au groupe des pénicillinases, associées a une résistance a
tous les aminosides.Il est & noter que les souches productrices de pénicillinases ont été
plus fréquemment isolées dans le service de réanimation (26 sur les 33). Ces souches
ont été¢ soumises a un typage sérologique et génétique par RAPD dans le but de
rechercher leur éventuelle dissémination dans I’hépital de Tlemcen. L’analyse par
RAPD (figures 23a et 23b ) a-montré que 32 isolats se distribuaient dans 6 génotypes
dénommés A, B, C, D, E et F correspondant & 21, 3, 2, 2, 3 et 1 isolats,
respectivement. Les génotypes A, C et D ont ét¢ de sérotype 0 :11, tandis que les
génotypes E et F appartenaient aux sérotypes O:5 et O:12, respectivement. Les isolats
du génotype B ont été assignés a O:5 ou O:8. Il est & noter que 20 des 21 isolats
appartenant au génotype A (tableau 12)ont été isolés dans le service de réanimation .
On assisterait donc a I’émergence d’une souche MBR dans ce service de réanimation

du CHU de Tlemcen.
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123 45 678 910111213141516 17 18 19

Figure 23a . Résultats del' anlyse par PD(amorc 272) |

1(P6) ;2(P37) ;3(P141) ;4(P148) ;5(P172) ;6(P88) ;7(P108) ;8(P145) ;9(P158) ;10(P159) ;
11(P160) ;12(P161) ;13(P162) ;14(P168) ;15(P173) ;16(P176) ;17(P178) ;18(P179) ;19(P180)

20 21 22 23 24 25 262728 29 30 313233

Figure 23b :Résultats de I'analyse par RAPD(amorce 272)
20(P183) ;21(P184) ;22(P185p) ;23(P185g) ;24(P186) ;25(P187) ;26(P188) ;27(P189) ;
28(P192) ;29(P193) ;30(P195) ;31(P197) ;32(P198) ;33(P199)

Tableau 12 . Répartition des souches en fonction des génotypes

Génotypes | Souches

145,158,159,162,168,173,176,178,180,183,184,185,186,187,188,189,192,193,195,197,198

141,148,172

160,199

161,179

88,108

i=lesliwiiglivel s

37
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1.8. Caractérisation des bétalactamases transférables.

1.8.1.Détermination des points isoélectriques ( pl)

Le contenu en béta-lactamases de 2 souches par génotype, sélectionnées au hasard, a
été analysé par isoélectrofocalisation (figures 24 et 25). La révélation par la nitrocéfine
a mis en évidence une bande (pl, 6.2) chez les 12 souches, correspondant & une
enzyme OXA-like. De plus, 10 d’entre elles ont produit une B-lactamase TEM-like de
pl 5.3 et 2 ont surproduit la céphalosporinase chromosomique AmpC (pl, 8.1).

Figure 24 . Résultats de I'isoélectrofocalisation

migration = f(pHi) y =-1,9957x + 16,853
R%=0,9943

Migration
O 2PN WHEOWO

5 5,5 6 6,5 7 7,5 8 8,5
pl

Figure 25. Courbe de migration
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1.8.2. PCR et séquencage

Les résultats de PCR (figure 26) et séquencage ont permis d’identifier ces f-
lactamases comme des OXA-10 (connu aussi sous le nom de pse-2) et TEM-110, en

accord avec les pl obtenus (tableau 13).

Tableau 13 . Résultats de I'analyse des pénicillinases

souche Phi  |Migration enzyme PCR Séquencage]
PER-1 5,3 -
TEM-1 5,4 6,2 -
OXA-18 5,5 6 -
TEM-2 5,6 5,6 -
TEM-24 6,5 3,6 | -
AmpC 8,2 0,6
Souéhes Tlemcen| 6,19 4,5 TEM, OXA OXA OXA-10
5,29 6,3 [TEM, PER, (VEB) TEM | TEM-110
8 0,9 AmpC
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2. Discussion
2.1. Pseudomonas aeruginosa et antibiorésistance

Pseudomonas aeruginosa est un bacille & Gram négatif d'importance majeure dans le
cadre des infections hospitaliéres de par sa fréquence, la gravité des infections liée a la
survenue chez les malades immunodéprimés, sa grande adaptabilité et sa rapidité
d'acquisition de résistance aux antibiotiques. Cependant I’isolement des souches de
Pseudomonas aeruginosa n’est pas une preuve de leur implication dans le processus
infectieux en cours, car ils ne sont souvent que de simples colonisateurs (Mesaros et
al., 2007). Ce germe étant répandu dans I’environnement hospitalier, son manuportage
par les patients et le personnel soignant favorise sa dissémination (Carmeli et al.,
1999). 11 présente une remarquable capacité de colonisation des patients
immunodéprimés particulidrement dans les services de soins intensifs (Bertrand et
al., 2003). Différents facteurs de risque associés a ’acquisition de cette bactérie ont été
identifiés, dont la durée du séjour et I’antibiothérapie (Blanc et al., 1998).
Pseudomonas aeruginosa est un germe dont les résistances acquises sont fréquentes. Il
s’agit de résistances parfois associées entre elles, transitoires et adaptaﬁves, c’est-a-
dire favorisées par la pression de sélection de I’antibiothérapie (Aubron et al., 2002).
Les taux de résistance aux antibiotiques étudiés, plus importahts dans les service de
soins intensifs , rapportés par cette” étude sont certainement liés aux différentes
pressions de sélection exercées conséquences des types de pathologie traités.
C‘omparée aux données d’antibiosurveillance de PlInstitut Pasteur d’Algérie,
rapportées par Rahal en 2005 (Rahal et al., 2005), la résistance des souches étudiées
aux différents antibiotiques est supérieure dans notre étude pour la ticarcilline,
’imipéneéme et la gentamicine avec des écarts de 30, +28 et +23% respectivement. La
fréquence globale de résistance aux f-lactamines, exprimée par la résistance i la
ticarcilline, atteint 48%, taux identiques & ceux rapportés dans une étude
multicentrique menée en France par Cavallo en 2004 (Cavallo et al., 2007),
cependant, la résistance & I’imipénéme reste plus importante dans notre étude avec une
différence de 20%. Les taux de résistance 2 la pipéracilline (28%) et a la
ceftazidime(22%) sont supérieurs & ceux de I’étude de Rahal (16 et 11%), mais

concordent avec ceux de Cavallo en 2004. Pour ce qui concerne le taux de résistance a
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|
la ?iproﬂoxacine, il est en dessous des données algériennes et frangaises avec des
écarts de -10% et -27% respectivement. Si ces différences ne peuvent étre comparées
statistiquement du fait de la variabilité entre les types d’hopitaux et les services inclus
dans ces enquétes, les écarts sont cependant importants et sont vraisemblablement en
relation avec la pression de sélection exercée par I'utilisation de ces antibiotiques. La
surveillance épidémiologique de la résistance aux antibiotiques permet d’adapter
I’antibiothérapie probabiliste, car les infections & Pseudomonas aeruginosa du fait de
leur gravité, mettent en jeu le pronostic vital et vont nécessiter une antibiothérapie
rapidement débutée de plus bactéricide (Hamze et al., 2004).
La détection des phénotypes de résistance aux B-lactamines des souches cliniques de
Pseudomonas aeruginosa en routine, est particulierement importante (Bert et al,
2003) car elle permet la suppression des fausses sensibilités aux antibiotiques qui en
réalité, sous l’influence des mécanismes de résistance impliqués et interférant ne
peuvent étre valablement retenus pour actifs dans le cadre d’une antibiothérapie
(Monteil, 2003). _
La grande majorité des bactéries classées dans le groupe « résistance non
enzymatique », qui rassemble les souches ne produisant pas de p-lactamases acquises
et dont les taux de céphalosporinase sans induction est voisin de celui des souches
sensibles, est représentée par une résistance isolée a I’imipénéme (43,2%). Ce
phénotype caractéristique de la modification de la porine D, spécifique de la
perméabilité de Pseudomonas aeruginosa a cet antibiotique (Philippon, 1998) a aussi
été retrouvé parmi les souches présentant un phénotype pénicillinase et/ou associé a
une céphalosporinase. L hyperproduction de I’AmpC associée a la fermeture de la
porine D, conduit a une augmentatibn des CMI de I’imipénéme plus importante que la
fermeture isolée de la porine D, ?(Cavallo et al.,, 2001). La prédominance de ce
mécanisme de résistance au niveau de ’hdpital de Tlemcen, en particulier dans les
services de soins intensifs \({far%lmegl(zp et neurochlrurgle) est certainement liée a
I’utilisation massive de 1’imipénéme. En effet la prévalence des phénotypes de
résistance observés au sein d’un service constitue le plus souvent un reflet fidele des
habitudes de prescription (Bertralid et al., 2003).
La résistance a la ticarcilline ,;ar un mécanisme non enzymatique (19%), est

probablement due & DPassociation d’une perméabilité diminuée et d’une
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hyperexpression de 1’efflux, essentiellement systtme d’efflux MexAB-OprM,
constitutif chez cette bactérie (Masuda et al, 2000). Le phénotype des souches
surexprimant ce systéme d’efflux est caractéristique : la ticarcilline et I’aztréonam sont
presque toujours classés intermédiaires, tandis que les uréidopénicillines moins
touchées, restent le plus souvent classés sensibles ainsi que la ceftazidime.
L’imipénéme n’est pas affecté par ce mécanisme de résistance (Péchére et Kohler.,
1999 ; Plésiat et al, 1998). L’inhibition de Pefflux MexAB-OprM chez
Pseudomonas aeruginosa par le phényl-arginine-B-naphtylamide (PABN) augmente"
Iactivité des différentes p-lactamines (Lomovskaya et al., 2001). Cependant, cette
récupération d’activité ne peut étre observée que chez les souches qui n’expriment pas
un haut niveau de B-lactamases (Masuda et al., 1999).

La résistance aux céphalosporines de troisieme et quatriéme génération chez
Pseudomonas aeruginosa est associée dans la plupart des cas a ’hyperproduction de la
céphalosporinase naturelle (Nordmann et Guibert., 1998). La dérépression de cette
B-lactamase AmpC affecte 21% des souches isolées, dont 15% présentent un
phénotype pénicillinase associé. Le céfépime et Paztréonam résistent mieux que la
ceftazidime & I’hyperproduction de la céphalosporinase alors que la ceftazidime reste
la plus active sur les souches exprimant un mécanisme non enzymatique ou une
pénicillinase. L’expression phénotypique de ces différentes f-lactamases est dans la
majorité des cas une base de départ rapide de leur identification future. Cependant, la
combinaison de plusieurs mécanismes de résistance rend plus complexe
’individualisation pratique d’un phénotype (Philippon et Arlet., 2006).

La fréquence des résistances associées aux aminosides parmi les souches productrices
de B-lactamases acquises et parmi les souches hyperproductrices de céphalosporinases
AmpC peut re’suiter soit de ’accumulation de mécanismes de résistance indépendants,
soit de la diffusion de matériel génétique (plasmides, transposons) codant plusieurs
caracteres de résistance (B-lactamines, aminosides ....) (Cavallo et al, 2001). Ce
cumul de résistances est une preuve supplémentaire du role de la pression de sélection
des antibiothérapies lourdes , & Porigine de la diffusion de matériel génétique
regroupant plusieurs mécanismes de résistance dans les familles différentes
d’antibiotiques (Rio, 2002).La resistance de P.aeruginosa aux bétalactamines est

variable d'un pays a l'autre (Weinstein et al.,1983 ; Howard et al.,1995; Benjemaa
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- et al.,2004). Comparativement & ce qui a été décrit dans la littérature, I'incidence de la

résistance de nos souches de P.aeruginosa aux bétalactamines est trés importante.
Particuliérement, le taux de résistance '51 P’imipénéme (35%) a été élevé comparé a
ceux communément observés dans les pays européens(E.A.R.S.S.,2007). Cette
résistance prévalente qui résulte d’altérations dans la porine OprD pourrait s’expliquer
par la forte consommation de I’imipénéme & 1’hdpital de Tlemcen, ot ce compose est
prescrit empiriquement dans le traitement des infections a P. aeruginosa et 4 la
dissémination d’un clone O:11 dans le service de réanimation chirurgicale. La
résistance & tous les aminosides a surtout concerné les souches appartenant au
phénotype pénicillinase. En effet, lorsqp'il y a une bétalactamase transférable isolée ,
la ceftazidime n'est pas touchée alors que le taux de sensibilité aux aminoglycosides
sont les plus bas (Philippon,1998). Bar ailleurs, le faible taux de résistance a la
ciprofloxacine (11%) concorde bien avec I’utilisation modérée des fluoroquinolones a
I’hdpital de Tlemcen durant la période de cette étude. Nous n’avons pas observé de
souches a haut niveau de résistance (CMI de la ciprofloxacine < 4 mg/1). Ces données
confirme la corrélation entre 1’usage des fluoroquinolones et I’émergence de la

résistance( Nenhauser,2003) .

2.2. Epidémiologie des souches

L’acquisition de la résistance aux carboxypénicillines, uréidopénicillines et aminosides
par la souche PU21 CIP R aprés conjugaison, conforte I’hypothése de dissémination
de matériel génétique codant pour le phénotype pénicillinase et résistance aux

aminosides.

L’absence de plasmides au niveau de la plupart des souches (figure22b) laisse suggérer
que la résistance est un caractére qui pourrait &tre porté par des transposons.

Ces éléments génétiques présents sous forme intégrée au chromosome éont capables
de s’exciser pour former une molécule circulaire non-réplicative qui peut alors &tre
transférée par conjugaison a la cellule hote (Schwarz et al., 1991). Le transposon ainsi
transféré est ensuite inséré dans le chromosome de la cellule hate (Doublet, 2004).

Le typage génétique et sérologique a mis en évidence un clone épidémique (génotype

A et sérotype O:11) dans le service de réanimation chirugicale, correspondant & 31%
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de tous les P. aeruginosa isolés dans ce lieu. Ce clone a été résistant 2 la ticarcilline
(£ clavulanate), pipéracilline (+ tazobactam), gentamicine et tobramycine. En outre,
12 isolats de ce clone (55%) ont été résistants a la ceftazidime et au céfépime par
dérépression de AmpC. La perte ou Daltération de la porine OprD a entrainé la
résistance a I’imipénéme chez 17 isolats (77%). Treize (59%) et 14 (64%) isolats ont
été résistants 3 1’amikacine et ciprofloxacine, respectivement. Enfin, 4 isolats du clone

A ont été résistants aux antibiotiques testés.

2.3. Caractérisation de la souche épidémique

Les expériences de conjugaison ont moniré que la résistance enzymatique aux PB-
lactamines et aux aminoglycosides ont été facilement transférables entre les isolats de
P. aeruginosa. Ceci signifierait que les génes conférant ces résistances sont portés par
des éléments génétiques mobiles (comme par exemple un intégron 1i¢ au plasmide) qui
se disséminent parmi les isolats de P. aeruginosa, indépendamment de leur génotype.
L'analyse par isoélectrofocalisation et par PCR des souches productrices de
pénicillinases transférables ainsi que le séquencage ont permis d'identifier ces B-
lactamases comme des OXA-10 et TEM-110. Il faut noter que TEM-110 a été déja
rapportée chez Salmonella non typhoidique en Algérie vers la fin des années 80. Les
entérobactéries apparaissent donc comme un réservoir plausible de ce géne, jamais
décrit auparavant chez P. aeruginosa. Nous n’avons pas observé de PB-lactamase a

spectre élargi ou de carbapénémase dans cette étude

Les épidémies de souches de P.aeruginosa multirésistantes dans les unités de soins
intensifs sont souvent associées a une grande fréquence de mortalité
(Grundman,1993).La fréquence des résistances associées aux bétalactamines est lide
le plus souvent a la dissémination de souches e’pidémiqués MBR comme celles
productrices de pénicillinases ifet peut résulter soit de I'accumulation de mécanismes de
résistance des différentes anti{biothérapies successives, soit de la diffusion de matériel
génétique( plasmides, intégfons) codant pour plusieurs caracteres de résistance
( bétalactamases et enzymes de modification des am1nog1y0031des) (Pitt,1990). A
I'échelle d'un service de so1n57‘ ou d'un hdpital, la part des colonisations et/ou infections
liées a des mesures d‘hygleng défectueuses peut étre importante, voire prépondérante
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comme lors de la survenue de phénoménes épidémiques (Pellegrino et al.,2002 ;
Berthelot et al., 2005). Dans la littérature la plupart des épidémies dues aux souches de
sérotype O:11 sont lies & des réservoirs environnementaux hydriques et les clones
épidémiques et multirésistants observés dans différents hopitaux non liés sur le plan
épidémiologique sont différents entre eux. (Loureiro et al.,2002 ; Kalai et al.,2005). En
terme de résistance acquise aux antibiotiques, plusieurs évolutions ont été révéiées
dans divers pays avec la découverte de nouvelles bétalactamases , leur permettant de
résister aux céphalosporines de troisiéme génération comme la ceftazidime ou mieux
aux carbapénemes (Hamze et al.,2004 ). Pour P. aeruginosa , la notion de diffusion
clonale est moins univoque que dans les SARM ou les BLSE, cependant le risque de

transmission horizontale est réel et des situations €pidémiques sont réguliérement

rapportées (Cattoen et al.,1999 ; Watine et a/.,1996 ) .
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Cette étude est la premicre sur la résistance et I’épidémiologie de souches cliniques de
P. aeruginosa en Algéric et montre bien les hauts niveaux de résistance aux
antibiotiques en particuliér dans les services de soins intensifs et confirme l'importance
de P.aeruginosa i lhopital de Tlemcen. Les résultats révélent de trés grandes
differences quant a la distribution des mécanismes de résistance au niveau de chaque
service. |

La résistance aux antibiotiques chez P. aeruginosa est devenue une préoccupation a
’hopital de Tlemcen. En effet, P.aeruginosa représente 'une des principales bactéries
responsables d’infections nosocomiales et elle est souvent associée 4 une mortalité
élevée.Ces infections sont favorisées par Pimmunodépresssion, I’antibiothérapie
préalable et les procédures invasives (Bert,2002). '

Les principaux mécanismes de résistance aux p-lactamines sont 1’hyperproduction de
céphalosporinase ,la production de pénicillinase, I’efflux actif et le déficit en porine D,
Les résultats de ce travail confirment les données de la littérature qui ont montré une
augmentation de la prévalence de P. aeruginosa multirésistant dans les hopitaux
niéditerranéens( Amazian,2006). Les niveaux de résistance atteints vis-a-vis de
certaines classes d’antibiotiques comme les carbapénemes (40%) sont alarmants,
particulierement dans les services de réanimation chirurgicale(54%) et
neurochirurgicale (59%). La résistance a l'imipénéme est codée par un mécanisme non
enzymatique dans 18% des cas vu la sensibilité de ces souches au ceftazidime et a la
pipéracilline.Elle est associée & d'autres mécanismes comme l'hyperproduction de la
céphalosporinase( 3%) et l'efflux (2%) . L'utilisation de I'imipénéme pour le traitement
des infections a P. aeruginosa pourrait étre un facteur de risque pour la sélection de ce
mécanisme de résistance( Kohler et al.,1999; Deplano et al., 2005).

Nous rapportons également dans ce travail un épisode épidémique d'infection a
P.aeruginosa de sérotype O:11 a l'unité de réanimation chirurgicale.Ces souches sont
caractérisées par une multirésistance a plusieurs familles d'antibiotiques, ce qui réduit
le choix thérapeutique conire ces souches. Une thérapie fondée sur la combinaison
d‘antibiotiques, généralement une penicilline antipseudomonas-inhibiteur de B-
lactamase et un autre antibiotique le plus souvent un aminoglycoside ou quinolone , est

la régle générale pour le traitement des infections a P. aeruginpsa.
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\ Enfin, I’émergence des souches multirésistantes, doit amener les praticiens 3 mettre en
. ceuvre les mesures d’hygiéne susceptibles d’éviter leur dissémination (Nordmann et
| Poirel,2002) et surtout inciter a ['usage prudent et a bon escient des antibiotiques sur la
ﬁ base de méthodes simples de détection des mécanismes de résistance (Vedel, 2005) et
| a la mise en place d’un programme national de surveillance. ’

[
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Annexe 1. Tableau de lecture des résultats de la Galerie API 20NE

RESULTATS
TESTS SUBSTRATS R oy
NEGATIF POSITIF
réduction des Nitrates en NIT1 + NIT2 /5 min
nitrites .
incolore rose-rouge
NO3 potassium nitrate
réduction des Nitrates en Zn/smn
azote .
rose incolore
James / immediat
TRP L-tryptophane formation d'indole Incolore /vert s
pale / jaune
GLU D-glucose fermentation beu a vert jaune
ADH L-agrinine Agrinine dihydrolase jaune oran?;g;ose /
URE urée uréase jaune Oranr%ié;ose /
esculine Hydrolyse - gris / marron /
EsC citrate de fer ( B-glucosidase ) jaune noir
ks de ee
latine Hydrolyse pas diffusion du
GEL _geraine diffusion du : .
(origine bovine) ( protéase ) pigment pigment noir
PNPG 4-nitrophénil-BD-galactopyranoside B-galactosidase Incolore Jaune
GLU D-glucose assimilation transparence trouble
ARA L-arabinose assimilation transparence trouble
MNE D-mannose assimilation transparence trouble
MAN D-mannitol assimilation transparence trouble
NAG N-acétyl-glucosamine assimilation transparence trouble
MAL D-maltose assimilation transparence trouble
GNT potassium gluconate assimilation transparence trouble
CAP acide caprique assimilation transparence trouble
ADI acide adipique assimilation transparence trouble
MLT acide malique assimilation transparence trouble
F(’:PI\T trisodium citrate assimilation transparence trouble
C acide phénylacétique assimilation transparence trouble
|
| 98




I

)

Annexes

Annexe 2. Tableau d’identification du catalogue analytique API 20NE
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NO3] TRP

Psaud! a8 8oruginosa

PG {GLUa}ARAZ| MNEa | M

Pseudomonas fluorescens

ESC PN

Pseudomonas mendacina 0

Pse putida 3

f I stutzeri ) 9

Burkholderia capacie

Y Burkholderia pseudernatlol 0
Brevundimonas diminuta/Oligelia urethralis] 1

Bravundimonas vesicularls 16

Comarnonas eckio

]
1
0
0
0

=010

[ PEN P ] 1Y PN

oo

1

-

1

1] 0
5

ANa| NAGa M
auitlis

OO

ALa] GiiTa [GAPa] ADJa INLTalClTalP

1

1
0
1

ook

[o] o {

i/Ps.glcaliganes

| Chryseomonas kieola
Fiavimonas oryzihabitans 0

e i~

Mathylabactertum mesophilicum 21

Ralslonia pickettli

Sh lia putrefacions

W Sphing paucimobifis 10

?‘V.IM l‘?;‘ ftc hril

o{olajs

baumannilfcalcoaoeticus
fticus

wls|lolo

11

W|O]=afer
® Rl ©

10

15

300

Acinetob juniijoh i

Acinetobacter radioresistens
Agromonas hydrophila/caviae
Agr.salm.ssp ida/achromog
Aeromongs salmonicida ssp saimonicida
A sobria 4
robaclerium radiobacter

O

olalojzl=lolols|=jolelGlolelol+iolRic]+lolo]e

njojolololol ool 100

=

Alcaligenes denitrificans 9

g oiclojoi

dololojo]jo

ole

Yy o IR
S el 24 N

ofoivlol-+
Jol-|clo]=]n

Hoicijo|ols

N
=

Alcaligenes faecalis 1 1

Alcaligenes Taecaiis 2 8

ylosoxidens 8

| Alcaiigenos
Bergayaiia zoohelcum 0

Bordetella avium o

ajOlaiO]-al

oo

@

PSENS S [={ATE - fal e B -

L

N~

1
ACal OX

1
18
0

1

o..‘o_-ca,‘ooau [nlfe]

0

o{Ojojo|O|~

Bordetada bn opti 6

COC grv C-2 1
G VTR
Chryseobecteriuen indelogenes

OOl OIO{QIO]O{OI O

ojojojo]»{Qjoie|e

<

Myroldes spp

ol ol ol ojolof= Bo|clel={oln=iol+ o1 =B~ *I°[e{ e e

20

Chryseabacterium meningoseplicum 0
1]

0

Moraxella fecunata

o

olojeljolajolo{elopmy -

™ afojo

Niotolojoloiojololo

Qlajoiny
_.B.AQOQ—LOOO-

g ojojolo]~{o[ojo

[~

al-sjololojesjoals

Ao - f=

rjonjoio

alol-lo]-+¥=

)

~

o

ey

- O

S ojo{o]~

[~}

Y
'S o

Moraxefia $pp *

[~}
-

Ochrobactrum enthropi

fos)

Oligella ureolytica

O] a|ojo]—

ojoj~f»|ojo

ololojuiglol=lojololoiololo

it

OO

(=3[ ~11=]

oo+

Jlotelo|o]

Psychrobacter phenylpyruvicus

| Sphingobacterium multivorum

QIO

oo

0
| Sphingobacterium spiritiverum 0
Weeksella virosa/Empedobacter brevis 12
Paslauralia nes
Pasteurelia haemolytice

Pasteurelis multgcida

| Pastewrella pneumotrapice 0
Pastourelia spp 6

Vibrio hollisae
Vibrio metschnikovit Q
| Vibrio perahaemolyticus

Vibrio vulnifious 0

ololunlalololololio] o]+ klkd - olojolo]ololejojc Ef o| N v ojo]olal=lo|ojejo]ololo|cloieie] o ole|ojo]o

-

nioiol-slololojojolofs|—

Ol= 1010 O

Pe) ©

s BEN

?-

1oE

4 O O] Of - K=

_A_Aoas

alalol-{ojio

- O{O[Of-a

N0 IOICIO O O]oIO |00 |0|010

P olof=jol—~

10

alojajoffelol-]wid

oln]s]ojolnjo)-

ofj-xlojojoljo

={mio|Q|ojo O

O JY EN] PY I

Qloi-{ojololo

Q)

10

99

Q- MOIO={ -2 [O]O)

Q!

=

oln|o]2jeIvjop g~

iol g

ojo}slo}=]ol=lo]dlole|o|Bi~|ojo

alatolajo

24

M- |Winia

o
53}

Ofajo]2{0

olololete|oi+lololo| -}

jolo{Je]={~

ol a{ojolo{ololo]=l21al0l0loio)O]|=1s] 2 OI0] 2] {0

=lo|o|alojo]ojol~0|0]=

i0jolajglo]olojojojdjojolojolo



i)

)

¢

)

{

—

Annexes

Annexe 3. Valeurs critiques des antibiotiques utilisés pour
Pseudomonas aeruginosa (CA SFM, 2006)

Charge | Concentrations Diamétres
Antibiotiques Sigle di(si(lllue critiques (mg/l) critiques gmml
S R S R
ng

Ticarcilline TIC 75 <16 >64 >22 <18
Ticarcilline +acide | roe 17510 | <162 |>642 |222 | <18

clavulanique
Pipéracilline PIP 75 <16 >64 >18 <12
Pipéracilline + TZP 7510 | <16/4 |>64/4 |219 | <14

Tazobactam

Cloxacilline 0,4 5 2 2 20 20
Béta-lactamines Imipénéme IPM 10 <4 >8 >22 <17
Aztréonam ATM |30 <4 >32 >23 <17
Céfotaxime CTX |30 <4 >32 >21 <15
Ceftazidime CAZ |30 <4 >32 >21 <15
Céfopérazone CFP 30 4 >32 >21 <14
Cefsulodine CFS 130 <8 >32 >22 <14
Céfépime FEP 30 4 >32 >21 <15
Cefpirome CPO |30 <4 >32 >21 <15
Moxalactam MOX |30 <4 >32 >23 <17
Tobrmycine ™ 10 4 >8 >16 <14
Aminosides Amikacine AN 30 <8 >16 >17 <15
Gentamicine GM 15 4 >8 216 <14
Fluoroquinolone | Ciprofloxacine CIp 5 <1 >2 222 <19
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Annexe 4. Préparation des solutions d’antibiotiques (Courvalin et al., 1991)

Solution initiale | Solution mére Eau distillée Concentration Concentration finale
(ng/ml) (ml) (m}) obtenue (ug/ml) | dans le milieu (ug/ml)
5120 2 2 2560 256
5120 1 3 1280 128
5120 0,5 23 640 64
5120 0,5 7,5 320 32
320 2 | 2 160 16
320 1 3 80 8
320 0,5 3,5 40 4
320 0,5 5 20 2
20 2 2 10 1
20 1 3 5 0,5
20 0,5 3,5 2,5 0,25
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Annexe S. Solution et tampon pour le test iodométrique (Courvalin et al., 1985)

Solution et tampon

Composition

Solution iodo-iodurée

Tampon phosphate 0.5 M
pH 7

Tode
Todure de sodium
Eau

Solution A (KH,PO, 68,08 g/1)
Solution B (Na,HPO,, 2H,0
89,70 g/l)

27g
50 ml

39 m]
61 ml
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Annexe 6. Solution et tampon pour ’extraction de ’ADN plasmidique

(kado et Liu., 1981)

Solution et tampon Composition
Solution de lyse SDS (Sigma) 3%
Tris (Sigma) 50 mM pH 12,6
Tris 50 mM
Tampon TE EDTA (Sigma) 10 mM
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Annexe 7. Solution et tampon pour I’électrophorése de ’ADN plasmidique

(Sambrook et Russel., 2001)

Solution et tampon Composition
Tampon TBE 5X Tris base 54 ¢
Acide borique ‘ 275¢g
EDTA 0,5M 2 ml
Eau distillée gsp 1 litre
Tampon de charge Glycérol 3ml
Bleu de bromophénol 75 mg
Eau distillée 7 ml
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Annexe 8. Amplification aléatoire : RAPD

1.Extraction rapide d’ADN : Boiling

Recueillir 4-5 colonies d’une culture d’une nuit sur gélose
Les introduire dans 100ul d’EDS, bien homogénéiser
Faire bouillir 15mn puis refroidir 10mn dans la glace
Centrifuger Smn a 13000g

Recueillir le surnageant et le conserver a 4°C ou a2 —-20°C

2.Composition du mélange réactionnel

Concentration finale :

Tampon Taq 1X, MgC12 4mM, amorce 1pM, dNTP 0,5 mM, Taq polymérase 1,25U
Soit :

Tampon Taq 10X Sul
MgCl12 25mM 8ul
Amorce 10pM S5ul
4dNTP (10mM) 1,25ul
Taq 5U/ul 0,25ul
EDS 25,5ul
Volume 45ul
ADN S5ul
Volume total 50pl

Amorces utilisées :
272 : 5°- AGC GGG CCA A-3
AP5:5- TCC CGC TGC G -3’

3. Programme d’amplification

94°C 4mn

94°C 30 sec

36°C 30 sec

72°C 3mn

4°C

Programme : 2h40 dans thermocycleur eppendorf

4. Electrophorése :

Gel a 2% dans TBE 0,5X

Dépot : 10 pl produit d’amplification + 2 pl tampon de charge
Migration : 100 volts 3h

Coloration 30mn au BET (0,5pg/ml), ringage 1h a 4°C, refaire un lavage.

TBE 5X : Tris Base S4¢g

Ac borique 27,5¢g
EDTA 0,5 M pH 8 20ml

Qsp ED 1000ml
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Annexe 9. Nombre de prélévements effectués dans chaque service

Annexes

Nombre de prélévements |Nombre de souches isolées(%)
R éanimation 188 92(48,9)
Neurochirurgie] 133 54(40,6)
Traumatologie 124 46(37,1)
Chirurgie 100 40(40)
ivers 51 23(45,1)
Total 596 255(42,8)
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Annexe 10.Tableau des valeurs de CMI (mg/L)

255 e

P1 NC 16 16 Sauvage 2

. 4 | 4 8 1 1 4 4 1
': P2 | NC | 8 8 | 2 2 4 1 1 2 4 Sauvage 0 1 | 05 1
P3 | NC | 16 { 16 | 4 [ 4 [ 16 | 1 2 | 4 8 OprD 256 | 4 2 | 025
P4 | NC | 16 116 ] 2 | 2 8 1 1 2 8 OprD 256 | 4 1 {025
T PS5 | NC | 8 8 2 | 2 | 8 1 1 4 8 OprD 256 | 4 1 ]025
\ P6 | NC | 64 ( 32 [ 16 | 8 8 [05] 2 | 2 4 Pase >512| 8 64 | 0,25
P7 | NC | 8 8 2 | 2 4 1 1 4 8 OprD 128 4 [ 1 (o025
- P$ R | 32| 64| 64 ] 32 [128] 8 8 8 4 Case 1 Jo25] 1 1025
o Po R |16 | 16| 4 [ 4 | 8| 2| 2| 4] 4 Sauvage 4 1 4 025
P10 | R |32 ] 32| 4 4 |16 | 2 2 8 4 AB 2 1 4 | 025
P11 C 64 | 128 | 128 | 128 |>512) 32 | 32 | 32 | 8 Case + OprD 4 | 1 8 | 025
P12 { D 16 | 16 | 4 | 4 8 1 2 | 4 | 2 Sauvage 2 1 4 | 025
P13 | D 8 8 2 2 8 2 1 2 | 2 Sauvage 1 05 | 2 |025
\_ P14 [ CCl | 16 | 16 | 4 | 4 | 16 | 2 4 | 4]l 2 Sauvage 2 105 ] 4 ]o2s
’1* P15 | CCI | 16 | 16 | 4 | 4 8 1 2 4 || 4 Sauvage 2 1 05| 2 |02
= P16 | cB | 16 | 16 | 2 2 8 1 2 4 1 2 Sauvage 1 05 | 2 025
P17 | CA | 64 | 64 | 8 8 | 64 | 4 8 | 321 16 AB + OpiD 4 2 4 4
' 1 P18 | NC 8 8 1 2 8 1 1 2 8 OprD >512 | 256 | 2 | 025
I P19 [ NC | 16 | 16 | 2 2 16| 1 1 2 8 OprD 256 | 4 2 {025
P20 | NC | 8 8 1 2 4 1051 1 2 8 OprD 128 4 | 2 ]025
; P2+ | NC | 128 | 128 | 8 8 | 64 | 4 4 | 16]] 4 AB 1 05 | 1 0,5
T P22 | NC {32 [ 32| 4| 4 [16] 2 2 8 4 AB 2 1 2 | o025
) P23 | D 16 | 16 | 4 4 8 1 2 41 2 Sauvage 2 1 4 ]025
- P24 | NC | 64 | 32| 4 | 4 | 16| 2 2 8 4 AB 2 1 2 025
I P25 | D 32 [ 32 ] 4 4 |16 | 1 2 8| 4 AB 2 1 2 {025
P26 | D 16 | 16 | 4 4 | 16 | 2 2 411 4 Sauvage 2 |1 4 |025
—_ P27 | T [>512]256 | 256 | 128 |>512] 64 | 32 | 32]] 4 - Case 64 | 4 32 | 025
T P28 | T 64 { 16 | 4 | 4 {16 | 2 | 2 8| 4 AB 1 05 | 2 025
: P29 | NC | 16 | 8 2 | 2 8 |05 ] 1 2/ 8 OprD s12 [ 128 | 1 | 025
P30 | NC | 16 | 8 2 2 8 |os5]os5 ] 21] 8 OptD 256 | 4 1 |o02s5
T P31 | NC | 16 | 8 2 2 8 {05/05] 2] 8 OprD 128 | 4 2 1025
a8 P32 | D [ 32 [ 32| 4| 4 {16] 2 {218 4 AB 2 1 2 1025
P33 | D 16 | 16 | 4 4 116] 21 2 40| 4 Sauvage 2 1 2 025
T P34 | NC | 16 | 8 4 2 8 |o5]o05] 2] 8 OprD 256 | 4 1 | 025
T P35 T 32 116 | 4 | 4 |16 ] 2 2 8 4 AB 1 05 | 2 025
N P36 | CCI | 64 | 32 | 4 4 |16 ] 2 2 8 4 AB 4 1 4 [ o025
5 P37 | ccr | 128 | 64 | 32 | 16 | 32 | 1 8 4 | 4 OXA10 256 | 128 | 512 | 4
T P38 | T 16 | 8 2 2 4 {o05]05] 2 {16 OprD 128 | 4 1 | 025
P39 | T 16 | 8 2 2 8 1 1 2 8 OprD 1 05 | 2 ]o02s
— P40 | CCI | 64 | 32 | 4 4 116 2 | 2 8 4 AB 2 1 4 1025
T‘ P41 [ cCl | 32 | 32 | 4 4 116 2| 2 8 4 AB 2 1 4 | o025
L P42 | T 16 | 16 | 4 4 16 ] 2 1 4 | 4 Sauvage 05 | 05 1 ] 025
; P43 | T [ 128|128 8 8 | 64 | 2 8 | 16 | 4 AB 1 1 8 | 05
F P44 | D | 32 { 32| 4 4 |16 | 2 2 8 4 AB 1 05 | 2 {025
i P4s | cci | 16 | 16 | 4 4 116 21 2 4 | 4 Sauvage 05 | 05 1 |025
P46 | D | 64 | 64 | 8 8 | 32 ] 2 4 8 4 AB 025 | 1 4 |02
]‘ P47 | D |32 |32 | 4 4 116 | 2 2 8 4 AB 1 05 | 2 {025
| P48 | NC | 32 [ 32 | 4 4 16| 2 [ 2 8 | 2 AB 1 1 2 025
|
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AB

P49 | NC | 32 | 32 | 4 4 16 | 2 | 2 8 2 0,5 { 05 2 1025
P50 | D | 32 [ 32 | 4 4 {16 2 | 2 8 4 AB 1 1 2 {025
Ps1 | D | 16 | 16 | 4 | 4 |16 | 2 | 2 | 4 | 4 Sauvage 1 1 4 | 025
P52 | NC | 32 |32 ] 4 4 116 | 2 2 8 2 AB 1 1 2 025
P53 | ccl | 16 | 16 | 4 4 [ 16| 2 2 4 2 Sauvage 05 | 05 1 {025
P54 | CA | 32 | 32 | 8 8 | 321 2 4 8 4 AB 1 1 4 1025
P55 T 8 |8 4 4 8 1 1 4 8 OptD 256 | 4 2 1025
P56 | T 8 | /8 4 | 2 4 1 11 2 8 OptD 128 4.1 1 1025
P57 | R | 64 |64 | 16 | 16 { 64 | 4 | 8 | 32 | 4 AB 2 1051} 2 1

P58 || R 128 [ 128 | 16 | 16 | 64 | 4 | 16 | 32 | 4 AB 2 o5 4 ] o5
P59 || T 8 |8 2 4 |16 | 1 | 8 4 2 Sauvage 2 1 4 {025
P60 || ca1 | 32 [[32 | 8 8 | 16| 2 { 2 8 4 AB 2 1 4 1025
P61 /] CCI { 16 |/16 | 8 4 116 ] 2] 2 4 4 Sauvage 1 05 | 2 10725
P62 || cc1 | 16 |/16 | 8 4 116 | 2 | 2 4 4 Sauvage 1 05 | 2 |025
pe3ll ccr | 16 |[16 | 8 | 4 {16 2| 2 | 4 { 4 Sauvage 1 Los | 2 [025
P64 || ccl | 16 |16 | 4 4 8 2 ] 2 4 4 Sauvage 1 05 | 2 025
P65/ CcCI | 32 |i32 | 8 4 16 | 2| 2 8 4 AB 2 1 4 {025
P66/|{ D 16 | 16 | 8 4 |16 | 2 2 4 4 Sauvage 2 05 | 4 ]025
P67/ T 8 | 8 4 4 8 1 1 4 16 OprD 512 | 8 1 |02
P68/ | NC | 64 | 64 | 16 | 16 | 64 | 4 | 8 | 32 | 4 AB 2 05 | 4 | 05
P69/ | T 8 8 4 2 8 1 1 2 8 OptD 128 | 2 2 {025
P70 | T 8 8 4 2 8 1 1 4 | 16 OoptD 256 | 4 2 1025
P71/ ] T 8 | 8 4 2 8 1] 1 4 | 16 OptD 256 | 4 1 1025
P72 | NC [>512{ 128 | 64 | 32 | 8 1 4 4 4 |OXA10+TEM110| >512 | 8 64 | 0,25
P73 | ccr | 128 ] 128 | 16 | 16 | 64 | 4 | 8 | 32 | 4 AB 4 2 4 1025
P74 | cC1 | 64 | 64 | 8 8 | 16| 2 | 4 8 2 AB 1 05 | 2 |025
P75 | D 16 { 16 | 4 4 8 1 2 4 4 Sauvage 2 o5 2 1025
P76 | D 16 | 16 | 8 4 L 16| 1| 2 4 4 Sauvage 2 o5 ] 4 1025
P77 | D 64 | 64 | 64 | 64 [ 512 16 | 8 [ 16 | 2 Case 1 10251 1 |025
P78 | NC [ 128|128 | 16 | 16 | 64 | 4 4 116 | 4 AB 2 {05 2 | 05
P79 | NC | 32 | 32 | 8 4 116 ] 2 | 2 8 4 AB 2 o5 2 1025
P80 | NC | & || 8 2 2 | 4 1 1 1 8 OptD 512 | 4 2 025
P8l R 3200 32 | 8 8 | 32| 2 2 8 8 AB + OptD 2 | 05| 4 [025
P82 T 16 | 16 | 2 2 8 1 1 1 16 OprD 256 | 4 1 | 025
P83 R | 128|128 ] 16 | 16 | 64 | 4 8 | 32 | 16 AB + OprD 2 05 | 2 4

P84 | NC 8 .| 8 2 2 4 1 1 1 8 OprD 128 | 4 1 [0.25
P85 | T | 32,032 | 8 | 8 [ 321 4] 4138 1 AB 2 1 4 1025
P86 T 3210 32 ] 4 4 |16 ] 2 2 8 4 AB 1 05 | 2 1025
P87 | D 161 16 | 4 4 | 16 | 2 2 4 4 Sauvage 1 05 | 2 {025
P88 | NC [>512] 128 | 64 | 32 | 8 1 4 4 4 |OXA10+TEMI110{ >512 | 8 64 | 025
P89 | NC | 8 | 8 2 2 8 o505 2 8 OptD 256 | 4 2 | 025
P90 R (128|128 16 | 16 | 64 | 4 8 | 32 | 16 AB + OprD 4 1 4 4
P91 R 321 32| 4 4 |16 ] 2 2 8 8 AB + OptD 2 105 ] 4 025
P92 | NC | 8] 8 2 2 4 1 1 2 8 OpD 256 | 1 1 1

P93 | cc1 | 64/ | 64 | 8 8 | 64 | 4 4 1321 4 AB 1 05 | 2 |025
Po4 | CB | 16 | 16 | 4 | 4 | 38 ] 2 | 4 | 4 Sauvage 1 | 05 { 2 [025
P95 | cCl | 16 | 16 | 2 2 8 | 1 1 4 2 Sauvage 1 10251 1 ]025
P%6 | NC | 8. | 8 | 2 2 4 o5 1 2 8 OprD 256 | 2 1 ]025
P97 | T 8 | 8 | 21 21{ 4 los5]1 2 | 8 OprD 128 | 2 1 ]025
PO8 T 8 | 8 2 2 8 | 1 1 2 2 Sauvage 128 | 2 1 ]025
P“‘99 D 16 | 16 ] 41 4 [16] 1 2 4 2 Sauvage 1 05 | 2 {025

108




]

Annexes

P100 | T 8 8 | 2 [ 2 051 1 | 2 8 OprD 1

PIO1 { T 8 8 | 2 | 2 | 4 {051 2 | 2 Sauvage 128 | 2 1 | 0,25
PIO2 | T 16 | 16 | 4 | 4 |16 ] 2 | 2| 4 | 4 Sauvage 1 (05| 2 025
P03 | D | 128|128 | 8 8 | 64 ] 4 | 8 [ 32| 2 AB 2 los | 2 4
P104 | NC | 8 8 | 2 ] 2] 4 tos] 1 | 2] 8 OprD 256 | 2 1 ] 025
P105 | NC | 8 8 | 2 ] 21 4 1 1 ] 2 |16 OprD 1 Jo2s] 1 2
Pl06 | T 8 8 | 2 | 2] 8 1 1] 2 1 Sauvage 2 o5 | 4 o025
PIO7 | T 16 | 16 | 2 | 2 8 1 | 2 ] 4] 2 Sauvage 1t Los5 | 2 lo2s
P108 | NC |>512] 256 | 128 | 32 | 16 | 1 4 | 4 | 2 |oxalo+TEMI10|>512 | 8 | 64 | 025
P10 | R | 16 |16 | 4 | 4 |16 2| 21 4] 4 Sauvage 2 los | 2 (025
Pi10 | NC | 64 | 256 | 32 | 32 | 512 32 | 16 | 32 | 1 Case 2 1 4 1025
PII1 | T 8 8 | 2 | 2 [ 8 o5 1 2 | 8 OprD 1 o5 ] 1 [o25
P112 | R 8 8 | 2 1 2| 4 1 1 | 2 | 8 OprD 128 | 2 1 [02s
P113 | D 8 8 | 2 1 2 [ 8 1 1 | 4 | 8 OprD 256 | 2 2 025
pi14| R [ 16 |16 4 | 4 16| 1 ]2 | 42 Sauvage 2 1 4 1025
PI15( T 8 8 | 2 1 218 los5] 1 2 | 8 OprD 1 o5 2 [025
P116 | NC | 8 8 | 2 | 2 8 o5 [ 1 2 | 8 OprD 256 | 4 2 025
P117 | R 8 8 | 2 [ 21 8 1 1 2 | 2 Sauvage 1 [ 05 2 [025
P118 R 16 16 4 4 16 2 2 4 2 Sauvage 1 0,5 2 0,25
PI19 | R 61 16| 4 | 4 16| 2 {2 | 8| 4 Sauvage 1 los | 2 |02
P20 | NC { 16 | 16 | 2 | 2 | 8 1 {2 | 4| 2 Sauvage 256 | 4 1 ]025
P21 | T |32 ]3| 8 8 [ 32 4] 4|8 ]2 AB 2 1 4 o025
P122 | NC | 8 8 | 2 1 2 {4 lo5] 1 2 | 8 OprD 256 | 4 1 025
P1I23| NC | 16 | 16 | 4 | 4 6] 2 | 2] 4 ]16 OprD 1t o5 ] 2 o025
P24 | T |32 ]32]16] 16|64 ] 4 | 4| 8 | 2 AB 2 2 4 |o2s
PI25s| R | 64 | 64 | 16 | 16 | 64 | 4 | 8 | 32 | 1 AB 2 2 4 1
PI26 jccl | 16 | 16 | 4 | 4 8 1 2 | 4| 2 Sauvage 2 o5 ]| 2 [025
P127 | T 16 | 16 | 2 | 2 8 1 1 4 | 8 OprD >512 | 16 | 2 025
Pi28 | NC | 8 8 | 2 | 2 8 o5 1 2 | 4 Sauvage 256 | 4 2 025
PI29 | NC | 8 8 | 2 1 2] 4 los5] 1 2 | 8 OprD 256 | 4 2 1025
P130 | R 8 8 | 2 | 2 8 |o5 ] 1 4 | 8 OprD >512 1 128 | 2 1025
P131 | R 8 8 | 2 | 2 8 [o5] 2 | 2 [ 4 Sauvage >512 | 4 2 025
P132 | R | 64 | 64 | 8 8 |64 [ 4 | 8 [32] 1 AB 1 {05 2 |05
P1I33| R |16 | 16 | 4 | 4 8 1 2 | 4 1 Sauvage 1 o5 ] 2 [o025
P134 { CCl [ 16 [ 16 | 4 | 4 [ 16 | 1 2 | 4 | 2 Sauvage 1 (o5 2 025
P135 | NC | 8 8 [ 2 [ 2 (16| 1 1 4 | 8 OprD 256 | 4 2 1025
PI36 | NC { 16 [ 16 | 2 | 2 [ 16 | 1 1 4 {8 OprD 256 | 4 2 1025
P137 | ccl | 64 | 64 | 16 | 16 | 64 | 8 {32 | 16 | 2 Case 4 2 4 | 05
P138{ R | 16 | 16 | 8 8 | 32 ] 1 4 | 2 | 2 Sauvage 1 o5 ] 2 |o25
P139 | D |32 |32 ] 16| 16|64 2] 4| 8 | 2 AB 2 1 4 1025
P140 | NC | 8 8 | 2 ] 2 | 8 1 1 | 4 | 8 OprD 256 | 4 2 025
P141 | R [>512] 64 | 128 | 32 |16 | 2 | 4 | 4 | 2 |oXAl0+TEMIl0[>512 | 8 | 128 | 0,25
P142 | R 16 116 4 | a4 |16] 1 2 | 41 2 Sauvage 1 2 | o5 ]02s5
Pia3 | NC |16 {16 | 4 | 4 116 2] 4] a6 OprD 2 o5 | 4 |o2s
Pi44 | R 16 | 16 | 2 2 116 | N 4 1 4] 2 Sauvage 2 o5 ] 4 lozs
P145 | R (>s12{128 | 128 [ 32 [ 16 [ 2 | 4 | a | 2 Pase >512 | 16 | 128 | 0,25
Pl46 | T 16 {16 | 4l 416 i2]4a4l]a 1 Sauvage 2 los | 4 lozs
P47 | T 16 | 16 | 4| 4 w62 ]al]al]oa2 Sauvage 1 o5 | 2 Joz2s
Piag | T [>512| 64 [ 128 | 16 | 16 | 2 | 2 [ 4 | 2 Pase >512{ 8 | 64 | 025
P49 | R [ 16 {16 | 4 | 4 |16 ] 1 2 | 4 | 2 Sauvage 1 o5 | 2 lo2s
PISO| R [ 16 |16 | 4 | 4 8 |1 [ 214 ]2 Sauvage 1 o5 | 2 025
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P151 | R 16 | 16 | 4 4 116 | 1 4 4 2 Sauvage 2 05| 4 |025
P152| T 16 | 16 | 4 4 |16 | 1 4 4 2 Sauvage 2 1 4 | 025
P153| T 16 | 16 | 4 4 8 1 2 4 8 OprD 256 | 4 2 ]025
P154 R 8 8 4 4 8 1 8 2 2 Sauvage 2 0,5 4 0,25
P155 D 16 16 4 4 8 1 2 4 8 OptD 256 4 2 0,25
P156 | R 16 | 16 | 4 4 {16 ] 1 4 4 2 Sauvage 2 05 | 4 | 025
P1s7 1 cct | 64 | 64 | 16 | 16 | 64 | 4 | 32 | 32 | 4 AB 2 05| 4 | 025
P158 | NC [>512] 128 {128 | 32 | 32 | 2 | 2 4 { 16 Pase+OprD {>512 | 16 | 128 | 0,25
P159 | R |>512) 128 { 128 | 32 | 16 || 2 2 4 | 16 Pase+OprD | >512 | 16 | 128 | 0,25
P10 | R {>512] 128 | 128 32 { 16 || 2 4 4 2 TEM110+? |>512] 16 | 128 | 025
PI61 | R [>512] 128 {128 | 32 | 8 | 2 4 2 4 |0XAl0+TEM110} 512 | 8 64 1
P162 | R [256 | 64 | 64 | 32 | 16 | 2 4 4 2 0XA10 256 { 8 | 128 | 0,25
Pi63 | T 16 | 16 | 4 4 116 | 2 4 4 2 Sauvage 2 1 4 |025
P64 | T 16 | 16 | 4 4 1161 1 4 4 2 Sauvage 2 1 4 1025
P165 { T 64 | 64 | 4 4 | 32| 2 4 {16 | 2 AB 2 0,5 2 0,5
P166 | R 16 | 16 | 4 4 |16 | 1 2 4 | 2 Sauvage 1 05 | 2 ]025
P167 | R 64 | 64 | 8 8 64 | 4 8 [ 32| 2 AB 2 0,5 2 0,5
P168 | R |>512]128 | 128 | 32 | 16 | 2 4 4 | 4 Pase 512 | 8 | 128 ] 1
P169 | D 64 | 128 | 64 | 32 | 512 | 32 | 16 | 8 | 2 Case 2 [ 05 ] 2 |025
PI70 | T 16 | 16 | 4 | 4 {16 ] 2 4 | 4 |2 Sauvage 2 o5 | 2 1025
P171 | R 64 | 64 | 8 8 | 64 | 4 8 |32 ]2 AB 2 105] 2 |05
P172 | R [>512] 64 | 128 32 { 16 | 2 4 4 |2 [OXA10+TEM110|>512] 8 | 128 | 0,5
P173 | R |>512] 128 | 128} 32 | 8 2 4 4 |i4 Pase >512] 8 | 128 | 1
P174 | R 16 | 16 | 4 4 | 16 | 2 2 4 |2 Sauvage 2 05 | 4 | 025
P175 | NC | 16 | 16 | 4 4 116 | 2 2 4 |2 Sauvage 2 05 | 4 |025
P176 | R [>512] 256 | 512 | 128 | 512 | 32 | 16 | 32 | 32 [Case+Pase+OprD| >512 | 16 | 128 | 1
P177{ R 16 | 16 | 4 4 | 16 | 2 2 4 |i2 Sauvage 2 05 | 2 1025
P178 | R [>512] 256 512 | 128 | 512 | 16 | 32 | 16 | 32 KCase+Pase+OprD| >512 | 16 | 128 | 1
P179 | R (>512] 128 {128 | 32 | 16 | 1 4 4 |12 |OXAI0+TEMI10{>512{ 8 | 128 | 025
P180 | R |>5121 256 |>512) 128 {>512| 32 | 32 | 16 |i32 Kase+Pase+OprD| >512 | 8 | 128 | 1
PI81 | R 16 | 16 | 4 4 |16 | 2 2 4 |2 Sauvage 2 05 | 4 | 025
PI182 | R 16 | 16 | 4 4 |16 | 1 2 4 12 Sauvage 1 05 | 2 1025
P183 | R [>512] 256 | 512 | 128 | 512 | 16 | 16 | 32 |i32 ICase+Pase+OptD|>512 | 8 | 128 | 1
P184 | R [>512{ 256 |>512{ 128 | 512 | 16 | 32 | 16 | 32 [Case+Pase+OprD| >512 | 16 | 128 | 1
Case + OXA10+
P185 | R [>512 256 | 512 | 128 [>512( 64 | 32 | 16 { 32 | TEM10+OpDd |>512| 8 | 128 | 1
P186 | R |>512] 256 |>512] 128 | 512 | 16 | 8 | 16 | 32 ICase+Pase+OptD| >512 | 16 | 128 | 0,25
P187 | R [>512 256 | 256 | 64 {256 | 16 | 8 8 | 32 [Case+Pase+OprD| >512 | 16 | 128 | 0,25
P188 | R [>512] 256 |>512| 128 | 512 | 16 | 32 | 16 | 32 [Case+Pase+OprD| >512 | 16 | 128 | 1
P189 | R [>512] 256 | 512 | 128 | 512 | 16 | 32 | 16 | 32 ICase+Pase+OptD| >512 | 16 | 128 | 1
P190 | R 16 | 16 | 4 4 |16 | 2 2 4 2 Sauvage 1 05| 4 {025
P191 | R 64 | 128 | 128 | 128 [ 512] 16 | 16 | 16 | 32 Case + OptD 2 1 2 |05
P192 | R [>512] 256 [>512| 256 |>512| 64 | 64 | 64 | 32 |Case+Pase+OprD| >512 | 16 | 128 | 0,5
P193 | R [>512] 256 | 512 | 128 |>512} 32 | 16 | 32 | 32 ICase+Pase+OpD| >512 | 16 | 128 | 05
P194 | R 16 | 16 | 4 4 | 16 | 1 2 4 2 Sauvage 2 05 | 4 |025
P195 | R |>512] 256 |>512] 256 |>512| 64 | 32 | 32 | 32 (Case+Pase+OprD|>512| 16 | 128 | 0,5
P196 | R 16 | 16 | 4 4 | 16 | 2 2 4 2 Sauvage 2 05 | 2 025
P197 | R [>512)256 | 256 | 32 | 16 | 1 2 4 | 16 Pase+OptD | >512| 16 | 128 | 05
P198 | R [|>512) 256 [>512] 256 |>512] 64 | 32 | 32 | 32 [Case+Pase+OpD| >512 | 16 | 256 | 0,5
Case + OXA10 +
P199 | R |>512| 256 |>512] 256 >5112 64 | 32 | 32 | 32 | TEMIlo+OpD | >512 | 8 | 128 | 05
P200 | R [>512| 256 | 256 | 64 | 14 | 4 2 8§ | 32 Pase+OptD | >512 | 16 | 256 | 05
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P201 | R |>512] 256 | 512 [ 128 | 512 ] 32 | 32 | 16 | 32 lcase+Pase+OpD| >512 | 32 | 256 | 0,5
P202 | R I>512]256 | 512|128 512 32 | 32 | 32 | 32 ICase+Pase+OprD| >512 | 16 | 128 | 0,5
P203 | R |>512] 256 |>512] 128 | 512 ] 32 | 32 | 16 | 32 lCase+Pase+OpD| >512 | 16 | 128 | 0,5
P204 | R |>512) 256 |>512] 128 [ 512 ] 32 | 32 | 16 | 32 ICase+Pase+OpD| >512 | 16 | 64 0,5
P205 | R |>512] 256 |>512] 128 | 512 ] 32 | 32 | 32 | 32 |Case+Pase+OptD| >512 | 16 | 128 | 05
P206 | R |>512] 256 |>512] 256 | 512 | 32 | 32 | 32 | 32 |Case+Pase+OprD| >512 | 16 | 128 | 05
P207 ] R | 5121256 | 512 1128|512 32 | 32 | 16 | 32 ICase+Pase+OprD| 128 | 4 32 | 05
P208 | R |>512] 256 |>512] 256 | 512 | 32 | 32 | 32 | 32 lcase+Pase+OpD| >512 | 16 | 128 | 05
P209 | R | >512] 256 |>512] 512 |>512] 128 | 64 | 64 | 32 lCase+Pase+OprD| >512 | 16 | 128 | 05
P210] R | 512256 | 512 128512 ] 32 | 32 | 16 | 32 ICase+Pase+OprD] 128 | 4 32 | 05
P211 | R |>512] 256 |>512] 128 | 512 | 32 | 16 | 16 | 32 Icase+Pase+OpD| >512 | 8 | 128 | 05
P212 | CCI 16 16 4 4 16 1 1 2 2 Sauvage 2 1 4 0,25
P213| T 16 | 16 | 4 | 4 8 | 2 Jos5 ] 2 4 Sauvage 2 1 4 | 025
P214 | NC | 16 | 16 | 4 | 4 |16 | 1 1 2 | 2 Sauvage 2 1 4 | o025
P15 | cct | 16 | 16 | 4 | 4 |16 | 1 1 2 | 2 Sauvage 2 1 4 | 025
P216 | CCI 16 16 4 4 8 1 2 2 2 Sauvage 2 1 4 0,25
P217 | CB | 16 | 16 | 4 | 4 | 8 1 2 | 4 8 OprD >512 | 256 | 4 | 025
P218 | CA | 64 | 128 32 | 32 |512) 16 | 4 | 16 | 4 Case 2 1 4 | 025
P219 | R. | 64 | 256 | 256 ) 128 | 512 ] 32 | 32 | 32 | 32 Case + OptD 2 1 4 8
P220 | R |>512] 512 |>512] 256 |>512) 64 | 32 | 32 | 32 ICase+Pase+OpD| >512 | 8 | 128 | 0,5
P221 | R | 128 | 256 | 256 | 128 | 512 | 16 | 32 | 32 | 32 | Case+OpD 2 1 4 8
P222 | R |>512] 512 [>512) 256 [>s512] 64 | 32 | 32 | 32 ICase+Pase+OpD| >512 | 16 | 128 | 05
P223 | R |>512] 512 [>512] 256 |>512] 32 | 32 | 32 | 32 lcase+Pase+OpD| >512 | 16 | 128 | 05
P24 | R | 128 | 256 | 256 | 128 |>512] 16 | 32 | 16 | 32 | cCase+OprD 2 1 4 8
P225 | R |>512] 512 [>512] 256 |>512] 64 | 32 | 32 | 32 ICase+Pase+OprD| >512 | 8 | 128 | 05
P226 | T 16 | 16 ] 4 ] 4 |16] 1 2 | 2 ] 4 Sauvage 1 0,5 2 0,5
P27 T 16 | 16 | 4 | 4 |16 ] 1 2 | 2 4 Sauvage 1 05 | 2 0,5
P28 | ccr | 16 | 16 | 2 2 8 |os] 1 2 2 Sauvage 1 2 2 | 025
P229 | CA | 16 | 16 | 4 | 4 | 16 | 1 i 2 | 4 Sauvage 1 0,5 i 0,5
P230 | R | 128 | 256 [ 256 | 128 [ 512 ] 16 | 32 | 16 | 32 Case + OprD 1 2 2 8
P231 | T 16 |16 ] 4] 4 16| 1 1 2 2 Sauvage 2 2 1 0,5
P232 | NC | 16 | 16 | 2 2 8 1 Jos] 2] 4 Sauvage 1 0,5 1. ] 05
P233 | ¢cB | 16 | 16 | 4 | 4 |16 |05 | 1 2 | 4 Sauvage 256 | 256 | 4 | 05
P24 cB [ 16 | 16 | 4 | 4 16| 1 [os| 2 1 4 Sauvage 1 0,5 1 | 025
P235 | R [>512] 512 |>512] 256 |>512] 32 | 32 | 32 | 32 ICase+Pase+OprD| >512 | 16 | 256 | 0,5
P236 | R | 128 | 256 [ 256 | 128 [ 512 ] 16 | 32 | 16 | 32 Case + OprD 1 2 2 | >16
P237 | R | 128 | 256 [ 256 | 128 |>512] 16 | 32 | 16 | 32 Case + OprD 1 2 2 8
P238 | NC | 512 [ 256 | 512 [ 128 | 512 | 16 | 32 | 16 | 32 |Case+Pase+OpD| 128 | 4 | 32 | 05
P239 | NC |>512| 256 [>512| 64 | 256 | 16 | 16 | 16 | 32 [Case+Pase+OptD] >512 | 16 | 128 | 025
P240 | NC |>512| 256 |>512| 256 [>512] 64 | 32 | 32 | 32 ICase+Pase+OptD| >512 | 8 | 128 | 0,5
P241 | NC |>512] 256 {>512| 128 [>512| 16 | 16 | 16 | 32 [Case+Pase+OptD| >512 | 16 | 128 | 0,5
P242 | NC |>512] 512 [>512] 128 | 512 | 16 | 32 | 16 | 32 [Case+Pase+OptD| >512 | 16 | 32 | 05
P243 | R |>512} 512 [>512] 128 | 512/ | 16 | 32 | 16 | 32 [Case+Pase+OprD| >512| 8 | 128 | 05
P24 | cal | 16 | 16 | 4 | 4 [ 16]]los ] 1 2 2 Sauvage 1 0,5 2 | 025
P45 | cA |16 | 16 | 4 | 4 [ 16]] 1 1 2 | 16 OprD 2 o5 | 4 |o2s
P46 | ca | 16 | 16 | 2 2 8] 1 los | 1 4 Sauvage 2 2 4 | 05
P247 | T 16 | 16 | 2 2 1 8/l 1 os] 1 2 Sauvage 1 0,5 2 | 025

p24g | T 16 | 16 | 4 | 4 16/ 05| 1 2 2 Sauvage 1 05 | 2 | o025
P249 | T 16 | 16 | 2 2 8/ 1 Jos] 2 | 4 Sauvage 1 0,5 1 | 025
P250 | T 256 | 128 ) 64 | 32 | 32]| 1 4 | 8 | 4 Pase s12 | 4 32 | 025
P251 [ NC | 16 | 16 | 4 | 4 [16/]05 ] 05 ] 2 4 Sauvage 2 1 2 0,5
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Case + Pase + OprD

R
P254 | R | 64 | 64 | 16 | 16 | 32 | 4 4 | 16 [ AB 2 2 0,5
P255 | R |>512] 256 |>s512] 128 | 512 | 16 | 32 | 16 Case + Pase + OprD| >512 128 | 0,5
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Annexe 11a. Diagramme de détermination des phénotypes de résistance aux
p -lactamines chez Pseudomonas aeruginosa (Vedel, 2005)

Vedel
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e
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@ Ceflazidime | %) Coftazidime
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®: diamétre
Case: céphalosporinase
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Annexe 11b . Phénotypes de résistance aux f-lactamines et mécanismes de
résistance (Nordmann, 2003)

PR Céphalosporinase : e Efflux Perte
Pénicillinase hyperproduite BLSE Carbapénémase (OprM) OprD
Ticarcilline R : R R R I S
Pipéracilline
+ /S R S R S S
tazobactam _
Ceftazidime S IR R R S S
Céfépime S I R R I/s S
Imipénéme S S S R S R
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\ Annexe 12. Résultats d’antibiogramme

12a. Phénotypes de résistance non enzymatique aux B-lactamines

!
|

PN |

_—

!

]

|




12b. Phénotypes de résistance enzymatique aux p-lactamines

Pase + OprD
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Annexe 13. Pourcentages de résistance aux antibiotiques de Pseudomonas aeruginosa
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Figure 13c. Pourcentages de résistance aux antibiotiques de Pseudomonas aeruginosa au
nilveau du service de neurochirurgie
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— Figure 13d. Pourcentages de résistance aux antibiotiques de Pseudomonas aeruginosa au
niveau du service de traumatologie
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Figure 13e. Pourcentages de résistance aux antibiotiques de Pseudomonas aeruginosa au

niveau du service de chirurgie
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Résumé |

Tltre Etude de la résnstance aux antlblothues de Pseudomonas aeruginosa au niveau du CHU de
Tlemcen. Mécamsmes de rés1stance aux B-lactamines

Un total de 255 souches non repetmves de Pseudomonas aeruginosa ont été€ collectées a I’ hopltal universitaire
de Tlemcen (Alggme), Les ‘taux de sensibilité des souches aux antibiotiques déterminés par la méthode de

. dilution en milieu 'gél'o'se ont été : ticarcilline (52%), pipéracilline (72%), ceftazidime (79%), céfépime (72%),

1m1peneme (60%), amikacine (77%), tobramycine (76%) and ciprofloxacine (95%) conformément aux
concentrations critiques. définies par le CA-SFM. La résistance aux béta-lactamines a été associée a la productlon
de. B-lactamases tranférables (16%), la surproduction de céphalosporinase AmpC (12%) et/ou a des mécanismes
non enzymatiques tels que la perte de la porine OprD (40%) et la surexpression du systéme d’efflux MexAB-
OprM (19%). La résistance de haut niveau 4 la ticarcilline était due a I’acquisition de B-lactamase OXA-10 seule
ou associée avec TEM-110, qui ont été facilement transférables entre des souche de P. aeruginosa. L’analyse
génotypique a révélé une. dissémination dans le service de réanimation chirurgical de clone épidémique
multirésistant produisant ces 2 enzymes.

Mots clés: Pseudomonas aeruginosa; B-lactams; resistance; Tlemcen; Epidémie

Abstract

Title: Antibiotic resistance's study of Pseudomonas aéruginosa in Tlemcen's hospital. Mechanisms of B-
lactam resistance

A total of 255 consecutive strains of Pseudomonas aeruginosawere collected in the University-affiliated
Hospital of Tlemcen (Algeria). The percentages of susceptible isolates measured by the agar dilution method
were: ticarcillin (52%), piperacillin (72%), ceftazidime (79%), cefepime (72%), aztreonam (59%), imipenem
(60%), amikacin (77%), tobramycin (76%) and ciprofloxacin (95%). Resistance to B-lactams was linked to the
production of transferable B-lactamases (16%), overproduction of cephalosporinase (19%) and to non-enzymatic
mechanisms such as OprD loss (40%) or MexAB-OprM overproduction (19%). High level resistance to
ticarcillin was due to the expression of B-lactamase OXA-10, associated or not with TEM-110, that were easily
transferable between P. aeruginosa strains. Genotypic analysis reveals the spread of a multi-drug resistant
epidemic clone in the surgical ICU expressing these two enzymes.

Key words: Pseudomonas aeruginosa; B-lactamines;resistance; Tlemcen;Outbreak



