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Abréviations

Abréviations

spp. : espéece

subsp. : sous-espece

S.E. : Escherichia coli (S : Sidi Bel Abbes)
S.Kp. : Klebsiella pneumoniae

S.Ec. : Enterobacter cloacae

S.Pm. : Proteus mirabilis

S.Pv. : Proteus vulgaris

S.Pp. : Proteus penneri

S.Ps. : Providencia stuartii

S.Mm.1 : Morganella morganii

S.Cf.1: Citrobacter freundii

S.Ss.1 : Shigella sonnei

S.Sel.spp. : Salmonella spp.

TC. : transconjugant

ARN : acide ribonucléique

°C : dégrée celcus

DNAse : Désoxyribonucléase

ONPG : Orthonitrophényl--D-galactopyrannoside
ADN : Acide désoxyribonucléique

D-ala : D-alanine

C1G : Céphalosporine de 1% génération

C2G : Céphalosporine de 2°™ génération

C3G : Céphalosporine de 3*™ génération

C4G : Céphalosporine de 4°™ génération
CTX-M : Céfotaximase-Munich

TEM : TEMoneira- nom du patient

SHYV : SulfHydryl Variable

PER : Pseudomonas Extended Resistance
VEB : Vietnam Extended-spectrum (3-lactamase
GES : Guyana Extended-Spectrum -lactamase
TLA : Tlahuicas - tribu indienne

BES : Brazilian extended-spectrum (-lactamase
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SFO : Serratia fonticola

FEC : Fecal Escherichia coli

OXA : Oxacillinase

MIR-1 : Miriam hospital

BIL-1 : Belgium extended-spectrum B-lactamase
CMY-2 : Cephamycinase-2

ACT-1: AmpC Type

DHA : Dharhan hospital

ACC-1 : Ambler Class C

SMEL1 : Serratia marcescens

PASE: pénicillinase

CASE: céphalosporinase hyperproduite
ARNr : ARN ribosomal

ARNt : ARN de transfert

ARNmM : ARN messager

LPS : lipo-polysaccharide

CHU : Centre hospitalo-universitaire
ATCC : American Type Culture Collection
EDTA : Ethylenediamintetraacetic acid
TE : Tris-EDTA

TBE : Tris-Borate-EDTA

BET : Bromure d’éthidium

H,S : sulfure d’hydrogene

BHIB: brain-heart infusion broth

UFC : unité formant cellule

H : heure

pm : p mettre

nm : nano-mettre

mn : minutes

mm : milli-mettre

M : molaire

g : gramme

CA-SFM : Comité d’antibiogramme- société francaise de microbiologie
SDS : Sodium dodécyl sulfate

LB : Luria Broth

rpm : rotation par minute

D.O : Densité optique

Kb: Kilo-bases
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La découverte de la pénicilline suivie par celle des autres antibactériens au cours du
siécle dernier a permis d’accroitre 1’espérance de vie de plus de dix ans. Cependant, ce
progres essentiel de la médecine moderne comporte des inconvénients, c’est pourquoi
I’on parle de « paradoxe des antibiotiques ». Ce paradoxe est la conséquence du
développement des résistances liees a une large utilisation (et parfois abusive) des
antibiotiques, conjuguée a la pénurie de nouvelles molécules, limitant I’arsenal
thérapeutique contre les infections a bactéries résistantes. La multirésistance aux
antibiotiques concerne principalement les bactéries a Gram négatif (Frasca et al.,
2008). L’apparition de bactéries résistantes aux antibiotiques et leur propagation a
I’hopital comme en ville sont devenues une préoccupation sanitaire majeure depuis les
années 1980 (Stahl, 2005). Malheureusement, nous sommes confrontés a la monté
croissante de cette résistance, atteignant a I’heure actuelle des niveaux alarmants (Van
Bambeke et al., 2002).

Les entérobactéries forment une vaste famille de bactéries a Gram-négatif, qui sont
a lorigine de maladies de gravité trés variable, en raison de mécanismes
pathogéniques distincts (Mirabaud, 2003). Les especes de cette famille ont été depuis
une vingtaine d’années largement exposées a une utilisation extensive des
antibiotiques. Revers de la médaille, elles n’ont pas été épargnées par la résistance

croissante aux molécules les plus fréqguemment utilisées (Péan et al., 2001).

L’apparition de la résistance chez les Enterobacteriaceae est un probleme important
qui nécessite une attention immédiate. La résistance liée a la production de pB-
lactamase a spectre étendu (BLSE) est un probleme particulier dans le traitement des
infections a entérobactéries, mais d’autres mécanismes ont également émergé,
conduisant a la multirésistance et menacant de créer des espéces pan-résistants
(Paterson, 2006).
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En milieu hospitalier, l'utilisation des antibiotiques est souvent associée a une
augmentation de la résistance. Bien que de bonnes politiques d'utilisation des
antibiotiques permettent souvent de controler les épidémies causées par les bactéries
multirésistantes, le probléme de la résistance demeure imposant et colteux pour la
sociéte. Il est donc impératif d'étudier le phénomene afin de mieux comprendre
I'origine, le fonctionnement et les mécanismes de la résistance aux antibiotiques
(Tremblay, 2007).

C'est dans cet ordre d'idée que nous nous sommes proposés de réaliser une
étude a I’hopital de Sidi Bel Abbes selon les étapes suivantes:
v' lIsoler et identifier les entérobactéries;
v' Etudier la résistance aux antibiotiques de ces souches;
v’ Détecter les phénotypes de résistances associées;

v’ Extraire et visualiser les plasmides.
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1. Généralités sur les entérobactéries:

Les entérobactéries constituent un grand groupe de bactéries ayant une forte
similitude. La création de ce groupe a été proposée par Rahn en 1937 qu’il dénomma
Enterobacteriaceae. Si le nom de famille est toujours maintenu, en revanche le

classement des bactéries dans la famille a beaucoup évolué (Joly et Reynaud, 2007).

Actuellement, les entérobactéries sont classées sur la base du séquencage des ARN
5S et 16S dans :

e Domaine : Eubacteria ;

e Phylum XII : Proteobacteria ;

e Classe : Cammaproteobacteria ;
e Ordre des Enterobacteriales ;

e Famille des Enterobacteriaceae (Meyer et al., 2004).

44 genres sont regroupés en cinq tribus, d’aprés leurs propriétés fermentatives:
Escherichiae, Klebsielleae, Proteae, Yersiniae et Erwiniae (Larpent, 2000). Les
genres les plus communément isolés en bactériologie clinique sont: Citrobacter,
Enterobacter, Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Morganella, Proteus, Providencia,

Salmonella, Serratia, Shigella et Yersinia (Morice, 2003).

Le nom «entérobacteérie » fait reférence a la localisation de cette famille de
microorganismes dans le tube digestif et principalement le colon de ’homme et des
animaux (Scheftel, 2008). La famille des entérobactéries se définit par un ensemble
de caracteres généraux communs. Ce sont des bacilles a Gram négatif, non sporulés,
le plus souvent mobiles grace a une ciliature péritriche mais immobiles dans le cas
des bacteries des genres Klebsiella, Shigella et Yersinia pestis. Elles fermentent le D-
glucose avec ou sans production de gaz et réduisent les nitrates en nitrites. Elles n’ont
pas d’oxydases et possédent une catalase (Joly et Reynaud, 2007). Elles sont aérobies
-anaérobies facultatives et elles cultivent sur les milieux ordinaires. La température
optimale de croissance est 37°C mais la culture est possible entre 20°C et 40°C. Leur

temps de division varie de 20 & 40 minutes. Sur gélose, les colonies sont lisses et

3
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régulieres et atteignent 2 millimetres de large sauf celles des Yersinia, qui sont plus
petites. Les Proteus ont tendance a envahir la gélose et a y former un tapis uniforme.
En milieu liquide, les entérobactéries occasionnent un trouble uniforme de bouillon
(Decoster, 2005).

Les entérobactéries sont une famille tres hétérogéne pour ce qui est de leur
pathogénie et de leur écologie. 130 especes sont en effet soit parasites (Shigella,
Yersinia pestis), soit commensales (Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella
spp.), soit encore saprophytes (Serratia spp., Enterobacter spp.) (Decoster, 2005;
Morice, 2003). Elles semblent plus spécifiquement adaptées a I'nhnomme ou l'animal,
certaines sont responsables d'infections humaines parfois séveres (fievre typhoide,
dysenterie bacillaire, peste). D'autres groupes pourtant proliféerent en abondance dans
I'environnement (sol-eaux). Elles participent aux grands cycles de dégradation des
matiéres organiques ou sont étroitement associées aux plantes chez lesquelles elles
peuvent déterminer des altérations nuisibles dans le domaine agro-alimentaire
(nécroses, dégénérescence ou ramollissement tissulaire, pourriture molle) (Philippon,
2001).

Les entérobactéries fréquemment rencontrées en bactériologie clinique, alimentaire,
des eaux... sont succinctement présentées en considérant leur habitat naturel ou leur
habitat lié aux activités anthropiques, leurs caractéres particuliers, leurs pouvoirs
pathogenes ou leur intérét (Delarras, 2007). Seuls les genres et les espéces qui ont un
intérét médical reconnu seront envisagés par la suite. Une centaine d’espéces
d’Enterobacteriaceae sont individualisées, mais 23 d’entre elles représentent 99% des

souches isolées en clinique (Avril et al., 2000).



mailto:vm@biomath.jussieu.fr

~ Synthese Bibliographique
N\

1.1. Escherichia coli:

Isolée pour la premiere fois par Escherich en 1885, Escherichia coli est I'espece
bactérienne qui a été la plus étudiée par les fondamentalistes pour des travaux de
physiologie et de génétique (Avril et al., 2000). Elle représente 1’espéce type de genre
Escherichia. Appelée communément « colibacille » cette espéce possede des
caractéres biochimiques particuliers permettant de la différencier des espéces voisines.
La production d’indole a partir de tryptophane, 1’absence d’utilisation du citrate
comme source de carbone et ’absence de production d’acétoine (réaction de Voges-

Proskauer négative) (Joly et Reynaud, 2007).

Escherichia coli se retrouve en abondance dans la flore commensale humaine, en
particulier dans le tube digestif de ’lhomme qu’elle colonise dés les premiéres heures
de la naissance. Elle constitue 1’espéce dominante de la flore aérobie anaéro-tolérante
(Ahoyo et al., 2007; Bonacorsi et al., 2001).

Les colibacilles, hotes normaux de l'intestin, ne provoquent normalement pas de
maladie. Cependant ils possedent un potentiel pathogéne qu'ils expriment dans
certaines circonstances (pathogénes opportunistes) (CHU-PS, 2003).C’est une des
especes bactériennes les plus souvent rencontrées en pathologie humaine. La plupart
sont commensales, mais certaines souches possedent des facteurs de virulence qui leur
permettent de déclencher des diarrhées. Escherichia coli est une cause majeure de
diarrhée aigue dans le monde (Berche, 2003). A c0té des infections intestinales, elle
est responsable d’infections extra-intestinales diverses: urinaires, abdominale,

méningées et les bactériémies (Fauchere et Avril, 2002).
1.2. Shigella:

Nomme Shigella en I'honneur du bactériologiste japonais Kiyoshi SHIGA qui a
découvert le bacille de la dysenterie en 1897 (Dufour, 2005). Les Shigella sont des
entérobactéries immobiles extrémement proches d’Escherichia coli mais qui ne
fermentent pas le lactose. Elles n’ont pas d’uréase et ne produisent pas de gaz. (CHU-

PS, 2003). Ce sont des parasites intestinaux rencontrés seulement chez I'nomme, qui
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les élimine par ses selles et les disperse dans le milieu extérieur (sol, eau) ou elles ne

survivent pas longtemps (Peiffer, 2000).

Il existe 4 espéces, Shigella dysenteriae responsable de la dysenterie bacillaire,
Shigella flexneri, Shigella boydi et Shigella sonnei. Ces bactéries envahissent la
muqueuse colique, déclenchant des entérites inflammatoires fébriles dans le monde
entier. La gravité de cette infection est liée a la déshydratation qu’elle provoque,

nécessitant une antibiothérapie et une réhydratation d’urgence (Berche, 2003).
1.3. Salmonella:

Kauffmann, le pionnier de I’analyse du genre Salmonella, avait individualisé sur la
base de tests phénotypiques et de tests sérotypiques plusieurs sous-genres et de tres
nombreuses especes de Salmonella (par exemple, Salmonella typhi, espéce
responsable de la fievre typhoide) (Weill, 2009). Depuis 2005, une nouvelle
nomenclature est en vigueur sur le plan international (Tindall et al., 2005). Elle fait
suite aux etudes moléculaires (hybridations ADN-ADN) qui ont révélé la présence de
seulement deux espéces dans le genre Salmonella (S. enterica, espéce majoritaire et S.
bongori, espéce rare). S. enterica est elle-méme subdivisée en six sous-especes.
L’espéce bongori et les différentes sous espéces d’enterica sont ensuite subdivisées
sur la base du sérotypage en de trés nombreux sérotypes. A ce jour, plus de 2500

sérotypes (ou sérovars) sont décrits (Popoff, 2001).

Le réservoir des bactéries du genre Salmonella est principalement le tube digestif
des vertébres. De trés nombreuses espéces animales hébergent ces agents pathogénes
(volailles, bovins, porcs, poissons, reptiles,....). La sous-espece enterica est plutét
adaptée aux animaux a sang chaud et a ’homme (Weill, 2009). Les salmonelles sont
responsables de fievres typhoides et de salmonelloses non typhiques qui représentent
une cause majeure de diarrhées dans le monde avec un taux important de mortalité
infantile (Dagnra et al., 2007 ).
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1.4. Les entérobactéries opportunistes:
1.4.1. Groupe des K.E.S:

Dans le groupe Klebsiella - Enterobacter - Serratia, dit K.E.S., sont rassemblées

des Enterobacteriaceae qui ont en commun les caracteres suivants:

e [aréaction de Voges-Proskauer (\VVP) est généralement positive;
e Bactéries pathogenes opportunistes;

e Multirésistance aux antibiotiques (Avril et al., 2000).
1.4.1.1. Klebsiella:

Les Klebsiella sont des bactéries immobiles, en diplobacilles, généralement
capsulées (Delarras, 2007) et fermentent de nombreux sucres avec production de gaz,
mais elles ne sont pas protéolytiques (Fauchere et Avril, 2002). Sur milieu gélosé, les
colonies sont caractéristiques: elles sont volumineuses, bombées, brillantes et tres

visqueuses a cause de la capsule. (Faucheére et Avril, 2002).

Le genre Klebsiella comporte actuellement cing especes K. pneumoniae comportant
3 sous especes: K. pneumoniae subsp. pneumoniae, K. pneumoniae subsp. ozanae et
K.pneumoniae subsp. Rhinoscleromatis ; Klebsiella oxytoca ; Klebsiella
ornithinolytica ; Klebsiella terrigena et Klebsiella planticola (Farah et
Boutefnouchet, 2007).

L’espéce type est Klebsiella pneumoniae, germe trés répandu dans la nature (sol et
eau), saprophyte des voies respiratoires supérieures et il est ’agent des surinfections
respiratoires (Lamnaouer, 2002). Klebsiella pneumoniae est un pathogéne a fort
potentiel épidémique fréqguemment impliqué dans des infections sévéres. De
nombreuses épidémies nosocomiales causées par cette bactérie ont été décrites,
notamment chez des patients hospitalisés dans des unités de soins intensifs adultes ou
pédiatriques (Carrér et Nordmann, 2009; Boukadida et al., 2002).
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1.4.1.2. Enterobacter:

Les Enterobacter sont des bacilles a Gram négatif généralement mobiles,

fermentent ou non le lactose et ils ont une 3-galactosidase (Faucheére et Avril, 2002).

Différentes especes constituent ce genre. Certains n’ont jamais été associés a des
infections humaines. Les especes les plus souvent isolés incluent Enterobacter cloacae
et Enterobacter aerogenes, suivie par Enterobacter sakazakii. Les espéces du genre
Enterobacter, en particulier Enterobacter cloacae et Enterobacter aerogenes, sont des
pathogenes responsables d'infections nosocomiales diverses, y compris la bactériémie,
les infections des voies respiratoires et urinaires, lI'endocardite, les infections intra-
abdominales et ophtalmiques, l'arthrite septique et les ostéomyélites (Fraser et al.,
2010). Enterobacter sakazakii est 1’agent d’infections rares mais séveres touchant
particulierement les trés jeunes enfants, les personnes dagées et les sujets
immunodéprimés. Cette espéce se différencie des autres Enterobacter par son pigment

jaune (Leclercq, 2006).
1.4.1.3. Serratia:

Toutes les Serratia possedent une gélatinase et une DNAse sauf (S. fonticola)
(Denis et Ploy, 2007). D’une maniére générale, les espéces de ce genre sont isolées
des plantes (Iégumes, champignons, mousses), du tube digestif des rongeurs (40% des
petits mammiferes sauvages sont porteurs de Serratia spp.), des insectes, de 1’eau et du
sol (Euzéby, 2003). Le genre Serratia comprend maintenant dix espéces: Serratia
marcescens, Serratia liquefaciens, Serratia proteomaculans, Serratia grimesii,
Serratia polmuthica, Serratia rubidaea, Serratia odorifera, Serratia ficaria, Serratia
fonticola, et Serratia entomophila (Sekhsokh et al., 2007). La principale espece
pathogene du genre est Serratia marcescens qui provoque habituellement des
infections nosocomiales. Toutefois, des souches de S. plymuthica, S. liquefaciens, S.
rubidaea et S. odorifera ont causé des maladies a travers des infections (Basilio et
Ania, 2009).
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1.4.2. Groupe des Proteae:

La tribu des Proteae ou groupe Proteus- Morganella- Providencia, appartient a la

famille des Enterobacteriaceae.

Ce groupe se caractérise par la désamination d’acides aminés en acides cétoniques
qui, additionnés d’ions ferriques, donnent des réactions colorées grace a des enzymes

comme:

e Tryptophane désaminase (TDA);
e Phénylalanine désaminase (ph.al. DA) qui catalysent la désamination du
tryptophane en acide indolpyruvique (coloration rouge brun avec Fe) et de la L

phénylalanine en acide phenylpyruvique (coloration vert foncé avec Fe).

Les Proteus et Morganella hydrolysent rapidement I’urée contrairement aux

Providencia qui ne possédent pas d’uréase (Amhis, 2004).
1.4.2.1. Proteus:

Les Proteus spp. sont des bacilles a Gram négatif, généralement trés mobiles,
polymorphes, mesurant de 0,4 a 0,8 um de diametre sur 1,0 um a 80 um de longueur.
Les espéces du genre Proteus sont largement répandues dans la nature et elles sont
isolées du sol, de I’eau, de I’intestin de I’homme et de nombreuses especes animales.
Actuellement, le genre Proteus rassemble cing especes (Lamnaouer, 2002) dont 3
especes importantes pour I’homme, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris et Proteus
penneri (Goubau et Pellegrims, 2000). Certaines espéces comme Proteus mirabilis
et Proteus vulgaris ont une propriété trés connue de s’étaler trés rapidement sur boite

de gélose: c’est le phénomeéne de swarming (Pelmont, 2005).

Proteus mirabilis est I’espéce la plus fréquemment isolée de prélévements
cliniques. (Lamnaouer, 2002). Aprés Escherichia coli, elle est la bactérie la plus
souvent isolée des urines et elle est a I'origine aussi d’infections nosocomiales

(Mahrouki et al., 2009).
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1.4.2.2. Providencia:

Les espéces du genre Providencia sont habituellement considérées comme
commensaux dans le tube digestif, mais certaines espéces (Providencia stuartii et
Providencia alcalifaciens) ont été associées a des infections nosocomiales et sont
considérées comme des pathogenes opportunistes (Tribe et Rood, 2002; O’Hara et
al., 2000). Tous les isolats rapportés d’especes de Providencia ont été isolés a partir de
cas cliniques chez les humains et les animaux et on en sait peu sur la source de ces
infections. Chez I'nomme, ces bactéries sont la cause des infections urinaires
(Chander et al., 2006).

1.4.2.3. Morganella:

Le genre Morganella se compose actuellement d’une seule espéce avec deux sous-
especes, morganii et sibonii (O'Hara et al., 2000). Morganella morganii est un
organisme facultatif, anaérobique et ne fermente pas le lactose (Sinan Bilgin et al.,
2003). Il se trouve normalement dans le sol, I'eau, les eaux usees, et il fait également
partie de flore fécale de I’lhomme (Chou et al., 2009). Ce bacille est reconnu comme
étant un pathogéne commun responsable d’infections opportunistes dans les voies

respiratoires, urinaires et aussi les infections des plaies (Kim et al., 2007).
1.5. Yersinia:

Ces bactéries ont une croissance plus lente que celle des autres entérobactéries.
Elles ont toutes un tropisme pour les tissus lymphoides. On les rencontre dans diverses

especes animales et plus particulierement chez les rongeurs (Nauciel, 2000).

Ce genre bactérien comprend 3 especes pathogenes pour ’homme : Yersinia pestis,
Y. enterocolitica et Y. pseudotuberculosis. Yersinia pestis est 1’agent causatif de la
peste. Y. enterocolitica et Y. pseudotuberculosis sont des agents pathogénes d’origine
alimentaire, répandus dans I’environnement et fréquemment isolés a partir d’animaux

infectés (Branger et al., 2009).
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1.6. Les entérobactéries rares ou réecemment décrites:

En plus des entérobactéries courantes, 18 autres genres d’entérobactéries rares ou
récemment décrits (tableau 1) sont connus, mais ils sont moins fréquemment isolés
que les premiers. lls ne sont généralement pas spontanément pathogénes pour
I’homme, les animaux ou les végetaux; ils peuvent se comporter dans quelques cas
comme des bactéries pathogenes opportunistes (Delarras, 2007). Monnet et Freney en
2000 ont retenu un regroupement fondé sur deux caractéres biochimiques essentiels: la
dégradation du lactose détectée par le test ONPG et la production d’acétoine par le test

VP (Monnet et Freney, 2000).

Tableau 1. Entérobactéries rares ou récemment décrites (Delarras, 2007).

Test
Test VP Entérobactéries (genres)
ONPG
+ + Cedesea, Ewingella, Pantoea et Rahnella.
Budvicia, Buttiauxella, Kluyvera, Leclercia, Moellerella,
+ -

Trabulsiella et Yokenella.

Aucune Edwardsiella, Leminorella, Obesumbacterium, Pragia,

indication Photorhabdus, Taumella et Xenorhabdus.

2. La résistance aux antibiotiques :

Un antibiotique est une substance antibactérienne d'origine biologique, c'est a dire
produit par des micro-organismes (champignons microscopiques et bactéries) ou de
synthése chimique et qui est capable d'inhiber la multiplication ou de détruire les
micro-organismes (Yala et al., 2001). C'est en 1941 que fut utilisé pour la premiére
fois un antibiotique, la pénicilline, découverte en 1928 par le bactériologiste anglais
Alexander Fleming pour traiter un patient atteint de septicémie a staphylocoques

(Besassier et al., 2005).
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Les antibiotiques constituent un important groupe de médicaments pour la
médecine. A coté de leurs propriétés de lutter contre les infections humaines dues aux
bactéries pathogeénes, ils sont également utilisés en medecine vétérinaire (Emmanuel,
2003). Les antibiotiques agissent a un niveau précis dans les structures bactériennes et

chaque famille posséde son site d’action propre (figure 1):

v"Action sur la paroi bactérienne;

v" Action sur la structure de la membrane;

v Action sur la synthése protéique;

v' Action sur la synthése de I’ADN;

v' Action sur le métabolisme de I’acide folique (Tissot, 2005).

"X \pr
. =N ;

<w
A

acide folique AN 50 s

Figure 1. Cibles des principaux antibiotiques (Benlmouden et Hakkou, 2007).

a. Paroi bactérienne ; b. Espace périplasmique ; 1. B-lactamine (PLP) ; 2. Glycopeptides (D-
ala) ; 3. Dihydroptéorate synthétase (sulfamides) ; 4. Fixation a la sous-unité 50 S du
ribosome (macrolides, synergistines, lincosamides, phénicoles) ; 5. Fixation a la sous-unité 30
S du ribosome (aminosides, tétracyclines) ; 6. Acides nucléiques (quinolones, rifamycines,
nitro-imidazolés) ; 7. Membranes cytoplasmiques (polymyxines).

12
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De la fin des années 1940 jusqu’aux années 1970, de nombreuses molécules
antibiotiques d’origine naturelle ou synthétique ont été découvertes. Le succes
fulgurant des premiers traitements anti-infectieux a fait considérer un peu hativement
le probléme des maladies infectieuses comme définitivement réglé. Mais, rapidement,
I’enthousiasme a décliné avec 1’apparition des premieres résistances des bactéries aux
antibiotiques. A chaque nouvel antibiotique introduit en thérapeutique, les bactéries
ont su s’adapter et résister plus ou moins vite (Ploy et al., 2005). Ces résistances
peuvent avoir un spectre étroit, limité a un ou quelques antibiotiques de structure
voisine, mais on observe depuis plusieurs années 1’émergence de mécanismes de
résistances croisées a des drogues de structures et de modes d’actions différents
(Walsh, 2000). Apparaissent aujourd’hui de véritables « monstres » bactériens

résistants a tous les antibiotiques potentiellement actifs (Ploy et al., 2000).
2.1. Support génétique de la resistance:

Il existe deux grands types de résistance aux antibiotiques: La résistance intrinséque

et la résistance acquise.

e La resistance intrinséque (ou naturelle ou insensibilité): c’est-a-dire bactéries
dont tous les représentants au sein de I’espéce sont résistants dans la nature a tel
ou tel antibiotique, indépendamment de la présence de celui-ci (Skurnik et
Andremont, 2006);

e A Dl’inverse, la résistance acquise n’est présente que chez certaines souches de
la méme espéce ou du méme genre; dans certains cas, elle peut concerner la
grande majorité de ces souches comme, par exemple, la production de
pénicillinase chez le staphylocoque qui intéresse plus de 90 % des souches
(Courvalin, 2008).

Sur le plan génétique, la résistance peut étre acquise par deux voies totalement
distinctes, soit des mutations affectant des génes présents sur le chromosome, soit
I’acquisition de geénes étrangers. Ces genes peuvent provenir du chromosome

d’espéces différentes ou étre véhiculés par des éléments génétiques mobiles pouvant

13
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étre transférés d’une bactérie a 1’autre, on parle alors de transmission horizontale
(Galimand et al., 2005). L’ADN exogéne peut provenir de cellules bactériennes
appartenant a une autre souche de la méme espece ou méme d’une espece, voire d’un
genre différent (Fauchére et Avril, 2002). Le transfert horizontal est le principal
mécanisme responsable de la dissémination des génes de resistance au sein du monde
bactérien et concerne 80 % des cas de résistances aux antibiotiques rencontrés en
meédecine humaine. Le plus souvent, lors de ce transfert, les génes sont véhiculés par

des éléments genétiques mobiles, plasmides ou transposons (Ploy et al., 2005).

Au cours des annees 1980, de nouveaux éléments génétiques susceptibles
d’acquérir ou de perdre des génes de résistance aux antibiotiques ont été décrits par
Stokes et Hall et désignés sous le nom d’intégrons (Miriagou et al., 2006; Ploy et al.,
2005). Les intégrons constituent un systéme de capture et d’expression de genes
contenus dans des cassettes. Les cassettes sont des ¢léments mobiles capables d’étre
intégrés ou excisés par un systeme de recombinaison spécifique de site médié par une
intégrase. Les intégrons ne sont pas mobiles par eux-mémes; ils sont incapables
d’autoréplication et sont généralement portés par des plasmides ou des transposons
(Fluit et Schmitz, 2004; Faure, 2009b).

2.2. Mécanismes biochimiques de la résistance aux antibiotiques :

Une souche bactérienne est dite résistante a un antibiotique quand elle est capable
de se développer en présence d’une concentration élevée de cet antibiotique (Lavigne,
2007). Alors ces micro-organismes ont développe trois types de mécanismes de

résistance (tableau 2).

e Le premier est la production d’enzymes inactivatrices des antibiotiques (ex.[3-
lactamases);

e Le deuxiéme est la modification des cibles des antibiotiques empéchant 1’action
de ces derniers, comme par exemple la résistance aux fluoroquinolones par

modification des topoisomérases de classe II;
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réduction des concentrations

intracellulaires d’antibiotique. Ce phénomene peut étre dii & un transport actif

vers ’extérieur de la cellule via des transporteurs membranaires appelés

pompes d’efflux et/ou & une imperméabilité (Cattoir, 2004) (ex. résistance a

I’imipénéme causee par la surproduction de AmpC pouvant étre associée a des

perte de porines de la membrane externe et/ou la surexpression des pompes a
efflux) (Penteado et al., 2009).

Tableau 2. Les mécanismes de résistance bactérienne aux antibiotiques
(Li et Nikaido, 2004).

Cible

Mécanismes de résistance

Antibiotique bactérienne | Inactivation | Modification | Imperméabilité | Efflux
enzymatique de cible cellulaire actif
Inhibition de la synthése de la paroi (peptidoglycane)
B-lactamines PLP +++ ++ ++ ++
. Précurseurs
Glycopeptides D-Ala-D-Ala +++
Inhibition de la synthése protéique
Aminosides ARN ribosomal et i N N
30S
ARN ribosomal
MLS 50S + +++ ++
Tetracyclines ARN ribosomal ++ +++
30S
Phénicolés ARN gggsomal ++ ++
- ARN ribosomal
Oxazolidinones 50S ++
Inhibition de la synthése ou de fonctionnement de I’ADN
Fluoroquinolones | Topoisomérases +++ ++
Rifamycines AR!\I +++ +
polymérase
Sulfamides DHFS ++ +
Triméthoprimes DHFR ++ +
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3. Larésistance des entérobactéries aux B-lactamines:
3.1. Deéfinition des B-lactamines:

Les B-lactamines sont les antibiotiques les plus utilisés dans la pratique clinique
courante (Rodriguez-Villalobos et Struelens, 2006) surtout dans le traitement des
infections dues aux entérobactéries (Zogheib et Dupont, 2005). Ce nom est du au fait
que tous les membres de cette classe portent une fonction lactame en position p (figure
2) (Bessard, 2005).

cycle béta lactame

CHs
| I— HN | /\/
6 | TI ‘\CH3 B
fonction lactame . N4 - cycle thiazolidine
o// &« “COOH

Figure 2. Cycle B-lactame (Bessard, 2004).

La famille des B-lactamines comprend un grand nombre de molécules, toutes
caractérisées par la présence d’un cycle P-lactame indispensable a [Pactivité
antibiotique, une faible toxicité, associées a un mode d’action fort complexe sur des
protéines de la membrane cytoplasmique, dénommeées protéines liant la pénicilline

(PLP) ou penicillin binding proteins (Cavallo et al., 2004).
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Cycle commun B-lactame (B)
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- |E| A |l'CHa_,, U\
"--'1

2 M
0 COOH
Dérivés de I’acide 6-amino- Dérivés de I’acide 7-amino-
pénicillanique céphalosporanique
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Figure 3. Classification des B-lactamines (Cavallo et al., 2004).
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3.2. Mécanisme d’action:

Les pB-lactamines sont des antibiotiques bactéricides principalement temps-
dépendant (Aubert et Carricajo, 2004) qui inhibent la synthese de la paroi
bactérienne. Les transpeptidases et carboxypepytidases, enzymes associees a la
membrane cytoplasmique, fixent de fagon covalente ces antibiotiques. Cette liaison est
due a une analogie structurale entre le substrat naturel de ces enzymes, 1’acyl-D -
alanyl- D- alanine et le cycle pB-lactame. Ces enzymes qui lient les pénicillines et les
céphalosporines, sont également dénommeées protéines de liaison aux pénicillines
(PLP). La nature de ces PLP est relativement spécifique d’espece et leur nombre varie
d’une espece bactérienne a une autre. Chacune a une fonction bien définie, mais
certaines jouent un role prépondérant dans la synthése du peptidoglycane (Abdou
Souley Lie, 2002), c’est-a-dire 1’étape de polymérisation a partir de sous unités faites
d’un disaccharide peptide. L’activité enzymatique des PLP est inhibée par leur liaison

avec les B-lactamines (Nauciel, 2000).
3.3. Mécanisme de résistance:

Les bactéries ont développé différents mécanismes pour contrecarrer I’action des [3-

lactamines (Gangoue Pieboji, 2007): enzymatique ou non enzymatique.
3.3.1. La résistance non enzymatique aux pB-lactamines:
3.3.1.1. Imperméabilite:

Pour atteindre leurs cibles situées a la surface de la membrane cytoplasmique, les -
lactamines doivent diffuser aux travers de canaux spécialisés appelés porines. La diffusion
est en fonction de la charge, de la masse moléculaire et de la polarité des molécules. Les -
lactamines touchées différent selon la porine absente. La disparition de porine provoque
I’augmentation des concentrations minimales inhibitrices de certaines 3-lactamines comme
cela a eté mis en évidence chez certaines entérobactéries (Enterobacter aerogenes,
Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, Enterobacter cloacae, Salmonella

typhimurium et Escherichia coli) (Nicaido, 2000).
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3.3.1.2. Modification de la cible PLP:

Plusieurs facteurs peuvent concourir a la résistance par modification de la cible :
perte d’affinité des PLP pour les B-lactamines par mutation, acquisition de gene ou
fragments de genes codant pour les PLP d’affinité diminuée ou hyperproduction de
PLP normales. Des souches de Proteus mirabilis résistantes a I’imipénéme et au
mécillinam ont été¢ observées suite a une perte d’affinité de la PLP 2 et a une
diminution de la quantité de PLP 1A. Cependant, ce type de mecanisme de résistance

reste tres rare chez les entérobactéries (Bonnet, 2006).
3.3.1.3. Pompe a efflux:

Acquisition ou surproduction des pompes efflux peuvent expulser 1’antibiotique
hors de la cellule méme contre le gradient de concentration (Gangoue Pieboji, 2007).
Chez les bactéries a Gram-négatif, I’imperméabilité de la membrane externe et les
pompes a efflux jouent en synergie un réle important dans la résistance intrinseque de
ces bactéries. Les mutations ou/et les modifications inductibles de ces mécanisme peut
conduire a une diminution de I’afflux et I’augmentation de I’efflux des antibiotiques,
ainsi d’empécher I’acces des antibiotiques a leur cibles. Toutefois, les niveaux de
résistance conférés par ces mécanismes devraient étre faibles, mais ils sont renforcés
par l’interaction entre les mécanismes non enzymatiques et enzymatiques (par
production de B-lactamases). Les expressions élevées des pompes a efflux ont éte
observés chez Escherichia coli et Salmonella spp. dans 1’alimentation des animaux (Li
et al., 2007).

3.3.2. La résistance enzymatique aux B-lactamines (B-lactamases):
3.3.2.1. Définition:

La résistance bactérienne aux [-lactamines est due principalement a la production
d’enzymes (B-lactamases) capables d’hydrolyser I’anneau B-lactame commun a cette

classe d’antibiotiques (Rodriguez-Villalobos et Struelens, 2006). Les B-lactamases
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sont des enzymes d'inactivation (Philippon, 2005), appartenant a la grande famille des

hydrolases d'amides cycliques (De Wals, 2007).
Sur la base du mécanisme catalytique, on distingue:

+ les enzymes a sérine active réparties en classes A, C et D ont en commun un
résidu sérine dans le site actif;
+ Les métallo-enzymes: les enzymes de classes B ont besoins d'un ion métallique

Zn** catalysant leurs activités (Materon et al., 2004).
3.3.2.2. Mécanisme d’action:

Les B-lactamases sont des enzymes d’inactivation hydrolysant le pont amide du
cycle B-lactame pour donner un acyl-enzyme qui sera ensuite dégradé en acide inactif.
Ainsi, les pénicillines sont dégradées en acide pénicilloique et les céphalosporines en
acide céphalosporoique. Ces enzymes sont localisées au niveau de [I’espace

périplasmique chez les bactéries a Gram négatif (Barrial et Scotet, 2005).

Les B-lactamases ont une structure proche des enzymes impliquées dans la synthese
du peptidoglycane de la bactérie. Le mode d’action des pB-lactamines sur une bactérie
sensible consiste a entrainer une erreur des peptidases aboutissant a un défaut de
synthése du peptidoglycane, ce qui provoque la mort bactérienne. Pour éviter que les
peptidases ne se « trompent », la bactérie synthétise une pB-lactamase qui va hydrolyser
le cycle B-lactame. Son ouverture va empécher sa reconnaissance par la peptidase et
donc la synthése du peptidoglycane est possible: la multiplication bactérienne n’est
alors pas affectée (Lavigne et al., 2002). La différence majeure entre les 2 types
d'enzymes (les B-lactamases et les PLP) consiste dans la vitesse avec laquelle l'acyl-
enzyme est hydrolysé. En effet, si les PLP ne sont capables d'hydrolyser qu'une -
lactame par heure de tel sorte que l'acyl-enzyme apparait dans ce cas comme un
intermédiaire stable, les B-lactamases les plus efficaces en hydrolysent 1000 par
seconde, rendant l'antibiotique totalement inactif et regenérant I'enzyme pour une

nouvelle réaction d'hydrolyse (Tulkens et Spinewine, 2002).
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Figure 4. Mécanisme d’hydrolyse d’une -lactamine par une p-lactamase

(Ruppé, 2010).

3.3.2.3. Classification des B-Lactamases:

Les B-lactamases sont des enzymes

d’une extréme diversité (Gautier, 2007).

Actuellement, plus de 400 B-lactamases, dont plus de 200 BLSE, sont décrites et

aucune B-lactamine, seule ou en association avec des inhibiteurs de -lactamases, n’est

invulnérable a leur action potentielle (Li et al., 2007; Rodriguez-Villalobos et

Struelens, 2006). De nombreuses classifications existent, qui prennent comme

criteres: le phénotype, la nature du site actif, la séquence d’acide aminé, les

caractéristiques physiques et 1’origine (Vidon et Bourdin, 2005).

Les deux schémas les plus utilisés pour la classification des [-Lactamases sont

celui d’Ambler qui est fondé sur I’homologie de séquence des acides aminés et celui

de Bush-Jacoby-Medeiros fondé sur les propriétés fonctionnelles des enzymes
(Nordmann et Poirel, 2002).

La classification d’Ambler divise les B-lactamases en quatre groupes (de A a

D). Cette classification moléculaire, impliquant la connaissance de la structure

primaire des enzymes, a été suggérée par Ambler en 1980 (Bryskier, 1999);
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e En 1995, Bush-Jacoby-Medeiros a présenté le dernier systéme de classification
qui repose sur quatre groupes (1-4) et sous-groupes (A a F) (Shah et al., 2004).
Elle est fondée sur les caractéristiques physicochimiques des enzymes comme
leur point isoélectrique, poids moléculaire, substrat d’activité et profil
d’inhibition (Nordmann et Poirel, 2002).

3.4. Phénotypes de résistance aux B-lactamines:

3.4.1. Résistance naturelle ou phénotypes « sauvages »:

Les entérobactéries ont une résistance naturelle a certaines familles d’antibiotiques
hydrophobes comme les pénicillines G et M, les macrolides et apparentés
(lincosamides, synergistines) et les glycopeptides. De nombreuses classes
d’antibiotiques restent cependant actives comme la plupart des B-lactamines, les
aminoglycosides, les tétracyclines, les quinolones et les sulfamides. Classiqguement, on
classe les entérobactéries en groupes en fonction de leur sensibilité naturelle aux -

lactamines (Zogheib et Dupont, 2005).
Groupe 0: Phénotype « sensible » d’espéces dépourvues de génes de f-lactamases

Salmonella spp. et Proteus mirabilis sont dépourvus de [-lactamase a 1’état
«sauvage » et sont naturellement sensibles aux amino-pénicillines, carboxy-
pénicillines, uréido-pénicillines, a I’aztréonam, aux céphalosporines et aux

carbapénemes (Bonnet, 2006).

Groupe 1: Phénotype «sensible » d’espéces produisant naturellement une

céphalosporinase de classe C

Une B-lactamase de classe C constitutive a bas niveau est présente chez les souches

sauvages d’Escherichia coli et Shigella spp. et ne confére de résistance qu’aux -

lactamines qui pénétrent faiblement dans 1’espace périplasmique (benzylpénicilline,

cefsulodine) (Gautier, 2007).
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Groupe 2 : Phénotype « pénicillinase de bas niveau »

Ce phénotype, observé chez Klebsiella (K.pneumoniae, K.oxytoca), Citrobacter
koseri (C.diversus), Citrobacter amalonaticus et Escherichia hermannii, se caractérise
par la résistance a bas niveau de ces espéces a I’amoxicilline et a la ticarcilline, par la

sensibilité a la céfalotine, au céfotaxime et aux autres 3-lactamines (Vedel, 1998).
Groupe 3 : Phénotype « céphalosporinase de bas niveau »

Des espéces comme Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Citrobacter
freundii, Morganella morganii, Serratia marcescens, Hafnia alvei, Yersinia
enterocolitica, Providencia stuartii et Providencia rettgeri possedent une
céphalosporinase inductible, leur conférant une résistance aux amino-pénicillines, aux
céphalosporines de 1°° génération et a ’action de ’acide clavulanique. Ce caractére
inductible est détecté dans I’antibiogramme en milieu gélosé par un antagonisme
("écrasement" du diamétre d’inhibition) entre une B-lactamine inductrice (imipénéme,
céfoxitine) et une céphalosporine de 3°™ génération. Ce type d’expression est le fait
d’un mécanisme complexe faisant intervenir plusieurs genes régulateurs (ampR,

ampD, et ampG) (Philippon et Arlet, 2006).
Groupe 4 : Yersinia enterocolitica et Serratia fonticola

Elles sont résistantes aux amino-pénicillines, uréido-pénicillines, carboxy-
pénicillines et aux céphalosporines de 1°° génération par I’action associée d’une

pénicillinase et d’une céphalosporinase naturelle produite a bas niveau (Zomahoun,

2004).
Groupe 5 : Phénotype « céfuroximase »

Proteus vulgaris et Proteus penneri possedent une B-lactamase particuliere parfois
dénommée “céfuroximase™ qui rend ces especes réesistantes aux pénicillines du groupe

A et aux céphalosporines de 1*¢ et 2°™

générations (a I’exception des céphamycines
comme la céfoxitine) mais dont I’activité enzymatiques et inhibe par I’action d’acide
clavulanique (Denis et Ploy, 2007).

23



http://www.google.fr/search?tbs=bks:1&tbo=p&q=+inauthor:%22Fran%C3%A7ois+Denis%22&source=gbs_metadata_r&cad=7
http://www.google.fr/search?tbs=bks:1&tbo=p&q=+inauthor:%22Marie-C%C3%A9cile+Ploy%22&source=gbs_metadata_r&cad=7

~ Synthese Bibliographique
N\

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

Les entérobacteries d'isolement tres rare tell que Kluyvera montrant un phénotype
de résistance inhabituel "pénicillinase de bas niveau"”. Ce phénotype est nettement a
distinguer de celui "pénicillinase de bas niveau” (Philippon, 2005). 1l s’agit une BLSE
naturelle exprimé a bas niveau (Denis et Ploy, 2007). Aprés clonage du géne
correspondant (KLUA-1) dans une souche réceptrice d’E.coli, a été identifié, par la

suite, un des progénitures de BLSE plasmidiques de type CTX-M (Philippon, 2005).
3.4.2. Résistance acquise ou phénotypes « resistants »:

Toutes les entérobactéries, quel que soit leur groupe, sont capables d’intégrer des

génes de résistance codant pour une B-lactamase (Zogheib et Dupont, 2005).
Phénotype « pénicillinase de haut niveau » ou « penicillinase acquise »

Les pénicillinases des bacilles a Gram négatif sont nombreuses (TEM-1, TEM-2,
SHV-1...) et non inductibles. Environ 75% de p-lactamases isolées des entérobactéries
sont des TEM-1. Ces enzymes sont codéees par des plasmides et donc facilement
transférables. Elles conféerent aux bactéries, qui les produisent a haut niveau, une
résistance aux amino-peénicillines, carboxy-pénicillines, uréido-pénicillines, amidino-
pénicillines, C1G et de C2G. Cependant elles conservent leur sensibilité aux C3G,
cefamycines, monobactames et carbapénemes. Elles sont inhibées plus ou moins par

les inhibiteurs enzymatiques (Collignon et al., 2007).
Phénotype « pénicillinase résistante aux inhibiteurs »

Plus réecemment, des p-lactamases dérivées de pénicillinases plasmidiques
entrainant une résistance aux inhibiteurs suicides de P-lactamases ont été décrites.
Elles sont produites par Escherichia coli, Proteus et Klebsiella. Elles conferent une
résistance a I’amoxicilline et a la ticarcilline, seules ou en association avec I’acide
clavulanique et un bas niveau de résistance aux C1G. Pour la pipéracilline, le niveau

de résistance est plus faible (Lavigne et al., 2002).
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Phénotype « B-lactamase a spectre étendu »

Classiquement, les BLSE sont definies comme des enzymes, appartenant a la classe
A ou D de la classification d'Ambler (Rodriguez-Villalobos et Struelens, 2006),
capables d’hydrolyser et causer une résistance aux oxymino-ceéphalosporines
(céfotaxime, céftazidime, céftriaxone, céfuroxime et céfépime) et les monobactames
(aztréonam), mais pas aux céphamycines (céfoxitine et céfotetan) ou carbapénémes
(imipéneme, méropénéme, doripéneme et ertapéneme). Ces enzymes sont inhibés par
les inhibiteurs de B-lactamases telle que I’acide clavulanique, le sulbactam et le

tazobactam (Peirano et Pitout, 2010).

La majorité des BLSE sont dérivees de mutations ponctuelles dans la sequence
génétique codant pour le site actif des 1*® B-lactamases connues (TEM-1, TEM-2 et
SHV-1) (Paterson et Bonomo, 2005).

Plus de 200 BLSE naturelles ont été décrites; elles ont éte classées en 11 familles
différentes sur la base de leur séquence d’acides aminés: TEM, SHV, CTX-M, PER,
VEB, GES, TLA, BES, SFO, FEC et OXA (Vidon et Bourdin, 2005). Les 4 familles
majeures sont représentées par les enzymes de type TEM, SHV, OXA et CTX-M
(Gniadkowski, 2001).

Récemment, les BLSE de type CTX-M ont émergé comme le type le plus courant
de BLSE, avec une répartition mondiale (Seonghan et al., 2007). Découvertes pour la
premiere fois au milieu des années 1980, elles montrent un niveau de dissémination
dans les bacteéries et partout dans le monde qui augmente dramatiqguement depuis 1995
(Bonnet, 2004). Les enzymes de la famille CTX-M comprennent aujourd’hui plus de
90 enzymes (Ruppé, 2010) isolées de nombreuses espéces d’entérobactéries et qui, sur
la base de leurs séquences protéiques, sont divisés en 5 groupes (Bonnet, 2004). Elles
sont similaires aux autres p-Lactamases a spectre étendu dans la mesure ou elles
hydrolysent a large spectre les céphalosporines et 1’aztréeonam mais agissant comme
des cefotaximases (Brenwald et al., 2008).
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Phénotype « Hyper OXY »

Chez Klebsiella oxytoca, des mutations ponctuelles dans la région du promoteur de
transcription des enzymes chromosomiques K1 (type OXY-1 ou OXY-2), conduisent a
augmentation du niveau d’expression et se traduisent in vivo par une résistance de

2eme

haut niveau aux pénicillines, aux céphalosporines de 1*° et génération, ainsi qu’a

I’aztréonam. Dans ce cas, une synergie peut étre détectée entre les céphalosporines de

3°™ génération ou I’aztréonam, et le clavulanate (Sougakoff et Trystram, 2003).

Phénotype « céphalosporinase de haut niveau »

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

Depuis 1990, des céphalosporinases codéees par des génes plasmidiques ont été
décrites. Parmi celles-ci, il ya MIR-1, BIL-1 et CMY-2 (Seck, 2005).

Cette résistance a été retrouvee chez Klebsiella pneumoniae mais également chez
d’autres entérobactéries. Ces enzymes a meédiation plasmidique dérivent des
céphalosporinases chromosomiques d’Enterobacter (ACT-1 et MIR-1), de Citrobacter
(CMY), de Morganella (DHA), d’Hafnia (ACC-1) et d’autres entérobactéries (MOX,
FOX. ..) (Philippon et Arlet, 2006).
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3.4.3. Résistance aux carbapénémes:

Les carbapénémes sont aujourd’hui parmi les traitements de choix des infections

séveres dues aux entérobactéries productrices de [B-lactamases a spectre étendu
(BLSE). Mais leur utilisation pourrait étre compromise par I’émergence de souches de

bactéries résistantes également aux carbapénemes (Cuzon et al., 2009).

Chez les entérobactéries, cette résistance est principalement due a trois mécanismes

(Livermore Woodford, 2006):

L’association entre la diminution de la perméabilité membranaire avec la
production d’une céphalosporinase (chromosomique ou plasmidique) ou d’une
BLSE (Patel et al., 2009): chez les entérobactéries, une surproduction de
céphalosporinase ou d’une BLSE associée a une perte de porine de la membrane
externe et/ou une surexpression de pompes a efflux (Castanheira et al., 2008) est
la cause la plus fréquente de résistance a I’'imipénéme (Bonnet, 2006);

Acquisition des metallo-p-lactamases (VIM, IMP): ces enzymes, appartenant au
classe B d’ambler, hydrolysent toutes les [-lactamases a [’exception de
I’aztréonam (Trigoso, 2010);

Acquisition de non métallo-p-lactamases: ces enzymes sont soit les oxacillinases
(la famille des OXA), soit les carbapénémases, inhibées par 1’acide clavulanique,
qui peuvent étre codées par des génes chromosomiques, décrits pour des souches
de Serratia marcescens (SME1) et Enterobacter cloacae (IMTI NMC-A), ou
plasmidiques comme certains variants de GES et Klebsiella pneumoniae
carbapénémase (KPC) (Nordmann et al., 2009; Pourriat et Martin, 2005 ).

Actuellement, les carbapénémases qui sont les plus répandues chez les

entérobactéries sont les enzymes de type KPC. Ces enzymes ont principalement été
décrites chez Klebsiella pneumoniae avec un support plasmidique. Elles possédent un
pouvoir de dissémination important et sont émergentes dans de nombreux pays
(Lautenbach et al., 2010).
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4. La résistance aux aminosides:

Les aminosides, également appelés aminoglycosides, oligosaccharides ou amino-
cyclitols sont constitués de sucres aminés dérivés du noyau 2 désoxystreptamine et
élaborés par des Actinomycetes (Amikacine, Tobramycine) ou des Micromonospora
(Gentamicine) (Ezaitouni et al., 1999). Aprés fixation a des sites chargés
négativement sur la paroi bactérienne (Faure, 2009a), en raison de leur caractere
polycationique, ils diffusent dans les bactéries a travers les canaux porines jusqu'a
I'espace périplasmique. Leur pénétration a travers la membrane cytoplasmique est
active et nécessite un apport d'énergie et la présence d'oxygene. Les aminosides
perturbent la synthese protéique bactérienne (Benlmouden et Hakkou, 2007) en se
liant au site aminoacyl de I'ARN ribosomal 16S (ARNr), dans la sous-unité 30S du

ribosome (Durante-Mangoni et al., 2009 ). Cette liaison de I’antibiotique permet:

e [D'inhibition de I’étape d’élongation (en empéchant le transfert du peptidyl-
ARNLt depuis le site A vers le site P) conduisant a un arrét de la synthese
protéique;

e [l’introduction d’erreurs dans la lecture des codons de I’ARNm, engendrant la

production de protéines aberrantes.

C’est I’accumulation des protéines erronées synthétisées qui est responsable de la

létalité induite par les aminosides (Faure, 2009a).

Ce sont des antibiotiques bactéricides concentration-dépendante (Aubert et
Carricajo, 2004). lls sont réserveés au traitement des infections séveres a bactéries a
Gram négatif et a staphylocoques notamment dans leurs manifestations pulmonaires,
endocardites, rénales et bactériémiques. lls sont souvent employés dans le traitement
probabiliste de ces infections en association avec une B-lactamine ou une

fluoroquinolone (Martin, 2008).

Ces dernieres années, I'utilisation des aminosides comme des antibiotiques a large
spectre importante en clinique a diminué¢ considérablement en raison de I’émergence

des souches bactériennes résistantes (Thuresson et al., 2007). La résistance a ces
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médicaments est devenue un grave probleme de santé publique. Le mécanisme de
résistance principal aux aminoglycosides est I’acquisition d’enzymes bactériennes qui
modifient les antibiotiques par acétyltransférase (AAC), adényltransferase (ANT) ou
phosphotransférase (APH). Chaque classe de ces enzymes effectue une réaction régio-
spécifique soit sur le groupe amine (AAC) ou un groupe hydroxyle (ANT et APH) et
les produits de ces réactions sont dépourvus d'activité antibactérienne (Chen et al.,
2008).

La diminution de l'accumulation de I’antibiotique est un autre mécanisme majeur de
résistance. Les bactéries peuvent exprimer des systemes d’efflux qui résultent d’une
accumulation réduite des aminosides a I’intérieur de la cellule (Durante-Mangoni et
al., 2009).

La méthylation de I'ARNr 16S au sein de la sous-unité 30S des espéces comme
Escherichia coli et Klebsiella altére la fixation des aminosides, ce qui bloque leurs

activités antimicrobiennes (Doi et Arakawa, 2007).
5. Larésistance aux quinolones:

Les quinolones, découvertes en 1962 par Lesher, sont des antibiotiques
synthétiques. Du fait de leur bonne diffusion tissulaire, ces antibiotiques sont
largement utilisés en médecine humaine et vétérinaire, notamment dans le cas

d’infections urinaires et respiratoires (Meradi et al., 2009).

Les quinolones agissent en se fixant au niveau de I’hélice o 4 topoisomérase 11, la
topoisomérase IV et de I’ADN gyrase. Le complexe ternaire ainsi formé, molécule

d’antibiotique, enzyme et ADN, empéche la progression de la fourche de réplication
(Guillard et al., 2008).

Les quinolones de 1*° génération, dont le chef de file est I’acide nalidixique,
n’agissent que sur les bacilles a gram négatif et ne sont utilisées que dans le traitement

2eme

des infections urinaires. Les quinolones de génération ou fluoroquinolones,

utilisées depuis les annees 80, comprennent principalement la pefloxacilline,
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I’ofloxacine, la ciprofloxacilline. Elles sont beaucoup plus actives que les quinolones

de 1% génération (Nseir et al., 2005; Nauciel, 2000).

La résistance acquise a ces antibiotiques est le résultat de la combinaison de
plusieurs mécanismes. Pendant plus de 30 ans, les seuls mécanismes de résistance aux
quinolones connus avaient un support chromosomique (Skurnik et Andremont,
2006).

Les mutations responsables sont localisées dans des genes qui conduisent soit a:

e La perte d’affinité de I’antibiotique pour sa cible (mutation de la topoisomérase
dans la région quinolone resistance determining region [QRDRY];

e Une augmentation de son excrétion hors du cytoplasme (par surexpression des
systémes d’efflux);

e Une diminution de sa pénétration transmembranaire (par déficit quantitatif ou

qualitatif de la synthése des porines) (Nordmann et Mammeri, 2007).

Le support de la résistance aux quinolones eétait supposé étre uniquement
chromosomique jusqu’en 1998 ou, Martinez- Martinez et al. ont décrit la premiére
souche (Klebsiella pneumoniae UABL) dont le support de la résistance est un plasmide
transférable (pMG252). Le déterminant genétique de cette résistance est le gene gnr
dont la caractéristique est d’étre porté par différents types d’intégrons. L’importance
de ce support est sa transferabilité et sa capacité a accélérer la diffusion de la
résistance aux quinolones. Les génes gnr ont été identifies dans différentes especes
d’entérobactéries et souvent associés a la production de p-lactamases a spectre élargi
(Guessennd et al., 2008).

A ce jour, trois gnr ont été mises en évidence, gnrA, gnrB et gnrS (Guillard et al.,
2009). Toutes ces protéines sont capables de se fixer sur les topoisomérases 11 et IV en
compétition avec I’ADN. La réduction du nombre des complexes binaires
topoisomérases-ADN diminue la fixation ultérieure des quinolones sur les

topoisomérases (Tran et al., 2005).
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Les souches porteuses du géne gnr appartenaient le plus souvent aux especes
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et récemment Enterobacter cloacae, et sont
toutes multirésistantes, en particulier résistantes aux céphalosporines de 3°™
génération par production de B-lactamase a spectre étendu (BLSE) (ex. SHV-7) ou de

céphalosporinase plasmidique (ex. FOX-5) (Honoré et al., 2006).

En 2005, un second mécanisme de résistance plasmidique a été identifi¢. I s’agit
d’un variant de ’acétylase en 6-isoforme Ib dénommé AAC (6 )-lb-cr (pour
ciprofloxacine resistance) et qui confere une résistance de bas niveau a la
ciprofloxacine et a la norfloxacine par acétylation enzymatique (Robicsek et al.,
2006).

6. La résistance aux autres antibiotiques:
6.1. Triméthoprime-Sulfaméthoxazole:

Le cotrimoxazole est une combinaison (synergique) de triméthoprime et de
sulfaméthoxazole, un sulfamide, deux drogues qui bloguent des réactions différentes
dans la méme voie métabolique (Singleton, 2005). Le triméthoprime est un inhibiteur
de la déhydrofolate réductase qui peut potentialiser ’activité des sulfamides par
inhibition séquentielle de la synthése de I’acide folique. Triméthoprimes, sulfamides et
leurs associations ont une activité thérapeutique bien établie en pathologie respiratoire,
digestive, urinaire, notamment en traitements courts et en prophylaxie (Bryskier,
1999).

De toutes les familles d’antibiotiques, 1’association sulfamide-triméthoprime
posséde indiscutablement la plus grande diversité de mécanismes de résistance acquise
et de leur support génétique: modification de la perméabilité, activation de pompes
d’efflux, modification quantitative ou qualitative des cibles, contournement
métabolique, hyperproduction de précurseurs, absence de certaines enzymes et toute

une variété de genes exogenes acquis par la bactérie (Golsdein, 2006).
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6.2. Polymyxines:

Les polymyxines ont été découvertes en 1947. Bien que 5 molécules de polymyxine
soient connus de maniére séquentielle et nommeées polymyxine A a E, seules 2 sont
disponibles pour un usage thérapeutique: polymyxine B et la polymyxine E (colistine)
(Hermsen et al., 2003). L’antibiotique le plus utilisé est la colistine. Elle n’agit que
sur les bacilles a Gram négatif et elle reste cependant inactive sur les Proteus,
Providencia et Serratia (Nauciel et Vildé, 2005).

La colistine est un polypeptide de la famille des polymyxines du groupe E, produit
par Bacillus polymyxa subsp colistinus. Il s’agit d’'un mélange complexe d’au moins
30 composés, dont les deux majeurs sont la colistine A (polymyxine E1) et la colistine

B (polymyxine E2) (Frasca et al., 2008).

Les polymyxines agissent sur la paroi cellulaire des bactéries a Gram négatif par

I'intermédiaire de trois mécanismes connus.

e Les polymyxines sont des molécules cationiques, qui perturbent
électrostatiquement les membranes de surface bactérienne par le déplacement
des ions Ca*" et Mg®" qui stabilisent les molécules de lipo-polysaccharide
(LPS);

e Les polymyxines sont des agents tensio-actifs amphipathiques contenant a la
fois des groupements lipophiles et lipophobes. lls pénétrent dans les membranes
cellulaires et interagissent avec des phospholipides, conduisant a des
changements de perméabilité qui perturbent rapidement les membranes et
résultent la mort cellulaire;

e Les polymyxines peuvent également se lier au lipide A de I'endotoxine ou
molécule LPS et, dans des études sur les animaux, ils bloguent plusieurs effets
biologiques des endotoxines (Chen et Kaye, 2009; Cohen, 2010).
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Malheureusement, la colistine n'‘échappe pas au développement de résistance. Il
existe plusieurs mécanismes suggérés de résistance a la colistine pour les bactéries a
Gram négatif, dont la plupart impliquent des changements dans la membrane externe
(Lietal., 2006).

La résistance naturelle semble due a I’architecture de la paroi qui empéche la
polymyxine d’interagir avec les groupements phosphates cibles du LPS. Quant a la
résistance acquise, I’apparition de mutants au cours de traitement est tres rare et il n’y
a pas de plasmides de résistance décrits (Li et al., 2005). A noter qu’il n’existe sans
doute pas de phénomenes d’imperméabilité membranaire ou d’efflux actif a cause de
leur haut poids moléculaire. Par contre, la résistance est totalement croisee entre la

colistine et la plymyxine B (Gattoir, 2006).
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1. Matériel:
1.1. Matériel biologique:

1.1.1. Souches étudiées:

Le présent travail a pour but d’étudier 140 souches entérobactéries isolées a partir de
différents services du CHU de Sidi Bel Abbes.

1.1.2. Souches de références:

o ATCC 27853: Pseudomonas aeruginosa de phénotype sauvage;

« ATCC 25922: Escherichia coli;

« VIM: Pseudomonas aeruginosa productrice de métallo-f-lactamase VIM,;
« K 12: Escherichia coli résistante a la rifampicine;

o VP 517: Escherichia coli.

1.2.  Milieux de culture:

1.2.1. Milieux de culture liquides:

o BN : Bouillon Nutritif (Institut Pasteur d’ Algérie);
o BHIB : Bouillon Ceeur Cerveau (Fluka);

o MHL : Mueller Hinton Liquide (Fluka);

o LB : Bouillon Luria (Sigma).

1.2.2. Milieux de culture solides:

o Gélose nutritive (Fluka);

« Mac Conkey (Fluka);

o Mueller Hinton (Fluka);

« TSI : Triple Sucre a Identifie.

1.3. Tests biochimiques:

o Galerie API 20 E (Bio Mérieux);
« Galerie API 32 E (Bio Mérieux).
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Solutions et Tampons:

e Solution de 'EDTA 0,5 M pH §;

e Tampon TE;

« Solution de lyse;

« Phénol-Chloroform-Isoamylalcool (24 :25 :1) (Sigma);
« Tampon de charge;

o Tampon TBE 1X;

« Solution de BET (Sigma).

. Antibiotiques:
1. Endisque:

B-lactamines:  Ampicilline (10 pg), Amoxicilline (25 png),
Amoxicilline/acide clavulanique (20/10 pg), Ticarcilline (75 pg),
Ticarcilline/acide clavulanique (75/10 pug), Pipéracilline (75ug),
Pipéracilline/tazobactam (75/10ug), Imipénéme (10 pg), Aztréonam (30
ug), Céfalotine (30 ug), Céfuroxime (30 ng), Céfoxitine (30 ug), Latamoxef
(30 ng), Cefotaxime (30 ng), Ceftriaxone (30 ng), Ceftazidime (30 ng),
Céfepime (30 ng) et Cefpirome (30 nug).

Aminosides: Kanamycine (30 UI), Tobramycine (30 pg), Amikacine (30
ng) et Gentamicine (15 pg).

Quinolones: Acide nalidixique (30 pg), Ofloxacine (5 pg) et Ciprofloxacine
(5 ng).

Autres: Colistine (50 pg), Triméthoprime/Sulfaméthoxazole (75 pg) et
Rifampicine (30 pg).

2. En poudre:

B-lactamines: Pipéracilline (Dakota® Pharm.), Pipéracilline/tazobactam
(Wyeth Pharmaceuticals), Imipéneme (MSD), Céfoxitine (Panpharma),

Aztréonam (Sanofi- synthelabo),  Céfotaxime (Aventis), Céftazidime
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(Glaxo Smith Kline), Céfépime (Bristol-Myers Squibb) et Orbénine
(Astellas).

e Aminosides : Tobramycine (Merck), Amikacine (Bristol-Myers Squibb) et
Gentamicine (Panpharma).
e Quinolones : Ciprofloxacine (Bayer Pharma).

e Autre : Rifampicine (Saidal).

2. Méthodes :

2.1. Prélevements:

Les prélevements ont été réalisés par écouvillonnage sur des plaies suppurées,
d’escarres de malade et de I’environnement hospitalier ainsi que par la
recupération directe des sondes tracheales et vésicales, puis acheminés au
laboratoire (1’écouvillon est introduit dans un tube contenant du bouillon
nutritif afin d’assurer la survie des souches) pour étre incubés dans I’étuve a
37°+ 1 pendant 18 a 24H.

2.2. Isolement et purification:

On procede directement a une recherche de germes d’entérobactéries et pour
cela on réalise un ensemencement en strie sur toute la surface d’une gélose
Mac Conkey pour I’isolement des bactéries & Gram négatif grace a I’action de
deux inhibiteurs présent dans le milieu. Le Cristal Violet pour I’inhibition de la
flore Gram positive, et les sels biliaires pour la sélection des Entérobacteries.
Ce milieu ensemencé, est incubé a 37°C £ 1°C pendant 24 H. Apres une
lecture morphologique, on fait une purification des colonies par passage

successif sur bouillon nutritif puis sur gélose Mac Conkey.
2.3. Identification:

L’identification est 1’étape qui précede toujours I’antibiogramme et elle est
prise a partir des cultures pures représentées par des colonies que 1’on peut

différencier par leur aspect, forme, taille, bord, surface et chromogeénese.
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L’identification a €té réalisée par le test TSI pour différencier entre les especes

dites fermentants ou non-fermentants puis par les galeries d’identification.
2.3.1. Le test TSI (milieu triple sucres):
i. Principe:

Ce milieu permet d'étudier la fermentation de trois sucres (glucose, lactose,
saccharose), d'apprécier la production ou non de H,S et de noter la production

ou non de gaz a partir du glucose.
ii. Technique:

Elle consiste a ensemencer en stries serrées la pente de la gélose puis par

piqdre centrale le culot, la lecture se fait aprés 18H d’incubation a 37°C.
ii.  lecture:
a)Lecture de glucose et du gaz au niveau du culot:

» La fermentation du glucose se traduit par le virage au jaune du culot;
o La production de gaz se traduit par la formation ou non de bulles de gaz

dans la masse du culot.
b) lecture de la pente:

« la fermentation du glucose et /ou du saccharose se traduit par le virage au

jaune de la masse du culot.
c¢) production de H,S: se traduit par noircissement du milieu.
2.3.2. Galeries d’identification:

Le systeme API® Bio Mérieux (Appareillage et Procedé d’Identification) est
une version miniaturisée et standardisée des techniques biochimiques

conventionnelles pour I’identification des bactéries.
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Lorsqu’une suspension bactérienne de densité convenable est répartie dans les
différentes alvéoles qui composent la micro-galerie (contenant de substrats
déshydratés), les métabolites produits durant la période d’incubation se
traduisent par des changements de couleur spontanés ou révélés par addition de

réactifs.

Ces plaques permettent 1’identification des entérobactéries et autres bacille a Gram
négatif ; I’API 20 E comprend 20 tests biochimiques alors que 1’ID 32 E est basé

sur 32 tests biochimiques miniaturisés.

La lecture de ces réactions est réalisée a I’aide du tableau de lecture (Annexe 1
et 2) et I’identification obtenue a 1’aide du tableau d’identification du

catalogue analytique (Annexe 3 et 4).

2.4. Antibiogramme (CASFM, 2010; Vedel, 1998):

2.4.1. Principe:

Antibiogramme standard ou les méthodes par diffusion sont plus utilisées par
les laboratoires cliniques. Elles consistent a disposer des disques de papier
buvard imprégnés de concentration déterminée d’antibiotiques a la surface
d’un milieu gélosé. Dés 1’application des disques, I’antibiotique diffuse a partir
du disque de maniére uniforme dans la gélose. Aprés incubation, les disques
s'entourent de zones d'inhibition circulaires correspondant a une absence de
culture (Soude, 2005).

2.4.2. Technique:
Préparation de I’inoculum:

e Ensemencer 5 ml de bouillon BHIB avec 3 a 4 colonies de la souche a
tester;
« Incuber 3 & 5 H sous agitation & 37+ 1°C. La culture doit étre de 10°

UFC/ml soit de densité optique 0,08-0,1 a une longueur d’onde de 625nm.
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Ensemencement:

Diluer la suspension inoculum au 1/100 (=~ 10° UFC/ml) dans de I’eau
physiologique;
Ensemencer par inondation les boites de Pétri coulées par 20 ml de milieu
Muller-Hinton;
Apres l'aspiration de surplus, faire sécher les boites de Pétri 20 a 30 mn a

I’étuve.
Application des disques:

Déposer les disques d’antibiotiques a 1’aide d’une pince stérile;
Pour ce qui concerne les B-lactamines, placer les disques dans un ordre qui

obéit au schéma de Vedel (Figure 5).

Marqueurs principaux Marqueurs secondaires

Amoxicilline: AMX
Ticarcilline: TIC
Céfalotine: CF
Céfotaxime: CTX

Amoxicilline+ Ac.clavulanique: AMC
Céfoxitine: FOX
Céfuroxime: CXM

Figure 5. Disposition des antibiotiques sur les boites d’antibiogrammes selon

le schéma de Vedel (1998).
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On laisse les boites 20 mn a la température ambiante pour permettre une pré-

diffusion de ’antibiotique, puis on incube pendant 18-24 H a 37°C +1°C.
2.4.3. Lecture:

e Mesurer avec précision les diametres des zones d’inhibition, et comparer
ces résultats aux valeurs critiques figurant dans 1’annexe;

e Classer les bactéries dans 1’une des catégories: Sensible, Intermédiaire ou
Resistance;

e Interpréter les phénotypes de résistance aux -lactamines.
2.5. Détermination de la CMI en milieu solide (CASFM, 2010):

2.5.1. Principe:

La méthode de dilution successive en milieu solide est la méthode de référence pour
déterminer la sensibilité bactérienne aux antibiotiques. Elle consiste a mettre un

inoculum bactrien standardisé au contact de concentrations croissantes d’antibiotiques.
2.5.2. Technique:
Préparation des solutions d’antibiotiques:

Pour chacun d’antibiotiques, préparer une solution mére a 5120 mg/1 puis réaliser des

dilutions séries de progression geometrique de raison 1/2 (Annexe 6).
Préparation des boites:

» Distribuer 2 ml de chaque dilution d’antibiotique dans une série de boite de Pétri
ainsi que 2 ml d’eau distillée stérile dans une boite de Pétri témoin;

> Ajouter 18 ml de milieu Mueller Hinton glosé maintenu en surfusion;
Bien mélanger et laisser solidifier;

» Sécher les boites 30 mn a I’étuve a 37°C.
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Préparation de I’inoculum:
> Préparer des suspensions de 10% UFC/mI pour chacune des souches a tester.
Ensemencement:

» Diluer la suspension d’inoculum au 1/10;
» Ensemencer par spot 1 & 2 ul de la suspension bactérienne, soit un inoculum de
10" UFC/spot.

Incubation:
> Incuber 18224 H a 37°C.
2.5.3. 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 ou 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.

2.6. Détermination de la CMI pour les Proteus (CASFM, 2010; Schwalbe et al.,
2007):

En milieu gélose, Proteus mirabilis et Proteus vulgaris peuvent envahir la surface du
milieu en formant des ondes concentriques. Cet essaimage, ou « swarming », est dd a
la grande mobilité de la bactérie (figure 6). Cependant il est peu marqué pour Proteus
penneri (Amhis, 2004).
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Figure 6. Envahissement (swarming) de Proteus spp. sur gélose Mueller Hinton.

L'envahissement des cultures par les Proteus peut étre réduit par:

e [’augmentation de la concentration en gélose (>3%);

e Ladiminution de la concentration en Nacl;

e T°a43°C;

e Adjonction de diverses substances alcool éthylique (5p100), chloral (1 a
2p1000), azide de sodium (1p5000);

e Les métaux lourds affecteraient la production de super oxyde dismutase
indispensable au métabolisme de la bactérie;

e Les chélateurs ferreux (le fer est nécessaire a la croissance bactérienne);

e Les agents osmotiques spécifiques;

e Le salycilate de Sodium diminuerait le nombre de flagelles;

e 1’ajout de 50 mg/I de p-nitrophenyl glycérol (PNPG) ou 350 mg/l Matexil.

Cependant le PNPG, Matexil ou I’augmentation de concentration en gélose pouvons
tous altérer les résultats significatif des CMI avec certains agents (Amhis, 2004;
Andrews, 2006).

Pour cela, on procede a déterminer les concentrations minimales inhibitrices en milieu
solide avec la technique décrite précédemment mais en augmentant la température
d’incubation & 43°C au lieu de 37°C £ 1°C.
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2.7. Test de synergie (Rahal, 2005):
2.7.1. Principe:

Cette technique, sur gélose dite des « bouchons de champagne » recommandée
par le CASFM, reste la plus utilisée. Elle consiste a rechercher une synergie
sur gélose de Mueller-Hinton entre un disque d’antibiotique contenant un
inhibiteur de B-lactamases (d’amoxicilline + acide clavulanique) et des disques
(placés a 2 ou 3 cm du disque central) de C3G (ceftazidime, de céfotaxime et
de céfépime) et/ou d’aztréonam. Elle permet de différencier une bactérie
hyperproductrice de céphalosporinases d'une bactérie produisant une BLSE

dans la famille des entérobactéries.
2.7.2. Technique:

e Larecherche de la B-lactamase a spectre étendu se fait dans les conditions standard
de I’antibiogramme en disposant un disque d’amoxicilline/acide clavulanique
AMC a 30 mm (centre a centre) d’un disque de C3G.

e La detection des BLSE chez les souches également hyperproductrices de
céphalosporinase (Enterobacter....) est facilitée par la recherche d’une
synergie entre un disque d’amoxicilline/acide clavulanique AMC et le
céfépime ou cefpirome (C4G).

e Chez Proteus mirabilis, P vulgaris, P pinneri, Morganella morganii,
Providencia stuartii, les BLSE s’expriment a bas niveau dans ce cas le test
de synergie est optimisé en disposant les disques a une distance de 40 a 45

mm au lieu de 30 mm.
2.7.3. Lecture:

Il y a présence d’une BLSE ou un test de synergie positif quand il y a une
image caractéristique, en « bouchon de Champagne ». Un résultat positif est
basé sur l'inhibition des BLSE par l'acide clavulanique, et par conséquent
l'augmentation de l'activité des céphalosporines de troisieme et quatrieme

génération en présence d'acide clavulanique.
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2.8. Testalacloxacilline (De Champs, 2002; Naas, 2003):
2.8.1. Principe:

Pour certaines souches de bacille a Gram négatif, il est parfois difficile de
distinguer sur [D’antibiogramme habituel les hyperproductions de
céphalosporinases des p-lactamases a spectre élargi (BLSE). En cas
d’hyperproduction, les diamétres autour des disques de C3G trés diminués peuvent
masquer les images de synergies évocatrices de BLSE entre des disques de C3G et
d’acide clavulanique. La cloxacilline (Orbénine®), ajoutée au milieu pour
I’antibiogramme (Mueller-Hinton), inhibe in vitro les céphalosporinases de la
classe C d’Ambler chromosomiques ou plasmidiques et reste inefficace sur les

penicillinases des bacilles a Gram négatif.
2.8.2. Technique:

e Réaliser un antibiogramme par diffusion sur gélose Mueller Hinton contenant de la
cloxacilline a une concentration finale de 250 pg/ml,

e Dans ce cas il faut dissoudre 0,25 g de Cloxacilline dans 25 ml d’eau
distillée pour préparer une concentration de 10000 pg/ml puis proceder a une
dilution a 2500 pg/ml;

e Pour une boite ronde (90mm), mettre 2 ml de cette concentration et 18 ml

de Mueller-Hinton.
2.8.3. Lecture:

L’interprétation des résultats peut se traduire, en comparant les boites de Pétri
contenant une gélose Mueller-Hinton simple et celles contenant les géloses

supplémentées de la cloxacilline.

Un résultat  positif est noté lorsque une augmentation des diametres
d'inhibition, d'au moins 8 mm autour des disques de céfotaxime CTX et

céftazidime CAZ, est observé.
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2.9. Testde Hodge (Cuzon et al., 2009; Anderson et al., 2007):
2.9.1. Principe:

Un disque d’imipénéme est appliqué au centre d’une boite de Mueller Hinton (MH)
préalablement ensemencée avec une souche d’Escherichia coli sauvage (ATCC
25922) sensible aux carbapénémes afin d’obtenir une culture confluente et un diamétre

dans la zone de sensibilité autour de I’imipéneme.
2.9.2. Technique:

e Préparer une suspension d’Escherichia coli ATCC 25922 de 10® UFC/ml;

e Ensemencer par écouvillonnage une gélose Mac Conkey;

e Faire une lourde strie de la souche a tester a partir d’un prélévement de quelques
colonies d’une culture sur milieu Mueller Hinton gélosé du centre de la boite vers
la périphérique;

e Sécher les biotes 15 mn;

e Déposer un disque d’imipénéme au centre (a I’extrémité de la strie);

e Incuber 18 Ha 37°C + 1°C.
2.9.3. 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 ATCC 25922 (Figure 7).

Test positif E. coli

P Strie de la souche
Test negatif \: / a tester

Figure 7. Lecture du test de Hodge (Anderson et al., 2007).
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2.10. Test de PEDTA (Aggoune-Khinache et al., 2009; Galani et al., 2008 ):
2.10.1. Principe:

La recherche de la métallo-B-lactamases a été effectuée sur les souches en mettant a
profit la faculté de I’ethylenediamintetraacetic acid (EDTA), chélateur bivalent a
restaurer Dactivité de I’imipénéme en chélatant les ions ZN?" indispensables &
I’activité de la métallo-fB-lactamases en la rendant inactive. Il permet de différencier

entre les métallo-B-lactamases et les autres carbapénémases de classe A ou D.

2.10.2. Technique de DDST (Double-disc synergy tests):

e Préparer des suspensions de la souche a tester a une densité équivalente a 0.5 Mc
Farland et inoculer une boite de Mueller Hinton;

e Placer un disque d’imipénéme (10 ug) ou un disque de céftazidime (30 ug) et un
disque blanc de papier filtre a distance de 10, 15 et 20 mm (centre a centre);

e Ajouter 10 ul de solution d’EDTA 0.5 M au disque blanc;

e Incuber 18 Ha 35°C + 1°C.

2.10.3. Lecture:

Apres I’incubation, la présence d’une zone d’inhibition synergétique est interprétée

positive.
2.10.4. Technique de CDT (The combination disc test):

e Placer 2 disques d’imipénéme (10 ug) et 2 disques de céftazidime (30 ug) sur une
boite de Mueller Hinton inoculée par la souche a tester (0.5 Mc Farland);

o Ajouter 4 ul de solution d’EDTA (0,5 M) a un disque de chaque antibiotique.

2.10.5. Lecture:

Aprés une incubation pendant 18 H a 35°C + 1°C, une différence de diamétre des
zones entre les disques d’imipénéme / imipénéeme + I’EDTA ou de céftazidime /

céftazidime + ’EDTA de plus 7 mm est interprétée comme résultat positive.
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2.11. Transfert des plasmides par conjugaison (Touati, 2006):
2.11.1. Principe:

La conjugaison représente le phénomene de contact physique par lequel les plasmides
peuvent passer d’une cellule donatrice a une autre réceptrice (K 12). La sélection des
transconjugants s’effectue en présence de 2 antibiotiques: I’un correspond a 1’une des

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

2.11.2. Technique:

e Ensemencer la souche réceptrice la K 12 et les souches donatrices en bouillon
BHIB et incuber 18 424 H a 37°C + 1°C;

o Réaliser un mélange donatrice réceptrice dans un rapport 1 : 10;

e Meélanger par inversion;

e Incuber18a24Ha37°C+1°C;

e Ensemencer par strie le mélange sur un milieu de sélection;

o Vérifier la sélectivité des milieux de sélection en ensemencant la souche donatrice
et la souche réceptrice sur la méme boite;

e Incuber 24 Ha37°C £ 1°C.

2.11.3. Preéparation de boites de sélections:

La sélection a été faite sur Mac Conkey (18 ml) additionné de 1 ml de céfotaxime et 1
ml de rifampicine a des concentrations finales de 16 pg/ml et de 256 ug/mi

respectivement.
2.11.4. Lecture:

Analyser les transconjugants en réalisant des antibiogrammes et/ou des CMI.
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2.12. Extraction de ’ADN plasmidique (Kado et Liu, 1981- modifiée):
2.12.1. Principe:

L’extraction a pour but de séparer I’ADN plasmidique de I’ADN de la cellule hote. La
technique la plus répondue comprend une étape de lyse alcaline en présence de
détergent (SDS), au cours de laquelle les deux types d’acide nucléique sont denaturés.
Le pH est ensuite neutralisé rapidement, ce qui aboutit & une forme soluble pour les
plasmides et a un agrégat insoluble pour I’ADN chromosomique, ce dernier incluant
également les protéines dénaturées et le SDS preécipité. Aprés centrifugation, I’ADN
plasmidique contenu dans le surnageant est précipité par I’éthanol et le culot apres

centrifugation repris par le TE ou de I’eau stérile.
2.12.2. Technique:

e Réaliser une culture bactérienne dans 3 ml de LB et incuber 24 Ha 37° C + 1°C;
e Centrifuger la culture a 14000 rpm pendant 2 mn a 4° C;

e Eliminer le surnageant et sécher le culot;

e Re-suspendre le culot dans 100 pl de TE;

e Bien vortexer;

e Ajouter 200 pl de solution de lyse;

e Meélanger par inversion 5 al0 fois;

e Incuber a 55° C pendant 1 H en agitant de temps a ’autre;

e Ajouter 600 pl de phénol- chloroforme- isoamylalcool (25/24/1);

e Meélanger par inversion 5 a 10 fois;

e Centrifuger a 14000 rpm pendant 15 mn a 4° C;

e Récupérer delicatement la phase aqueuse dans un nouveau microtube;
e Ajouter 300 pl d’acétate de sodium 3 M pH 4,8;

e Melanger par inversion 5 a 10 fois;

e Centrifuger a 14000 rpm pendant 10 mn a 4° C;

e Récupérer le surnageant dans un nouveau microtube;

e Ajouter 1 ml d’éthanol absolue a -20° C;
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e Precipiter 30 mn a -20° C;

e Centrifuger a 14000 rpm pendant 10 mn a 4° C;

e Laver le culot avec 500 ul d’éthanol 70% a température ambiante;
e Centrifuger a 14000 rpm pendant 5 mn a 4° C;

e Eliminer le surnageant et bien sécher le culot;

e Re-suspendre le culot dans 40 ul de TE.

2.13. Electrophorése sur gel d’agarose (Sambrook et Russel, 2001):
2.13.1. Principe:

L'électrophorése sur gel d'agarose est la méthode de choix pour la séparation, la
purification et 1'identification des fragments d'ADN et d'ARN. Sous I'influence d’un
courant électrique, les acides nucléiques chargés négativement se déplacent a travers le
gel d’agarose vers la borne positive (1'anode). Les molécules seront séparées dans le

gel d au fait qu’elles ne migrent pas toutes a la méme vitesse.
2.13.2. Technique:

Préparation du gel d’agarose:

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

o Refroidir la solution a 55°C dans un bain marie, puis couler le gel dans un moule
dont les 2 extrémites ont été préalablement fermées par du ruban adhésif;

o Déposer un peigne dans le gel afin de réaliser des puits;

e Laisser solidifier;

e Retirer le peigne du gel et le ruban adhésif du moule;

o Placer le moule avec le gel dans la cuve d’électrophoreése;

e 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).
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Ensemencement:

Reépartir dans des tubes eppendorfs 40 ul de chaque solution d’ADN;
Ajouter 10 ul de tampon de charge;
Mélanger a ’aide d’une micropipette puis transférer les 25 pl des mélanges dans

les puits du gel.
Migration:

Brancher le générateur apres avoir raccorde la cuve;

Appliquer un voltage de 90 volts pendant 4 H.
Révélation:

Colorer le gel en I’'immergeant dans une solution de TBE 1X contenant du BET a
une concentration de 0,5 ug/ml pendant 30 a 45 mn a température ambiante;

Placer le gel dans un transilluminateur.
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1. Préléevements:

Durant la période d’étude allant d’octobre 2009 a mai 2010, 250 prélevements
(patient et environnement) ont été effectués a partir de différents services. 85
prélévements ont été réalisés au niveau du service de réanimation, 70 au niveau du

service de chirurgie et 95 a partir des autres services (tableau 3).

Parmi les 250 prélevements, 171 sont issus de 146 patients a partir de différents
sites, dont 91 a partir de plaies, 24 de sonde urinaire, 21 d’aspiration trachéale, 10
d’escarre et 25 prélévements divers. Tandis que 79 prélévements ont éte effectués a

partir de I’environnement hospitalier.

Tableau 3. Répartition des préléevements selon les services et les sites de prélévement.

Nombre de prélevements
_ Patients
Services
Sonde Environnement | Total
Plaie | Divers _ | Trachéal | Escarre
urinaire
Réanimation 3 9 23 20 1 29 85
Chirurgie 51 5 0 0 0 14 70
Traumatologie 10 0 0 0 0 15 25
UMC 13 1 1 1 0 2 18
MI 2 0 0 0 9 3 14
Neurochirurgie 2 3 0 0 0 9 14
ORL 7 4 0 0 0 0 11
Divers 3 3 0 0 0 7 13
Total 91 25 24 21 10 79 250
UMC: Urgence Meédicale et Chirurgicale, MI: Médecine Interne, ORL: Oto-rhino-

laryngologie
Divers prélévement: Drain, sonde gastrique, valve cérébrale, liquide céphalo-rachidien.
Divers services: Néphrologie, Pédiatrie, Dermatologie, Urologie, Endocrinologie, Infectieux,

Chirurgie infantile.
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2. ldentification de souches:

140 entérobactéries ont été identifiées, parmi un total de 240 bacilles a Gram
négatif, avec une fréquence d’isolement de 56% (140/250). Ainsi 120 souches ont été
isolées a partir de patients avec 70.2% (120/171) et 20 souches a partir de
I’environnement Soit 25.3% (20/79).

L’analyse des espéces identifiées par rapport a I’ensemble des souches
d’entérobactéries isolées, a montré une prédominance d’Escherichia coli avec 52
souches soit 37.1%, suivie de Klebsiella pneumoniae avec 30 souches (21.4%), de
Proteus spp. avec 27 souches (19.3%) et d’Enterobacter cloacae avec 26 souches
(18.6%). Les différentes espéces de Proteus sont représentées par Proteus mirabilis

avec 19 souches, Proteus vulgaris (7 souches) et Proteus pinneri (une souche).

Les autres entérobactéries viennent en derniére position avec 5 isolats soit 3.6% et
qui correspond a Citrobacter freundii, Morganella morganii, Providencia stuartii,

Shigella sonnei et Salmonella spp.

3,6%

® Escherichia coli

m Klebsiella pneumoniae
Proteus spp.

® Enterobacter cloacae

m Divers

21,4%

Figure 8. Répartition de I’ensemble des especes d’entérobactéries isolées.
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Figure 9. Identification des principales espéces par galerie API 20E et ID 32E.
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2.1. Répartition des entérobactéries en fonction des services:

Au niveau du service de réanimation, 39 souches d’entérobactéries (27.8%) ont été
isolées, dont 41% proviennent de prélévements trachéaux et de sondes urinaires. 37
souches (26.4%) ont été collectées au niveau du service de chirurgie et 64 souches
(45.7%) ont été isolées a partir de divers services, essentiellement de plaies

chirurgicales.

L’étude de la distribution des souches d’entérobactéries identifiées est variable
selon les services. En effet, au niveau de la réanimation, Escherichia coli et Klebsiella
pneumoniae occupent la premiere place avec 33.3%, suivie d’Enterobacter cloacae
(20.5%) et de Proteus spp. (10.3%).

2,6%

® Escherichia coli

m Klebsiella pneumoniae
10,3% Proteus spp.

® Enterobacter cloacae

m Divers

33,3%

Figure 10. Répartition des entérobactéries au niveau du service de réanimation.
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Dans le service de chirurgie, Escherichia coli est I’espéce majoritaire (32.4%)
suivie de Proteus spp. avec un taux de 29.7%, celui-ci étant plus élevé que celui
obtenu au niveau des autres services, suivie enfin de Klebsiella pneumoniae (21.6%) et

d’Enterobacter cloacae (13.5%).

2,7%

13,5%

m Escherichia coli

m Klebsiella pneumoniae
Proteus spp.

® Enterobacter cloacae

m Divers

21,6%

Figure 11. Répartition des entérobactéries au niveau du service de chirurgie.

Pour le reste des services, Escherichia coli est encore 1’espéce dominante avec un
taux de 42.2%, suivie cette fois d’Enterobacter cloacae avec 20.3%, de Proteus spp.
(18.7%) et de Klebsiella pneumoniae (14%).

4,7%

42.2% ® Escherichia coli

m Klebsiella pneumoniae
Proteus spp.

® Enterobacter cloacae

m Divers

14%

Figure 12. Répartition des entérobactéries au niveau des autres services.
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2.2. Répartition des entérobactéries en fonction des sites de prélévement:

La distribution des espéces isolées en fonction des sites de prélevement révele
qu’Escherichia coli occupe la 1% place parmi les entérobactéries pour les
prélevements de sondes urinaires, d’escarres et de plaies chirurgicales avec
respectivement des taux de 61.1% (11/18), 54.5% (6/11) et 34.8% (23/66).

A noter que les souches de Proteus spp. prédominent dans les prélévements de plaie

chirurgicale par rapport aux autres sites, soit 70.4% (19/27).

11,1% 0%

® Escherichia coli
m Klebsiella pneumoniae
Proteus spp.

[0)
61.1% | w Enterobacter cloacae

m Divers

Figure 13. Répartition des entérobactéries au niveau des sondes urinaires.

® Escherichia coli

m Klebsiella pneumoniae
28.8% Proteus spp.

® Enterobacter cloacae

m Divers

19,7%

Figure 14. Répartition des entérobactéries au niveau des plaies chirurgicales.
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A T’inverse, les sondes trachéales sont beaucoup plus colonisées par les souches de

Klebsiella pneumoniae avec un taux d’isolement de 50 % (8/16).

0% 12,5%

m Escherichia coli
m Klebsiella pneumoniae
Proteus spp.

® Enterobacter cloacae

m Divers

Figure 15. Répartition des entérobactéries au niveau des prélevements trachéaux.

Enfin, pour I’environnement de 1’hopital de Sidi Bel Abbes, c’est Enterobacter

cloacae qui predomine avec un taux de 45% (9/20).

5%

45%

10%

® Escherichia coli

m Klebsiella pneumoniae
Proteus spp.

® Enterobacter cloacae

m Divers

Figure 16. Répartition des entérobactéries au niveau des prélevements de

I’environnement.
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3. Reésistance des entérobactéries aux antibiotiques:

Toutes les souches ont été testées vis-a-vis de 27 molécules d’antibiotiques
appartenant a 5 familles différentes dont 18 B-lactamines, 4 aminosides, 3 quinolones,

la colistine et le triméthoprime/sulfamethoxasole.

Les résultats, illustrés par 1’annexe 9, ont fait ressortir 1’émergence des souches
résistantes a la majorité des antibiotiques testés sauf pour le latamoxef, I’'imipéneme et

I’amikacine soit 93.6%, 95.7% et 96.4% respectivement des souches sensibles.

Les souches d’entérobactéries ont montré une resistance a de nombreuses B-
lactamines. Les taux de résistances étaient les suivants: ampicilline (85%),
amoxicilline (86.4%), amoxicilline/acide clavulanique (76.4%), ticarcilline (77.8%),
ticarcilline/acide clavulanique (65%), pipéracilline (58.6%), pipéracilline/tazobactam
(20.7%), céfalotine (62.8%), cefuroxime (58.6%), cefoxitine (29.3%), ceftriaxone
(44.3%), céfotaxime (44.3%), ceftazidime (47.1%), aztréonam (39.3%), céfépime
(38.6%), et cefpirome (42%).
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FEP
CPO

Antibiotiques

Figure 17. Pourcentage de résistance des entérobacteries aux -lactamines.
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Pour les aminosides, le taux le plus important a été observé pour la tobramycine
(42.1%) suivi de la gentamicine (38.6%) et de la kanamycine (35%).

En ce qui concerne les fluoroquinolones (quinolone de 2°™ génération), les taux de
résistance étaient de 41.4 % pour 1’ofloxacine et 33.6% pour la ciprofloxacine. Par
contre I’acide nalidixique (quinolone de 1% génération) est toutefois moins efficace

avec 46.4% de souches résistantes.

Une activité importante a été remarquée vis-a-vis de la colistine, soit 24.3%, en
tenant compte que cette molécule est totalement inactive sur les espéces de Proteus
(Cattoir, 2006). Alors qu’une activité faible a été observée vis-a-vis du

triméthoprime/sulfaméthoxazole avec un taux de 60%.

60 -
50 A
40 -
30 A
20 A
10 A

% (R+I)

™ GM AN K NA OFX CIP CS  SXT

Antibiotiques

Figure 18. Pourcentage de résistance des entérobacteries aux autres classes

d’antibiotique.

Au sein des services, 1’analyse globale des résultats d’antibiogramme a montré une
différence de taux de résistance. En effet pour la majorité des antibiotiques, les taux de
résistance sont plus importants au niveau de la réanimation par rapport aux autres
services. Cependant, on note que les taux de résistance pour la céfuroxime et la
colistine sont plus élevés au niveau de la chirurgie, cela est en rapport avec le nombre

de souches Proteus spp. isolés au niveau de ce service. Ainsi pour la céfoxitine et
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I’amikacine ou on trouve une augmentation des taux de résistance au niveau des autres

services par rapport a la réanimation et a la chirurgie (figure 19 et 20).

100 +

aL: B Réanimation
=1
S ® Chirurgie

= Autres

Antibiotiques

Figure 19. Pourcentage de résistance des entérobactéries aux p-lactamines au niveau

de la réanimation, de la chirurgie et des autres services.

B Réanimation

% (R+1)

® Chirurgie
= Autres
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Antibiotiques

Figure 20. Pourcentage de résistance des entérobactéries aux autres antibiotiques au

niveau de la réanimation, de la chirurgie et des autres services.

60




Résultats et Interpreétation
AN

3.1. Résistance d’Escherichia coli:

L’analyse du profil de la résistance des souches d’Escherichia coli montre une
augmentation des taux de résistance pour les pénicillines avec un pourcentage de
71.1% pour ’ampicilline, de 78.8% pour 1’amoxicilline, de 80.8% pour la ticarcilline
et de 53.8% pour la pipéracilline. Une bonne récupération de I’association de la
pipéracilline avec le tazobactam avec 94.2% de souches sensibles. Une résistance
diminuée vis-a-vis I’aztréonam avec 17.3% et les céphalosporines avec 36.5% pour la
céfalotine, 40.4% pour la céfuroxime, 21.1% pour la ceftriaxone, 21.1% pour le
cefotaxime, 25% pour la ceftazidime, 17.3% pour le céfépime, et 16.7% pour le

cefpirome.

Des faibles taux de résistance ont été obtenus pour la tobramycine (21.1%), la
gentamicine (17.3%), la kanamycine (17.2%), I’acide nalidixique (34.6%),
I’ofloxacine (30.8%) et la ciprofloxacine (25%). Alors qu’un taux de resistance
moyen a eté obtenu pour le triméthoprime/sulfaméthoxazole soit 53.8%. Une bonne
activité a été marquée pour I’amikacine et le latamoxef avec 98.1% et pour la colistine
et la céfoxitine avec 96.2% de souches sensibles. L’imipénéme reste 1’antibiotique de

choix qui inhibe la croissance de toutes les souches d’Escherichia coli isolées.
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Figure 21. Pourcentage de résistance d’Escherichia coli aux antibiotiques.

61




Résultats et Interpreétation
AN

3.2. Résistance de Klebsiella pneumoniae:

L’étude de la résistance des souches de Klebsiella pneumoniae révéle des taux de
résistance trés élevés pour I’ampicilline (100%), I’amoxicilline (100%),
I’amoxicilline/acide clavulanique (90%), la ticarcilline (100%), la ticarcilline/acide
clavulanique (93.3%), la pipéracilline (90%), la pipéracilline/tazobactam (46.7%), la
céfalotine (83.3%), la céfuroxime (83.3%), la ceftriaxone (86.7%), le céfotaxime
(80%), la ceftazidime (80%), I’aztréonam (73.3%), le céfépime (80%) et le cefpirome
(80%).

Pour les aminosides, le taux le plus important a été observé pour la gentamicine
(86.7%), suivi de la tobramycine (83.3%) et de la kanamycine (65%). En ce qui
concerne les quinolones, les taux de résistance étaient les suivants: 66.7% pour I’acide
nalidixique et 63.3% pour L’ofloxacine et la ciprofloxacine. Notons également un

taux de résistance important pour le triméthoprime/sulfaméthoxazole avec 83.3%.

En revanche une bonne activité du latamoxef, du céfoxitine et de I’amikacine a été
remarquée avec respectivement 96.7%, 90% et 86.7% de souches sensibles. Aucune
résistance n’a été observée pour I’imipénéme et la colistine avec 100% de souches

sensibles.
3.3. Résistance de Proteus spp.:

Selon les figures 22 et 23, chez Proteus spp., on rapporte géneralement une
diminution des taux de résistance aux antibiotiques par rapport aux souches de
Klebsiella pneumoniae: ampicilline (77.8%), amoxicilline (70.4%), amoxicilline/acide
clavulanique (55.5%), ticarcilline (63%), ticarcilline/acide clavulanique (37%),
pipéracilline (37%), pipéracilline/tazobactam (7.4%), céfalotine (51.8%), céfuroxime
(63%), cefoxitine (29.6%), ceftriaxone (25.9%), céfotaxime (33.3%), ceftazidime
(37%), aztréonam (22.2%), cefépime (18.5%), cefpirome (18.5%), tobramycine
(22.2%), gentamicine (18.5%), kanamycine (33.3%), acide nalidixique (33.3%),
ofloxacine (29.6%), ciprofloxacine (22.2%) et triméthoprime/sulfaméthoxazole
(51.8%).
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L'amikacine et le latamoxef présentent une bonne activité sur les souches de
Proteus avec une sensibilité totale, contrairement a la colistine qui reste inactive avec
une résistance totale (100%) due a une résistance naturelle des souches a cet

antibiotique.

Notons également une légére augmentation du taux de résistance a | imipéneme

Jusqu’a 11.1%.
3.4. Résistance d’Enterobacter cloacae:

Les souches identifiée d’Enterobacter cloacae présentent une résistance importante
vis-a-vis de I’ampicilline (100%), I’amoxicilline (100%), 1’amoxicilline/acide
clavulanique (100%), la ticarcilline (65.4%), la ticarcilline/acide clavulanique (73%),
la pipéracilline (57.7%), la cefalotine (100%), la céfuroxime (69.2%), la cefoxitine
(100%), la ceftriaxone (65.4%), le céfotaxime (65.4%), la ceftazidime (65.4%),
I’aztréonam (65.4%), le céfépime (57.7%), le cefpirome (50%), la tobramycine
(57.7%), la gentamicine (53.8%), I’acide nalidixique (61.5%), 1’ofloxacine (46.1%)

et le triméthoprime/sulfaméthoxazole (57.7%).

Les taux de résistance les plus faibles pour cette espece sont observés avec 37.5%
pour la kanamycine, 34.6% pour la pipéracilline/tazobactam et la ciprofloxacine,
26.9% pour le latamoxef et 11.5% pour la colistine et I’'imipénéme. Pour | imipénéme,
on note aussi une légere augmentation du taux de résistance semblable a celle observée

pour les souches de Proteus

L’amikacine reste I’antibiotique le plus actif sur les souches d’Enterobacter cloacae

avec une sensibilité totale.
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Figure 22. Pourcentage de résistance de Klebsiella pneumoniae (A), Proteus spp. (B)

et Enterobacter cloacae (C) aux -lactamines.
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Figure 23. Pourcentage de résistance de Klebsiella pneumoniae (A), Proteus

spp. (B) et Enterobacter cloacae (C) aux autres antibiotiques.
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4. Phénotypes de résistance:

Le comportement des entérobactéries vis-a-vis des B-lactamines nous a permis de

classer, selon Vedel (1998), les souches en fonction de leur phénotype de résistance.

L’analyse phénotypique des espéces d’entérobactéries est en faveur d’une
production de B-lactamase a spectre étendu (BLSE) soit (37.1%), dont 24 souches de
Klebsiella pneumoniae, 15 souches d’Enterobacter cloacae, 8 souches d’Escherichia
coli et 5 souches de Proteus spp. Parmi ces souches, 20 souches (14.3%), dont 9
Klebsiella pneumoniae, 5 Escherichia coli et Enterobacter cloacae et 1 Proteus spp.,

produisent également une céphalosporinase associée.

Le phénotype céphalosporinase hyperproduite seul est manifesté chez 6 souches soit
4.3%. La production de pénicillinase a été trouvée chez 35 souches avec 25%,
majoritairement observée chez Escherichia coli avec 23 souches. Le reste des souches
(33.6%) dont 20 Escherichia coli, 13 Proteus spp., 9 Enterobacter cloacae et 3

Klebsiella pneumoniae ont présenté le phénotype sauvage.

= BLSE

® BLSE+CASE
CASE

14,3% mpASE

B Souches sauvages

25%

Figure 24. Phénotypes de résistance des entérobactéries aux [3-lactamines.
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résistance aux p-lactamines.

Antibiotique en poudre
Phénotype PIP TZP IMP FOX CTX CAZ ATM FEP
<8->16 <8->16 <2->8 <8->32 <1->2 <1->8 <1->8 <1->8
BLSE 32->512 2-16 0,25-4  <1-512  32->512  2-512  <05-512 2->512
BLSE+CASE | 512->512  4-16 0,25-4 4-256 64-512 8-512 2-512 2->512
CASE 2-8 1 05-4  <1-->512  4-512 2-16 <1-8 <0,5-1

Au sein des services, la répartition des phénotypes de résistance montre une nette

différence. En effet, au niveau des services de réanimation et de chirurgie, le taux

d’isolement des souches présentant le phénotype BLSE est plus important par rapport

aux autres phénotypes avec 48.7% et 37.8% respectivement. Alors qu’au niveau des

autres services, c’est les souches sauvages qui prédominent soit 42.2%.
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Figure 25. La répartition des phénotypes de résistance en fonction des services.
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La présence de phénotype BLSE a été confirmée par des images de synergie

caractéristiques entre ’acide clavulanique et les céphalosporines de 3°™ génération

et/ou I’aztréonam (figure 26).

Synergie

Figure 26. Phénotype BLSE.

Dans certains cas, la forte resistance aux p-lactamines, due a I’hyperproduction de
céphalosporinase, masque les images de synergie indicatrices de phénotype BLSE. Un
antibiogramme en présence d’une concentration définie de cloxacilline est nécessaire
pour vérifier 1’association des 2 mécanismes (BLSE avec céphalosporinase) (figure
27).

Figure 27. Phénotype BLSE+CASE.

A: antibiogramme sans cloxacilline; B: antibiogramme avec cloxacilline a 250ug/ml
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Par contre, I’absence des images de synergie et la restauration de 1’activité des

céphalosporines de 3*™ génération, en présence de cloxacilline, est en faveur d’une

hyperproduction de céphalosporinase seule (figure 28)

Figure 28. Phénotype CASE.

A: antibiogramme sans cloxacilline; B: antibiogramme avec cloxacilline a 250ug/ml

Pour les souches présentant le pheénotype pénicillinase, 1’acide clavulanique ne
restaure que partiellement ’activité de I’amoxicilline et de la ticarcilline. Alors que
I’association du tazobactam avec la pipéracilline permet une bonne récupération de

’activité de I’antibiotique soit 88.6% de bactéries sensibles (figure 29).

Pipeéracilline
Synergie

Ticarcilline

Pipéracilline/tazobactam

Ticarcilline/ac.clavulanique

Figure 29. Phénotype PASE.

68




Résultats et Interpreétation
AN

La majorité¢ des entérobactéries étaient sensibles a I’imipénéme, indiquant sa place
en premier choix dans le traitement des infections séveéres a bactéries multirésistantes.
Quoique, dans cette étude, certaines souches (6 souches), dont 3 Enterobacter cloacae
et 3 Proteus spp. ont présenté une résistance intermédiaire avec des valeurs de CMI de
4 ug/ml vis-a-vis de I’imipénéme.

Pour cela des tests de Hodge et de 'EDTA ont été réalisés afin de détecter
d’éventuelle production de carbapénémases. Pour le test de Hodge cette méthode, bien
que facile a réaliser, ne préjuge en rien de I’identification de la B-lactamase en cause.
En outre, le test est parfois difficile a interpréter (Cuzon et al., 2009). Alors que pour

le test de P’EDTA, aucune image de synergie n’a été détectée pour les souches testées.

Figure 31. Test de ’EDTA pour la VIM (A) et la souche S.Ec.14 (B).
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5. Résistances associées des entérobactéries:

Pour les souches produisant une BLSE ou une BLSE+CASE, en dehors de
I’amikacine la molécule la plus active, les autres aminosides présentent un fort risque
d’échec thérapeutique. L’association triméthoprime/sulfaméthoxazole et les

quinolones présentent également un taux de résistance considérable.

En revanche pour les souches qui produisent une céphalosporinase ou une
pénicillinase, les aminosides sont modéréement affectés alors que les quinolones
présentent une efficacité limitée avec prés d’une souche résistante sur 2. L’amikacine

reste la molécule de référence avec une sensibilité totale.

Tableau 5. Résistances associées des entérobactéries en fonction des phénotypes de

résistance aux p-lactamines.

] Nombre Nombre de souches résistantes (%)
Phénotype o

) | tMm oM AN K NA OFX CIP CS SXT

Bl SE 32 30 3l 2 15 23 21 17 6 30
22,8) | 937) (968) (62) (652) (7L8) (656) (531) (187) (93.7)

20 19 18 7 13 12 1 18
BLSE+CASE | 143) | 95 (0) @9 (636) 65 (60) (60) 219 (ag)
CASE 6 (4,3) (1;7) (161,7) 0(0) 0(0) 3(50) 3(50) 3(50) 3(50) (3;3)

6 4 11 19 17 1 9 29
PASE 3525 | a7y e %O 23 (543 (486) (314) (257) (828)

47 7 5 4 14 5
Sauvage (33.6) 36,4 0@ 0() 0() (149) (10.6) (85) (29.8) (10,6)

Tableau 6. Intervalles de CMI (ug/ml) observés en fonction des phénotypes de

résistance.
Antibiotique en poudre
Phénotype ™ GN AN CIP RIF
<2->4 <2->4 <8->16 <0,5->1 <4- >16
BLSE 2->512 2- >512 <0,5->512  <0,125- 64 2- 512
BLSE+CASE 2- >512 <0,5- > 512 <0,5->512 <0,125->128 2- 512
CASE <0,25- 2 <0,5- 4 <0,5- 8 <0,125- 2 4-32
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6. Conjugaison bactérienne:

A fin de déterminer le support génétique de la résistance aux antibiotiques, des
expériences de conjugaison ont été réalisées entre la souche de référence Escherichia
coli résistante a la rifampicine (K12 Rif R) et 29 souches d’entérobactéries dont 13
BLSE+CASE, 10 BLSE et 6 CASE. 18 souches sur les 29 souches soumises au test
de conjugaison ont transféré une partie de leurs caractéres de résistance a la souche
réceptrice, soit 62.1%. Les transconjugants ont été sélectionnés sur gélose Mac
Conkey contenant du cefotaxime et de la rifampicine a des concentrations finales de

16 pg/ml et de 256 ug/ml respectivement.

L’analyse des profils d’antibiorésistance des transconjugants par la méthode de
diffusion en milieu solide a montré le transfert de la résistance aux B-lactamines, aux
aminosides et au triméthoprime/sulfaméthoxazole pour la majorité des souches.
Par contre pour les quinolones, le transfert de la résistance est constaté chez seulement

quelques souches.

Pour toutes les souches présentant le phénotype BLSE, des images de synergie,
indicatrice de ce phénotype, ont été observées chez leurs transconjugants qui

confirment le support plasmidique de cette résistance (figure 32).

Figure 32. Transfert de phénotype BLSE: (A) la souche réceptrice K12 Rif R, (B) la

souche donatrice et (C) son transconjugant.
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Parmi les souches ayant présenté le phénotype BLSE+CASE, certaines ont transféré
aussi bien le phénotype BLSE que le phénotype céphalosporinase. Le transfert de
genes AmpC aux plasmides a donné lieu a leur diffusion parmi les entérobactéries, et
par conséquence que les B-lactamases codés par les AmpC sont maintenant présentes
dans les souches de Klebsiella spp., Escherichia coli, Proteus mirabilis et Salmonella
spp., dont la sensibilité réduite & la céfoxitine peut étre un indicateur de I’activité de
I’AmpC (Tan et al., 2009). La nature plasmidique transférée chez les transconjugants
a eté confirmée par une augmentation de la concentration minimale inhibitrice de la

cefoxitine jusqu’au 32ug/ml (figure 33).

= [F0oXx

Figure 33. Transfert de phénotype BLSE+CASE: (A) la souche réceptrice K12 Rif R,

(B) la souche donatrice et (C) son transconjugant.

Par contre certaines souches présentant le phénotype BLSE+CASE, seul le
phénotype BLSE a été transféré (figure 34), le plus souvent, ce cas caractérise les
espéces qui produisent une B-lactamases de type AmpC chromosomique (Choi et al.,
2008).
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Figure 34. Transfert de phénotype BLSE chez les souches présentant le phénotype
BLSE+CASE: (A) la souche réceptrice K12 Rif R, (B) la souche donatrice et (C) son

transconjugant.

Ainsi aucun transfert n’a été observé chez les souches S.E.15, S.Pm.9, S.Pm.12,
S.Pv.4, S.Ec.4 et S.Ec.11 qui présentent le phénotype céphalosporinase seul.

Tableau 7. Intervalles de CMI (ug/ml) observés en fonction des phénotypes de

résistance aux -lactamines des transconjugants.

Antibiotique en poudre

Phénotype | FOX CTX CAZ ATM FEP TM GN CIP RIF

<8->32 <1->2 <1->8 <1->8 <1->8 <2->4 <£2->4 <05->1 <4->16

BLSE 2-4 16->512 0.5-512  16-256 4-16 2-256 4->512 <0,125-2 >512

BLSE+CASE 2-32 16-512 0.5-32 8-16 1-8 <0,5-16 <0,5-32  <0,125-2 >512
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7. Extraction et visualisation des plasmides:

L’analyse du contenu plasmidique de 8 souches d’entérobactéries (2 souches de
chaque espece) ainsi que de leurs transconjugants respectifs a permis de visualiser la
taille et le nombre de plasmides hébergés par ces souches. La taille des plasmides a été
estimée par comparaison avec des plasmides de taille connue de la souche Escherichia
coli V 517. La plupart des souches contiennent 1 a 2 plasmides de taille supérieure a
55 Kb. Les 2 souches de Klebsiella pneumoniae comportent 3 et 5 plasmides et les 2

souches d’Enterobacter cloacae comportent 3 et 4 plasmides de taille inférieure.

Klebsiella pneumoniae Proteus spp.
Escherichia coli l Enterobacter cloacae l
A A
4 AW 4 \Y4 AY4 \

1 2 3 4 5 6 7 8 910 1112 13 14 1516 17 18

55 kb

7,56 Kb

5.8 Kb

5,35 Kb
4,1 Kb

3.15Kb
2,8 Kb

2,2 Kb

Figure 35. Profils plasmidiques des 4 espéces d’entérobactéries et de leurs

transconjugants.

(1: V.517); (2: S.E.2); (3: Tc.E.2); (4: S.E.47); (5: Tc.E.47); (6: S.Kp.18); (7: Tc.Kp.18);
(8: S.Kp.21); (9: Tc.Kp.21); (10: S.Ec.12); (11: Tc.Ec.12); (12: S.Ec.14); (13: Tc.Ec.14);
(14: S.Pm.2); (15: Tc.Pm.2); (16: S.Pm.3); (17: Tc.Pm.3); (18: V.517).
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L’hopital ou a eu lieu notre étude est le centre hospitalo-universitaire Hassani
Abdelkader de Sidi Bel Abbes, contenant 639 lits, accueillant des enfants et des
adultes, avec 23 services d’hospitalisation et 7 services d’exploration. Cette étude a
permis d’évaluer I’activité antibactérienne des antibiotiques sur les entérobactéries.
Entre octobre 2009 et mai 2010, 240 bacilles a Gram négatif ont été isolés a partir de
différents services. Les entérobactéries dominent dans notre étude avec une fréguence
d’isolement de 56% (140 souches) par rapport a 40% des bacilles a Gram négatif
(BGN) non fermentants (Sefraoui, 2010). Ces résultats concordent bien avec ceux
obtenus au Maroc (Elouennass, 2008), en France (Zogheib et Dupont, 2005) et au
Cameroun (Gangoué Piéboji et al., 2004). Dans notre étude, les entérobactéries ont
été retrouvées dans tous les types de services. Cependant, certaines spécialités sont
apparues plus concernées dont la réanimation et la chirurgie avec 27.8% et 26.4%

respectivement.

Dans I’ensemble des entérobactéries isolées, Escherichia coli reste I’espéce la plus
fréquente (37.1%), suivie par Klebsiella pneumoniae (21.4%), comme cela été
rapporté par plusieurs études (Messai et al., 2007; Nadmia et al., 2010). Alors que,
Proteus spp. et Enterobacter cloacae occupent la derniere place avec des taux
d’isolement pratiquement identiques soit 19.3% et 18.6% respectivement. Le méme
classement a été rapporté par Nijssen et al. (2004) mais avec des pourcentages de

2.9% pour Enterobacter cloacae et de 2.2% pour Proteus mirabilis.

Aussi, ces especes sont réparties differemment selon les services et les sites de
prélevement. L’infection urinaire est une pathologie fréquente en pratique quotidienne.
L’espéce bactérienne principale impliquée dans cette infection est Escherichia coli
puisqu’elle représente 50 a 80% des agents en cause (Farrell et al., 2003; Matute et
al., 2004; Zhanel et al., 2006; Bouzenoune, 2009). Ceci correspond aux résultats
obtenus dans notre étude avec un taux de 61.1%. Cela est en rapport avec la
physiopathologie de I’infection urinaire qui est en genéral ascendante, et il existe une
forte colonisation du périnée par les entérobactéries d’origine digestive, et en

particulier Escherichia coli. A cela s’ajoutent des facteurs spécifiques
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d’uropathogénicité. Ainsi, Escherichia coli possede des adhésines, capables de lier la
bactérie a 1’épithélium urinaire et d’empécher son élimination. Klebsiella et Proteus
sécretent une uréase qui alcalinise I’'urine dont le pH, naturellement acide, empéche la
prolifération des germes (Sekhsokh, 2008). En effet, Klebsiella pneumoniae est
beaucoup plus isolée a partir des voies respiratoires (50 %) et eclle est 1’agent
responsable de pneumonies (Paterson, 2006). A noter également que les souches de
Proteus spp. sont essentiellement isolées des prélévements de plaies chirurgicales soit
70.4%, ces espéeces se comportent souvent comme des pathogénes opportunistes. Elles
sont alors impliquées dans des pathologies infectieuses, notamment chez les individus
hospitalisés (unités de geriatrie, de psychiatrie, de soins intensifs), immunodéprimes,
sondés, paraplégiques ou ayant des anomalies des voies urinaires. Ces infections sont
associées aux trois espéces principales: Proteus vulgaris, Proteus mirabilis et Proteus
penneri. Toutefois, Proteus mirabilis est ’espéce la plus communément isolée des
prélévements cliniques. Cela peut s’expliquer par son taux éleve de portage (25%)
dans le tube digestif de ’homme (Mahamat et al., 2006). Enfin, on observe une
prédominance des Enterobacter cloacae au niveau de I’environnement du CHU de
Sidi Bel Abbes, avec un taux de 45%.

Les niveaux des résistances bactériennes varient d’un pays a I’autre et d’une année a
I’autre. Aussi, la connaissance de la situation locale et de son évolution sont
nécessaires pour le choix de 1’antibiothérapie de premiére intention (El Bakkouri et
al., 2009). En effet, nos reésultats montrent un taux de résistance considérable a la
majorité des antibiotiques testés. Les entérobactéries résistantes aux céphalosporines
de 3°™ génération (C3G) occupent une place importante dans les infections
nosocomiales, notamment en milieu de réanimation. Ces bactéries deviennent de plus
en plus résistantes aux antibiotiques et commencent a franchir les limites de 1’hopital
pour émerger dans la communauté. La dissémination de ces bactéries présente une
menace grave qui met en cause la validité de I’arsenal antibiotique actuellement
disponible, d’autant plus qu’aucune classe nouvelle d’antibiotique n’est attendue dans
les prochaines années (Mkaouar, 2008). L’étude de la sensibilité des entérobactéries

aux C3G, montrait des taux de résistances acquises moyenne a 1’hdpital. Les niveaux
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de resistance étant considérés inférieurs a ceux observés au CHU de Tlemcen (Ayad,
2010), sont en revanche plus élevés que ceux rapportés en Algérie (Amazian et al.,
2006), en Tunisie (Boutiba et al., 2004), en Australie, en France, en Argentine
(Navon-Venezia et al., 2003; Masterton et Turner, 2006) et dans certains pays
asiatiques (Inde et Chine) (Hirakata et al., 2005).

Depuis plus de 20 ans, la résistance des entérobactéries aux céphalosporines de 3°™
génération (C3G) ne cesse de se renforcer notamment par I’acquisition de [3-
lactamases a spectre élargi (BLSE) (Belmonte et al., 2010). Ainsi 37.1% des souches
étudiées sont productrices de pB-lactamases a spectre étendu (BLSE). Cette valeur est
nettement inférieure a celle retrouvée a Tlemcen (Ayad, 2010) (67%), se rapproche de
celle obtenue en Tunisie (30.8 %) (Messai et al., 2007) et en Egypte (38.5%) mais
supérieure a celle rapportée en France (5.2%), en Allemagne (2.6%) et en Hollande
(2%) (Ho et al., 2000; Bouchillon et al., 2004). Aussi, La coexistence des différentes
B-lactamases dans une méme bactérie peut poser un probléme de diagnostic et de
thérapeutique. Ces associations conduisent a une co-sélection des genes de résistance
et au scénario de pandémie a 1’hopital et en communaute (Chen et al., 2007; Meradi
et al., 2009). Cependant, on note que le nombre des souches productrices de BLSE est
plus important chez Klebsiella pneumoniae avec 80% qui correspond aux résultats
obtenus par Sekhsokh (2008) et par Edelstein et al. (2003). Enterobacter cloacae
arrive en 2°™ place avec 57.7%. Ce taux est supérieur a celui rapporté en France par
Belmonte et al. (2010) (39%) et par Doit et al. (2010) (18%). Notons également un
taux de production de BLSE de 18.5% pour les souches de Proteus spp. plus élevé par
rapport aux résultats obtenus aux Etats-Unis (9.5 %) (Saurina et al., 2000), en Italie
(8.8 2 10 %) (Pagani et al., 2002) et en France (10.2%) (Mahamat et al., 2006). Les
résultats révelent une faible fréquence du phenotype BLSE chez Escherichia coli
(15.4%) contrairement a plusieurs études réalisées par Leotard et Negrin (2010) et
Holstein et al. (2010). Le taux de production de peénicillinase acquise de haut niveau
est de 25% dont prés de 11.4 % n’étaient pas récupérées par le tazobactam et le

phénotype sauvage a concerné 33.6% des isolats.
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Le taux d’isolement des souches présentant le phénotype BLSE est plus important
en réanimation (48.7%) qu’en chirurgie, ou autres services signalés, ce qui est
certainement lié a lutilisation abusive voire massive des antibiotiques en soins
intensifs (Carlet, 2002). C'est ainsi que l'utilisation large des céphalosporines de 3°™
génération (C3G) a eu comme conséquence le développement d'entérobactéries
résistantes par production de B-lactamases a spectre étendu (BLSE), la production
d’une telle enzyme permet a la bactérie de résister a toutes les B-lactamines excepté les
céphamycines et I'imipenéme. Elles sont souvent responsables d'épidémies notamment

dans les unités de soins intensifs (Ben Redjeb et al., 2000).

En outre, le probléme lié aux BLSE est surtout la présence fréquente de co-
résistances rendant les souches multirésistantes (Leotard et Negrin, 2010). En effet,
les BLSE sont généralement portées par de grands plasmides qui portent aussi des
génes de résistance aux classes d’antibiotiques non [-lactamines, tels que les
aminoglycosides, les quinolones et le triméthoprime/sulfaméthoxazole. Aussi,
I’utilisation de ces antibiotiques contribue a la sélection de souches productrice
de BLSE (Paterson et Bonomo, 2005). L’incidence d’apparition des résistances
aux aminosides a augmenté ces derniers années et particulierement chez les souches
productrice de BLSE (Spanu et al., 2002). Les niveaux de résistance de ces souches
dans notre étude est plus important. L’amikacine reste la molécule la plus efficace
avec 96.4% de souches sensibles comme cela été rapporté dans plusieurs études
(Gangoue Piebouji, 2007; Wu et al., 2007). Les quinolones montrent une activité
moyenne, la sensibilité globale des souches chutant considérablement dans le cas des
souches productrices de BLSE. Pour la majorité des souches, la résistance acquise est
la conséquence d’une mutation, ce qui limite sa diffusion (Larabi et al., 2003). Une
activité faible est détectée pour le triméthoprime/sulfaméthoxazole avec 60%. Ce
taux reste supérieur a celui decrit dans la littérature par plusieurs études (Ammari et
al., 2001; Kahlmeter, 2003; Guneysel et al., 2009) dont I’évolution de la résistance a
cette molécule a été marquée par une décroissance significative. Cela est
vraisemblablement lié a une moindre utilisation de cet antibiotique en pratique
courante (Mahamat et al., 2006). En ce qui concerne la colistine, ¢’est 1’'une des
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molécules gardant les taux de sensibilité les plus élevés sur les espéces naturellement
sensibles (en dehors des Proteus) avec un taux de résistance plus élevé au service de

chirurgie (Hamze et al., 2003).

Des genes de résistances a différentes familles d’antibiotiques sont décrits comme
présents sur un méme plasmide, représentant ainsi un mode de diffusion efficace de
plusieurs mécanismes associés (Leotard et Negrin, 2010). Cette dissemination de la
multirésistance et cette diffusion des geénes de résistance sont liées a [’existence
d’¢éléments génétiques mobiles entre bactéries d’'une méme espece ou d’especes
différentes, ainsi qu’a I’existence de structures génétiques permettant de cumuler de
nombreux geénes de résistance au sein d’une méme souche (Skurnik et Andremont,
2006). Les résultats de la visualisation des plasmides sur gel d’agarose semblent
révéler que les genes codant pour cette résistance soient situés sur des plasmides de
taille supérieure a 55 Kb chez les souches ayant transféré le phénotype BLSE et qui
souvent, portent des déterminants de la résistance a d'autres familles d'antibiotiques, ce
qui peut expliquer que les bactéries qui les hébergent deviennent multi-résistantes
(Ben Redjeb et al., 2000).

Les carbapénemes sont les traitements de choix des infections severes causées par
les entérobactéries productrices de BLSE (Gulmez et al., 2008). La résistance des
entérobactéries a ces molécules reste encore un phénoméne marginal comme en
témoignent les données épidémiologiques obtenues pour un grand nombre de souches,
avec des pourcentages de sensibilité de 99-100 % (Wolff et al., 2008). Dans notre
étude, 4.3% des souches présentent une résistance intermédiaire a I’imipénéme avec
des CMI de 4 pg/ml. Cette baisse de la sensibilité pourrait étre le résultat d’une
modification des porines, associée a la production de pB-lactamases de type BLSE ou
AmpC, diminuant ainsi la permeéabilité de la membrane externe (Bennett et al., 2010).
Le plus inquiétant serait la production de carbapénémases puisque I’activité des
carbapénémes peut étre compromise par 1I’émergence de ces enzymes (Pasteran et al.,
2008; Sekhri et al., 2010). Dans I’édition de janvier 2008 du document CLSI M100

(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2008), un article a inclu une alerte
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aux laboratoires pour controler et chercher toute production de carbapénemase chez les
entérobactéries avec des CMI de 2 ou 4 pg/ml (Patel et al., 2009). Les méthodes
phénotypiques, qui peuvent étre combinées entre elles, ont I’avantage d’étre faciles a
réaliser. Elles permettent de mettre en évidence une résistance aux carbapénémes sans
en identifier précisément le mécanisme. La confirmation de la présence de ces genes
ne peut se faire actuellement que par I’utilisation d’outils moléculaires (Cuzon et al.,
2009). Le traitement des infections causées par les entérobactéries résistantes aux
carbapénemes est difficile en effet, les choix thérapeutiques contre ce type de germes
sont limités. Pour éviter ces épidémies, on doit procéder a des surveillances strictes de

la résistance et de la consommation des antibiotiques a 1’hopital (Wu et al., 2010).

Les entérobactéries produisant une BLSE (E-BLSE+) sont toujours d’actualité dans
les structures de soins, malgré les mesures de prévention de leur dissémination
aujourd’hui bien codifiées. On observe plutdét une augmentation de leur nombre, en
particulier, avec des BLSE de type CTX-M alors que les BLSE plus « anciennes » de
la famille des TEM ou des SHV semblent diminuer (Giraud-Morin et Fosse, 2008).
Les niveaux de CMI pour le céfotaxime chez la plupart des souches présentant le
phénotype BLSE sont plus importants par rapport a la céftazidime, ce qui oriente vers
des BLSE de type CTX-M. Les enzymes de ce type ont eu un fort succes
épidémiologique et ont diffusé dans le monde entier (Doit et al., 2010), parmi elles,
les CTX-M15 semblant avoir une capacité particuliere de dissémination (Nicolas-
Chanoine et al., 2008). Au cours de cette étude, une souche de Proteus mirabilis
(S.Pm.3) a été envoyée au laboratoire de bactériologie de ’hopital Tenon a Paris pour
la recherche des génes codant pour la production de BLSE. L’analyse moléculaire est
réalisée par I’équipe de Mr Guillaume Arlet, le résultat indique que cette souche est
productrice d’'une BLSE de type CTX-M du groupe 1. La détermination et la
compréhension des mécanismes moléculaires du pouvoir pathogene et en particulier de
I’émergence des caractéres de résistance aux antibiotiques représentent un des buts
essentiels de la bactériologie medicale pouvant faire évoluer les stratégies

thérapeutiques (Boukerzaza, 2005).
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Les résultats de cette étude révelent d’abord une certaine diversité pour les especes
d’entérobactéries identifiées. Les quatre especes représentées sont Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Proteus spp. et Enterobacter cloacae. Au total, 140 souches
d’entérobactéries ont été isolées a partir de différents services aux CHU de Sidi Bel
Abbes entre octobre 2009 et mai 2010. De plus, un grand nombre de ces souches ont
présenté des phénotypes de résistance a une ou plusieurs familles d’antibiotiques en
particulier les B-lactamines, les aminosides, les quinolones, la colistine et le

triméthoprime/sulfamethoxasole.

Les niveaux de résistance atteints vis-a-vis les p-lactamines sont associés a de
nombreux mécanismes de résistance, avec prédominance de la production de pB-
lactamases a spectre étendu (BLSE) soit (37.1%), mais aussi la production de

pénicillinase avec 25% et une minorité la céphalosporinase hyperproduite avec 4.3%.

Par ailleurs, les aminosides, les quinolones et la colistine ont gardé globalement
leur activité dans le traitement des infections a entérobactéries. Notons toutefois que

I’imipénéme et I’amikacine restent les antibiotiques les plus actifs.

Le probleme des BLSE est surtout lié a la présence fréquente de co-résistances
comme par exemple, celles aux aminosides et quinolones. Des génes de résistances a
différentes familles d’antibiotiques sont décrits comme présents sur un méme
plasmide, représentant ainsi un mode de diffusion efficace de plusieurs mécanismes
simultanément. La diffusion de ces résistances pourrait aussi étre le fait d’intégrons

souvent décrits chez les CTX-M (Leotard et Negrin, 2010).

Une meilleure maitrise en termes d’hygiéne hospitaliére (renforcement de la
formation du personnel aux régles préventives, précocité du depistage. . .) et un
meilleur contréle de la consommation d’antibiotiques au sein de 1’établissement
seraient toutefois des facteurs favorisant une meilleure maitrise des risques (Belmonte,
2010).
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L’analyse moléculaire des clones détectés localement parait indispensable a terme
pour une compréhension et une réaction adaptée a I’émergence des entérobactéries. La
détection ou non de la circulation a grande échelle de certains types de BLSE et
notamment des CTX-M permettrait de rattacher les évenements locaux a ceux
observés au sein de I’Algérie et plus globalement a 1’échelle mondiale. Cela
permettrait également d’envisager de fagon plus précise le risque encouru a 1’échelle

communautaire.
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Annexe 1. Tableau de lecture des résultats de la galerie 20E

Tests Réactions/enzymes Résultats négatifs Résultats positifs
ONPG B-galactosidase Incolore Jaune
ADH Arginine dihydrolase Jaune Rouge/orange
LDC Lysine decarboxylase Jaune Rouge/orange
oDC Ornithine decarboxylase Jaune Rouge/orange
CIT Citrate utilisation Vert pale/jaune Bleu-vert/bleu
H2S H,S production Incolore/grisatre Dépat noir/fin liseré
URE Urease Jaune Rouge/orange
TDA/immédiat
TDA Tryptophane deami A
ryplophane deaminase Jaune Marron-rougeatre
JAMES/immédiat
IND Indole production Incolore
N Rose
Vert-péle/jaune
" -
VP Acetoin production VP 1+ VP 2/10 min
Incolore Rose/rouge
GEL Gelatinase Aucune diffusion lefu5|or;]cc)jiur pigment
GLU Glucose fermentation/oxidation Bleu / bleu-vert Jaune/ jaune gris
MAN Mannitol fermentation/oxidation
INO Inositol fermentation/oxidation
SOR Sorbitol fermentation/oxidation
RHA | Rhamnose fermentation/oxidation
Bleu / bleu-vert Jaune
SAC Sucrose fermentation/oxidation
MEL | Melibiose fermentation/oxidation
AMY | Amygdalin fermentation/oxidation
ARA | Arabinose fermentation/oxidation
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Annexe 2. Tableau de lecture des résultats de la galerie 32E

Résultats
No | Test Réaction
Négative Positive
1.0 | ODC Ornithine decarboxylase .
— - Jaune / jaune-orange | Rouge / orange
1.1 | ADH Arginine dihydrolase
1.2 | LDC Lysine decarboxylase Jaune-vert Bleu-violet
1.3 | URE Urease Jaune / jaune-orange Rose-violet
1.4 | LARL L-Arabitol (Acidification) /
1.5 | GAT | Galacturonate (Acidification) Bleu / bleu-vert vé]?t?jr;ine
1.6 | 5KG | 5 Ketoglutarate (Acidifacation
1.7 | LIP Lipase Incolore Bleu
1.8 RP Phenol red (Acidification) Rouge / orange Jaune
1.9 | BGLU B-Glucosidase Incolore Jaune
1.A | MAN Mannitol (Acidification)
1.B| MAL Maltose (Acidification
se (Acidification) Bleu /bleu-vert Jaune /
1.C | ADO Adonitol (Acidification) vert-jaune
1.D| PLE Palatinose (Acidification)
1.E | BGUR B-Glucuronidase Incolore Jaune
1.F | MNT Malonate Jaune / vert pale Bleu-vert / bleu
. JAMES / immédiat
0.0 Indole production
IND p _ Incolore_/ Rose / rouge
jaune / beige
0.1 | BNAG | N-acetyl-p-glucosaminidase Incolore Bleu
0.2 | BGAL B-Galactosidase Incolore Jaune
03| GLU Glucose (Acidification)
Saccharose/sucrose
04 | SAC e 3
(Acidification) Bleu / bleu-vert Jaun:u/n\éert
0.5 | LARA | L-Arabinose (Acidification) J
0.6 | DARL D-Arabitol (Acidification)
0.7 | aGLU a-Glucosidase
- Incolore Jaune
0.8 | aGAL a-Galactosidase
09| TRE Trehalose (Acidification)
0.A| RHA Rhamnose (Acidification)
0.B| INO Inositol (Acidification) Bleu / bleu-vert Jau_ne/
: — vert-jaune
0.C| CEL Cellobiose (Acidification)
0.D] SOR Sorbitol (Acidification)
0.E | aMAL a-Maltosidase Incolqre /A Jaune
Jaune trés pale
0.F | AspA L-Aspartic acid arylamidase Incolore / Jaune

Jaune tres pale
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Annexe 5. Tableau des Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition

et des CMI pour les entérobactéries (CA-SFM, 2010).

Familles ch d Concentrations Diametres
Antibiotiques testés | Signe arge aes | critiques (mg/L) | critiques (mm)
d’antibiotiques disques
S R S R
Ampicilline AM 10 ug <4 >8 >19 <16
Amoxicilline AMX 25 pg <4 > 8 >21 <16
Amoxicilline+ AMC | 20/10pg | <42 | >822 | >21 | <16
Ac.clavulanique
Ticarcilline TIC 75 ug <8 16 >24 <22
Ticarcilline+ TCcC | 75/10ng | <82 | >16i2 | =24 | <22
Ac.clavulanique
Pipéracilline PIP 75ug <8 > 16 >20 <16
Piperacilline+ TZP 75/10pg | <8/4 | >16/4 | =21 | <17
tazobactum
Imipéneme IPM 10 pg <2 >8 >24 <17
2 ATM 30 <1 >8 >27 <21
B-lactamines Aztreonam K9 = =
Céfalotine CF 30 pg <38 > 32 >18 <12
Céfuroxime CXM 30 ug <8 >8 >22 <22
Céfoxitine FOX 30 pg <8 > 32 >22 <15
Latamoxef MOX 30 ug <4 > 32 >23 <17
Céfotaxime CTX 30 ng <1 >2 >26 <23
Céftriaxone CRO 30 pg <1 >2 >26 <23
Ceftazidime CAZ 30 ug <1 > 8 >26 <19
Céfépime FEP 30 ug <1 > 8 >24 <17
Cefpirome CPO 10 pg <1 >8 >24 <17
Kanamycine K 30UlI <8 > 16 >17 <15
Tobramycine ™ 30 pug <2 >4 >18 <16
Aminosides
Amikacine AN 30 pg <8 > 16 =17 <15
Gentamicine GM 15 pug (10UI) <2 >4 >18 <16
Ac.nalidixique NA 30 pg <38 > 16 >20 <15
Quinolones Ofloxacine OFX 5ug <0.5 >1 >25 <22
Ciprofloxacine CIP Spg <0.5 >1 >25 <22
Colistine CS 50 pg <2 >2 >15 <15
Divers — -
Triméthoprime+ SXT | 1,25/23,75ug | <2/38 | >4/76 | =16 | <13
Sulfaméthoxazole
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Annexe 6. Préparation des solutions d’antibiotiques (Courvalin et al., 1991)

Solution initiale | Solution mére | Eau distillée | Concentration | Concentration finale dans
(ng/ mi) (ml) (ml) obtenue (ug/ ml) le milieu (ug/ ml)
5120 2 2 2560 256
5120 1 3 1280 128
5120 0,5 3,5 640 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 7,5 20 2
20 2 2 10 1
20 1 3 5 0,5
20 0,5 3,5 2,5 0,25
20 0,5 7,5 1,25 0,125
1,25 2 2 0,6 0,06
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Annexe 7. Solution et tampon pour I’extraction de I’ADN plasmidique
(Kado et Liu., 1981).

Solutions et tampons Composition

Solution de lyse Tris (Sigma) 50 mM pH 12,6
SDS (Sigma) 3%

Tampon TE Tris (Sigma) 50 mM
EDTA (Sigma) 10 mM
pH 8

Solution d’acétate de sodium | Acétate de sodium 3M
pH 4,8
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Annexe 8. Solution et tampon pour 1I’¢électrophorése de 1’ ADN plasmidique

(Sambrook et Russel, 2001).

Solution et tampon

Composition

Tampon TBE 5 X

Tampon de charge

Tris base
Acide borique
EDTAO05M

Eau distillée

Glycérol
Bleu de bromophénol
Eau distillée

549
27,59
2ml
1 litre

3ml
75 mg
7mi
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Annexe 9. Résultats d’antibiogramme.

AN

Souche AM | AMX | AMC | TIC | TCC | PIP | TZP | IMP CF CXM | FOX | MOX | CRO | CTX | CAZ | ATM | FEP | CPO Phenotype
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S.E.2 ; 7R [21S|7R| 221 g 257 352 7R| 7R 237 32S g 1FS 1R8 19R| R BLSE
SE3 | [ |7r |01 |7r| B 128130110 1491 | B 175 )ags| B % ags| s PASE
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SE7 | Pl |ss| T | F 12125 | % |ur| Y [s0s|aws| 2|2 |85 s Sauvage
SE8 || |zss| 2|2 |22 || % wor| Y |s0s|2s| 2| Y s Sauvage
S.E9 2; 201 | 248 239 259 350 258 352 250 10R 354 355 (30S 3; 332 34s| s Sauvage

SEL0 | L[ R 200 |7R| B[22 s || 7r| Y |29s|oss| 2| 2 |as|s PASE
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SE2 | LR 7R |2 2R |2 | % |s0s| s |sas|us| PP s | ¥ Sauvage

sE23 | L|7r|wi|7r| XA | ¥ 7R 7R | s |2s|7R|7R| R | R | T B

sE24 | X 1|1 || 2| 2|28 |0 2s| s |us|ws| D% s T Sauvage

SE25 | [ |7r|1sr|7R| 2 |2 218120 lus| s [29s|2ws| D[R s | B PASE

SE26 | L |7r|ur{7r| P |11 2 |7r| 7R | s |24s|9r|8R| 2| R | T P

SE27 |2 |ass|22s| | R |T |2 % 55| s |s0s|ws| V| 2| s | ¥ Sauvage

SE28 | [ |7r|1sr|or| 2 | D218 1T l0r| s [us|ss| D | D | s |4 PASE

SE29 | [ |7r |11 |7R|231 | D218 W ls| s jas|us| PP s s || pase

SE30 || 7R |1sr|7R| 2 |18 2181 o5 s |sos|s0s| | 2| s |5 |% | pasE

S.E.31 230 235|228 255 255 255 253 2: ZSO 22S| S | 28S|26S 238 251 S | S 350 Sauvage

SE32 ||a2s|us| BT R H T |ss| s |s0s|2s| T || s |s | Y| sawage
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SE40 | L |7r|wsr|7r| 2 | B T2 ms) s las|as| PP s | s | ¥ eas
S.EA41 1|7 2S| S 238 256 S 257 352 138 32S| S | 34S |30S 380 333 S S 350 Sauvage
S.E.42 255 28s| s 350 352 s | 20s 3;‘ 254 28s| s |34s|31s 350 ?352 s |'s ?350 Sauvage
SE43 ||| s [ s || 2| ¥ s s |sas|as| V| V] s | s | P sawage
sEaa |[¥laon |16 | D] s 21| ¥ lwes| s [ss|os| P[P s s | P sanage
sE4s | Zlas|m | D2 s | DY |2rs| s |as|mws| P || s | s || sawage
S.E.46 15? 23s| s 258 2: s 288 25? 188 %S| s |30s|28s 3;0 288 s |'s 3150 Sauvage
SE47T | L[| R |7R|7R|or || 2| % |7r| 7R | s |3as|or| ¥ |2s1| R | R || B
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sPmi12 | L[ 7r|10r [7R| 2 |21 2 M ler 3R] s |205| 2 | 2D 2| s | B CASE
sPmi3 | L |sr|12rR|[ 2| R |8 % 1| Zles| s |ms|us| PV || s | B PASE
S.Pm.14 330 305|308 352 352 351 350 3;‘ 350 28S| S |30S|34S 330 330 S 354 Sauvage
sPmis |2 ]2s| s [P |0 s || D |ms| s |os|us|s | D] s ¥ Sauvage
sPmi6 |2 |sss| s [P ) s | 2P| P ls| s |s2s|ns| T || s | ¥ Sauvage
sPmi7 | Dlas| s (2% s |22 as| s |sas|as| F || s | ¥ Sauvage
S.Pm.18 288 33| S 355 354 S 350 259 30S|31S| S | 328 |31S 352 350 S 352 Sauvage
sSPm19 | | 7R |10 | B F BB R er | 1 j2os| B | B er| R |9R BLSE
sPvl | L [7R|200 | D AR 2 A Irr|n2r| B aes| 2102 | M BLSE
sPv2 | L [7rR|w1|s |2 || 2] s |7r| 7R |151| 285 |285| & |231|275| % Sauvage
sPv3 |l [7r|1| s |231| % | %] s [7r| 7R 201|265 |30s| ¥ | % 55| %P Sauvage
sPva | L|7r| 7R |71R| ¥ | P21 & |7R|22R| s |es| V| V] s |2 CASE
sPvs | LT[ 7R |22 ¥ 2 7R 16r| 151|365 |3as| P | P ms| ¥ Sauvage
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S.Pv.6 ; 7R | 201 2;‘ 350 254 257 253 7R| 7R [201|27S|30S 351 259 308 258 Sauvage
SPv.7 [ [161 |91 | 3| 21213012 M g5 191|3as {305 | X | ¥ as| ¥ | D | sauvage
sPpl | L[ 7R |00 | P22 B s |7r| 7R 161|235 |275| & | 201|231 | % Sauvage
SEcl | [7rR|7R | Q| A |2 B2 1sp|%s|7r|30s|30s| P | P las| s | s | savage
sEc2 |l |7r|8r|7R| 1| |11 % |7r| 7R |7R|258| 7R [7R| ¥ |12R| R | R | BLSE
SEc3 | L |7R|7R|7R| ¥ | [ 20| @ |7R| 7R | 7R |20s| 2 |or | ¥ |16R| R | R | BLSE
SEc4 |l |7rR| 7R |9r|7R| % | B 201 |7R| 7R |7R| 181 |265| % |201|261| s | S | CASE
SEcs5 | L |7R|7R|7R| | 2|2 B sr|7r|or| 201 | B | F |or|12R| 1 | 1 | BLSE
SEc6 | g |7R|7R|7R|9R| [ |171| & |7R| 7R | 7R |14R| 7R | 7R | ¥ |17R| R | R | BLSE
S.Ec.7 ; 7R | 7R 254 2R1 Zsl ?jso 2;‘ 7R| 7R | 7R | 24 2R° 259 ?352 8s| s | s | sauvage
S.Ec.8 ; 7R | 7R |7R| 7R ; 201 234 7R| 7R | 8R|[16R| 7R | 7R 1Rl 10R| R | R BC%ASSEEJ’
SEcO | L |7R|7R|7R|9R || 2| A 7R | 7R |8R|25s| P | 2| W 12r| 1| 1 | BLSE
SEc10 | L |7r| 7R 7R B | [ 201| & 7R 7R |or |27s| © | 10| ® J20r| R | R | BLSE
SEcil | L |7R|7R | %[ 2218 s |7r| 7R |7R|265| % |7R[251|261| s | S | CASE
S.Ec.12 ; 7R |10R|7R 1R5 ; 191|201 7R| 7R | 181]14R 1R9 1RO 1R6 201 | R | R Eé'fSEg
SEcI3 | o |or| 7R | 2| T |42 |2 |rr|aus| R |s0s|2es| T || s |¥| s | sauvage
sEcia | [ 7r| R |R[ W | 1| ¥ |221|7r| 7R | R |zs|7R|7R|[ ¥ | R | 2| R | casE
SEcis | o |7rR|w0r|7R[ 2| D101 R 7RI 7R | 1 |28s|7R 7R W | R | B[ R | BT
SEc16 | |7rR|7R| 2| %2 %% |7r|22s| R |2s|26s| 2 [ D ] s | 2] s | sanage
SEc1? | L |7R| R |7R| 2|12 | B rr| 7R | R |201 | W | P er| R | 1 |221| BLSE
sEc18 | |7R| R | R[22 % |2 |7r|ss| R |29s|26s| % [ D] s |s|%| savage
sEc19 | L |7R| R |2 R[22 0 |7r|22s| r |ss|sos| ¥ [ %] s |s| ¥ sanage
sEc20 | L |7r| R | T[22 2|2 |7r|2rs| r |ms|aos| ¥ [ %] s | s || sanage
sEc2t | L |7R| R | B |22t | | 2| % |7r|2s| R |26s|265| % [ X | s |s|%| savage
SEc22 | L|7r| R [7R[ B || 2% \7r|n2r| R |ss| D | W B R || 2] B3
sEc23 | L l7r| R [7R| 2| L% 2 rrjr| R |28s| 0| B 2R | 1| 2] BLsE
S.Ec.24 ; 7R| R |7R|9R ; 252 257 7TR| 7R | R | 211 1F? 1R1 7R| R 1| 211 BLSE
sEc2s | LR TR|Z[ 12 E Y |7r|ss| r|s0s|0s| ¥ | % | s |s|%| savage
SEc26 | L |7R| R |7R| W | [ 21| % |7R| 7R | R |268|7R |7R| B | R | R |7R| BLSE
S.Ps.1 I R R S| S |S|S S | R S S S S S | S S Sauvage
sMml |[R|R|R|R|s|s|s|s|rR[rR| 1 |s|s|s][s]s]s PASE
SCE1 |R|R|R|[s|RIs|t]s|rls|rR[s R[] ] Sauvage
sss1 |RIR|R|R|IRIR|[s|s|i1]s|s|s|s]|s]|s]s]s PASE
sSelspp. |[R| R | R|[R|[R|R|[s|s|[s]|s|s|s|s|[s]|s]|s]s PASE
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% Autres classe d’antibiotiques:

N\__

Aminosides Quinolones
Souche " TGM T AN | K | NA [OFx| cip | €5 | SXT
SE1l | 22S|26S| 255|265 | 265 |31S |355 | 17S | 308
SE2 | 161 |10R | 22S | 225|235 | 33S | 34S | 16S | 29S
SE3 |20S|21S|20S|20S |215|30S|30S|16S| 7R
SEA | 20S | 23S |21S | 215 | 245|325 | 36S | 16S | 26S
SE5 |11R|11R|23S|19S| 7R | 7R | 7R | 17S | 7R
SE6 | 171|205 |20S | 20S | 205 | 30S | 335 | 15S | 245
SE.7 |19S|20S|20S|20S| 205|275 |30S | 15S | 22S
SEB8 |20S|25S|21S|20S|23S|30S|30S]|16S | 285
SEQ |20S|25S|23S|20S | 275 | 34S |34S | 17S | 285
SE10 |21S|24s|21S|21S| 7R | 9R | 12R| 15S | 7R
SE1l | 19S|225|21S|195| 7R | 7R | 7R | 1565 | 7R
SE12 | 161 | 171 | 18S | 161 | 215 | 221 | 275 | 155 | 7R
S.E13 | 20S | 225 | 20S | 195 | 23S | 28S | 335 | 15S | 255
SE14 |21S | 245 | 23S |24S| 7R |21R| 255 | 16S | 7R
SE.15 | 20S | 21S|19S|24S| 7R | 221 | 241 | 16S | 7R
SE16 |11R|10R| 22S |34S | 255 | 325 | 355 | 155 | 7R
SEA17 | 22S | 265|225 | 30S | 245 | 35S | 355 | 16S | 285
SE.18 | 19S | 23S |20S | 27S | 225 | 26S | 325 | 15S | 21S
S.E.19 22S | 24S|120S | 8R 7R 9R | 1I0R | 13R | 7R
SE20 | 19S | 225 | 21S | 29S | 245 | 28S | 265 | 15S | 24S
SE21 |14R|19S | 19S | 265 | 191 | 27S | 31S | 13R | 151
SE22 | 23S |325|30S | 345 |30S|34S |30S|20S | 255
SE23 | 7R | 7R | 7R | 275 | 265 | 275 | 355 | 1565 | 7R
SE24 | 19S | 225|195 |28S| 181 | 265 | 30S| S | 205
SE25 | 20S | 23S |21S | 255 | 215|255 |285| S | 7R
SE26 | 9R |11R|19S| 7R | 7R | 7R | 7R | s | 7R
SE27 | 22S | 255|225 | s |21S|27S|30s| s | 235
SE28 |20S|21s| S | R | 7R |15R|21R| S | 7R
SE29 |24S|27s|24s| R | 7R | 8R |10R| S | 7R
SE30 |21S|23s]| s 225|295 | 34s| s | 7R
SE31 |20S|23s]| s 21S | 285 | 33S| S | 23S
SE32 |21S|24s]| s 225 | 315 |36S| s | 275
S.E33 | 20S|235]| S 7R | 10R |14R| S | 7R
SE34 | 225|255 s 7R | 12R|15R| S | 7R
SE35 | 20S|23S| S 7R | 20R | 255 | S | 7R
SE36 | 20S | 245 | s 20S | 265 |30S| s | 225
SE37 | 235|255 S 23S | 305 | 36S| S | 7R
SE38 | 161 |12R| S 255 | 305 |36S| S | 7R
SE39 |19S|225| s 24S [ 335 |34S| S | 7R
SEA40 | 20S|21S| s 11R | 265 | 32S| S | 7R
SEA4L | 18S|20S]| s 24S [ 31S|33S| S | 245
SE42 | 185 | 225 | S 27S | 355 | 38S| S | 275
SE43 | 18S|21S| S 26S | 31S|36S| S | 255
SE44 | 19S|225| s 255 | 325 |36S| S | 255
SE45 | 20S | 245 | S 7R | 9R |14R| S | 7R
SE46 | 18S | 225| S 255 | 30S | 35S | S | 255
SEA7 |21S|225]| s 28S | 365 |40S| S | 7R
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SEA48 |21S|23S| S 33S|34S|34S| S | 26S
S.E.49 161 |12R| S 7R | 7R | TR S 7R
SES0 | 19S5 |23S| S 255 |131S|38S| S 7R
SES1 |13R|12R| S 7R | 7R | TR S 7R
SEbB2 | 195 |22S| S 255 |132S|(36S| S | 25S
SKpl | 7TR | 9R | 23S | 7R | 7TR |11IR| 7R |17S | 7R
SKp.2 | 161 |1I0R|22S|19S |21S | 255 | 29S| 155 | 18S
SKp3 | 161 |[I0R|23S|20S|21S|26S|28S| 158 |10R
SKp4 |18S|12R | 255 |22S | 25S | 30S|33S|16S | 131
SKp5 | 7TR | 7R | 18S| 8R | 151 | 18R |16R|16S | 7R
SKp6 | 7R | 7R | 18S| 9R | 7R |11R|10R | 15S | 7R
SKp.7 | 9R | 9R | 20S |11R| 161 | 18R |16R | 15S | 7R
SKp8 | 8R | 9R | 17S |1I0R|15R |17R |15R | 15S | 7R
SKp9 |11R|11R|21S|13R| 7R | 7TR | TR |17S | 7R
SKp.1l0 | 8R | 8R | 18S| 9R | 161 | 19R | 18R | 18S | 7R
SKpll | 9R | 9R | 21S |12R | 161 | I9R | 19R | 16S | 7R
SKp.l12 | 225|255 12451235 |121S|28S|30S|16S| 7R
S.Kp.13 | 18S|120S | 20S | 20S | 181 | 241 | 231 | 1565 | 19S
SKpl4 | 7R | 7R |14R| 7R | 7R |10R| 7R | 156§ | 12R
SKpl5 | 8R |10OR|14R|11R | 151 | 1I9R|19R | 15S | 7R
SKpl6 | 7R | 7R |14R| 7R | TR |10R| 8R | 15S | 7R
SKp.l7 | B8R |10R|19S| 9R |14R | 1I6R|16R|15S | 7R
S.Kp.18 | 161 | 8R | 255 | 30S | 255 | 31S | 33S | 156S | 23S
SKp.19 | 23S | 255|255 |31S|26S|30S|36S|17S|27S
SKp20 | 9R |10R|19S |15R|14R | 17TR|16R | 15S | 7R
SKp2l | 7R | 7R | 7R 221 1 26S | 26S | 15S | 7R
SKp22 | 7R | 7R | 18§ 151 | 18R | 17R | 15S | 7R
SKp.23 | 9R | 8R S 7R |12R| 7R | 15S | 7R
SKp24 | 235 |24S| S 215|275 |32S | 15S | 7R
SKp.25 | 12R | 9R S 20S|26S|28S | 15S | 7R
SKp26 | 7TR | 7R S 20S|26S|26S|15S | 7R
SKp.27 | 8R | 9R S 14R| 18R | 16R | 15S | 7R
SKp.28 | IOR|12R| S 9R |21R | 17R | 15S | 7R
SKp29 | 12R|11IR| S 2251 29S| 30S | 15S | 23S
SKp.30 | 9R |10R| S 14R|20R | 17R | 15S | 7R
SPml |26S|30S|28S| 7R | 205 |34S§|32S| TR | 7R
SPm.2 | 161 |15R | 22S | 161 | 171 | 29§ | 30S | 7R | 7R
SPm3 |12R | 12R | 20S| 7R | 7TR | TR | TR | 7TR | 7R
SPm4 | 22S|22S|28S|20S | 255 |35S|44S| 7R | 7R
SPm5 | 29S|31S|30S|30S| 7R |20R|27S| TR | 7R
SPm6 | 22S| 255 |23S| 7R | 20S | 30S|3S| 7R | 7R
SPm.7 | 171 | 19S5 | 17S|19S | 22S | 27S | 30S| 8R | 21S
SPm.8 |18S|21S|21S| 7R | 21S|31S|34S| 7TR | 7R
SPm9 |19S|21S|19S|30S|255|30S|36S| 7R | 20S
SPm.J10 | 18S | 19S|22S | 26S | 22S | 25S | 28S | 7R | 19S
SPm.11|21S|23S|21S| 7R | 7R | 7TR |21R| 7R | 7R
SPm.12 | 215|235 |21S|18S| 7R |11R|21R| 8R | 7R
SPm.13 | 215|235 |22S| S 161 | 285 | 28S| 7R | 7R
SPm.14 |21S|23S| S S |235|33S|38S| 7R | 20S
SPm.15|19S|22S| S S |20S|30S|3S| 7R | 19S
SPm.16 | 23S | 26S | S S | 265 |32S|34S | 7R | 22S
SPm.17 | 24S|27S| S S |27S|33S|3S| 7R | 21S
SPm.18 | 225 | 25§ | S S |245|32S| 34S | TR | 20S
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SPm.19 | 12R | 13R S R 7R |12R|19R| 7R | 7R
SPvl |12R|14R | 23S | 7R | 20S | 221 | 28S| 7R | 7R
SPv2 |20S|23S|21S|20S|22S|26S|30S| 7R | 151
SPv.3 |21S|26S|23S|21S|21S|29S|30S| 7R | 23S
S.Pv.4 161 | 13R | 19S |12R| 7R | 7R |16R| 7R | 19S
SPv5 |24S|29S|28S|20S|14R|16R| 241 [13R| 7R
SPvb6 |22S|26S|24S|32S|20S|32S|40S| 7R | 23S
SPv7 | 20S|24S|23S|30S|27S|3S|3S| 7R | 27S
SPp.l | 20S|21S]20S|20S|20S|27S|31S| 7R | 19§
SEcl |24S|26S|28S|25S|25S|30S|39S|19S|29S
S.Ec.2 8R | 9R | 18S |10R | 11R |17TR|17R | 15S | 7R
S.Ec.3 9R |10R | 19S | 12R| 9R | 18R |17R | 16S | 7R
S.Ec.4 | 20S| 23S | 225|225 |21S|27S|32S|19S | 25S
SEch5 |12R| 9R | 23S |18S | 161 | 221 | 29S| 15S | 7R
S.Ec6 | 9R |10R|20S | 10R | 12R | 17R | 18R |14R | 7R
S.Ec.7 | 20S|22S|22S|20S | 151 | 231 |17R | 16S | 18S
S.Ec.8 161 | 11R | 26S | 20S | 22S | 28S | 36S | 17/S | 7R
S.Ec.9 161 | 11R | 27S | 21S| 191 | 25S|33S | 18S | 7R
S.Ec.10 | 9R |10R | 20S | 14R | 151 | 20R | 18R |14R | 7R
S.Ec.11 | 20S | 25S|20S | 21S|23S|25S|28S|16S | 25S
S.Ec.12 | 161 |15R | 23S | 20S | 7R |13R| 7R |13R | 7R
S.Ec.13 | 20S | 23S |21S|26S|23S|26S|30S|19S | 19S
SEcl4 | 7TR | 7R |18S| 7R | 7TR | TR | 7TR | 17S | 7R
S.Ec.15 | 11R | 23S S TR | 7R | TR | 7R S 7R
S.Ec16 | 20S | 22S | 22S | 26S | 191 | 26S | 30S S 23S
S.Ec.17 | 12R | 9R S 161 | 231 | 28S S 7R
S.Ec.18 | 20S | 22S | 22S 25S | 26S | 33S S 23S
S.Ec.19 | 19S | 21S | 22S 27S|130S | 36S S 25S
S.Ec20 | 185 | 20S | 21S 22S | 28S | 33S S 19S
S.Ec.21 | 185 | 20S | 22S 20S | 29S| 31S S 21S
S.Ec22 |12R | 12R S 161 | 27S | 34S S 7R
S.Ec.23 | 12R | 13R S 161 | 26S | 32S S 7R
S.Ec24 |13R | 11R S 161 | 241 | 32S S 7R
S.Ec.25 | 20S | 23S | 22S 25S | 35S | 40S S 23S
S.Ec.26 | 9R | 10R S 10R | 17R | 17R S 7R
S.Ps.1 R S S S S S S R R
S.Mm.1 S S S R R R S R R
S.CF.1 I S S S I I S S S
S.8S.1 S S S S S S S S S
S.Sel.spp.| S S S S R R S S S
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Annexe 10. Résultats des concentrations minimales ihnibitrice des souches.

Antibiotiques

Souches Phénotypes
PIP | TzP | IMP | FOX | CTX | CAZ | ATM | FEP | ™™ | GM | AN | cIP | RIF
se2 | 2| 2s | %% | <as | ™2 | 16r | 2R | 64R | 41 |16R | 25 | 05S | 161 BLSE
sE15 | 8s | / | % |ear | 8R |16R| 81 | “°| 25 [05S| 15 | 0255 | 45 CASE
se16 | 70| |92 1 as | xr | 8| B0 14 | 8R [ 2R | 25 | 9P| 4s BLSE
sezs |82 | | |03 | 4o |82 [ 128|128 1256 5812 | SSI2 5812 |y | g | prsecase
se26 | 702 |92 as |72 lear | ear | 12 | 16R [ 16R | 25 | %2R | 25 | BLSE+CASE
SE.38 >5R12 / 0'525 4s >‘;12 64R | 64R 226 41 | 8R | 055 <0§25 2s BLSE
sear | 7221 1 | % | as |722) 81 | 16R |64r | 25 | 055 | 15 | 9% | 45 | BLSE+CASE
sEdo |72/ | 1s | 4s |72?| 81 | 16R | 32R | 41 | %2R | 1S | 16R | 4S | BLSE+CASE
sest |02 | 02 | gy |72 1281 26 | 20 | gR | yR | 25 | 64R | 45 | BLSECASE
SKp.l 5Flf 161 0é5 8s >5|;12 1é8 236 5é2 64R %8 8s | 16R Séz BLSE
SKp2 5Flf 161 | 15 | 321 >5|;12 64R %8 5é2 a1 | 2R <g'5 <0§25 ‘E BLSE+CASE
SKp3 Séz 4s 0'525 45 1é8 41 | 16R | 2R | 41 | 16R <(S"5 <0§25 GF:‘ BLSE
S.Kp.4 5;2 4s 0é5 <51 236 21 <%5 64R | 2S | 16R <g'5 <0§25 6; BLSE
skp6 | 22 [ 161 | 15 | 85 | °* | 32R [ 64R | 64R | 32R | 64R | 4S | BR | % | BLSE+CASE
skp7 | 2 | 8s | % | 4s |*X? | 16r | 64r | 32R | 2R | 2R | 85 | 2R | ¥ BLSE
skps | 22 [ 161 | % | 4s | % | 16R | 64R | 64R | 32R | 64R | 8S | 4R | 2 BLSE
S.Kp.9 5;2 8s Oé5 8s >5Rlz 2R Séz 1§8 16R | 32R <g'5 64 R 3R2 BLSE
SKp.11 5&5 8s °é5 <Sl >‘;12 8l <g'5 2R | 32R | 32R <g'5 2R 3R2 BLSE
skpaa | 722|161 | O | aer | P92 | S12 | 20 1 812 | gyp | 20 | 3R | R | % | BLSEsCASE
SKp.15 >5Rlz 161 | 1S | 45 >‘;12 %8 1é8 5Flf 16R | 64R | 32R | 2R GF:‘ BLSE
skpas | 722 | 161 | O | sar | S22 | N2 5121 20 | ggp | 20 | 39 | ear | L2 | BLSE+CASE
skpa7 | 7221161 | %0 | as | %2 | 32R | 2R | 64R | 16R [ 64R | 25 | 4R | % BLSE
skpag | 22| | 02 1 as | B0 a1 | 16R | 64R | a1 | 32R | 055 | 0% | 4s BLSE
S.Kp.20 >5Rlz /| 1s | 4s >%12 32R | 32R | 64R | 16R | 16R | 25 | 2R if BLSE
Skpz | 92| 1 | 1s | s |°UZ| B2 | SI2 | SBlz[>SI2| 612 [SSI2 | OIS | gy .
S,Kp.22 >5Rlz /| 1s | as >5|;12 2R | 64R 1é8 2R | 2R | 25 | 2R ‘Tf BLSE
SKp.23 >5Rlz /| 1s | 8s >5|;12 236 5é2 >5§2 2R | 2R | 25 | 32R ‘Tf BLSE+CASE
S.Kp.25 >5Rlz /| 1s | as >5|;12 236 2;26 >5§2 8R | 2R | 1S | 2R *Tf BLSE+CASE
S.Kp.26 >5R12 I | 1s | 4s >5R12 lés 1é8 5;2 2R | 32R | 85 <0§25 3R2 BLSE+CASE
S.Kp.27 >5R12 / 0é5 43 >5R12 64R | 64R 1§8 16R | 16R | 25 | 2R 3R2 BLSE
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skp2s | 22| | %0 | as | %2 | 32r | 6ar | 32R | 16R [ 2R | 25 | 2R | ¥ BLSE
skp2o | 22| | %0 | as | P92 1 16r | ear | O | B8R [16R | 15 | 0% | ¥ | Bisescase
S.Kp.30 >5Rlz / OéS 43 >%12 2;6 236 533 16R | 16R | 25 | 2R ‘Og' BLSE+CASE
spm2 | %2 | 25 | 2 | <15 | 32R | 26 | 21 | 81 | 41 | 8R | 85 | 0125 | 256 BLSE
R R S R
spm3 | °2 | 4s | >2 [ 8s |72 16R | 21 | 81 | 16R | 16R | 85 | TE° | 81 | Case+BLSE
sPma | 20| 4s | 1s | as | 182 gs | 18 9 | 5 | gs | <012 2 BLSE
SPm9 | |/ 1| 2s | < | ar [16R | <as | <s | 9P| W as | UF | g CASE
sPmi2 | 1 /| 1s | <ts| a4r | 21 | <1s | <ts| 2s | 1s | 8s | 2R |<i6| cASE
SPmi9 | / 1| 2s | aer | 52| %2 eaRr | 16R | 3R | 32R | 8S | 2R | 32 BLSE
sPvi | 32R | 4s | 1s | 2s | 722 %2 4y | eaRr | 8R | 8R | <15 | 0255 | 81 BLSE
S.Pv.4 1s | 2s | 4R | 16R | <1s | <15 | 25 | 41 | <1s| 2R CASE
sEc2 | °2 |61 | 15 | %2 |72 1 16R | 6ar | 2° | 16R | 16R | 45 | 2R | 161 BLSE
sEcs | °2 |61 | 1s | 2|72 ear | 128 | 20 | y6R | 2R | 4s | 2R | 161 BLSE
sEca | 45 | 1S | a1 [T a6R | 21 | 81 | 9% | <0 foss | 95 | <002 %2 CASE
sEcs | 707 | 8s | 1s | 20 lear | 20| B0 | a1 | s8R [ 2R | ¥° | 0ss | BLSE
SEc6 >5Rlz 161 | 18 Séz >5Rlz 64R | 64R 1§8 16R | 64R | 85 | 4R 3R2 BLSE
SEc8 >5§2 161 | 1S 236 >‘;12 158 %8 Séz 41 | 64R <g'5 °'é25 3R2 BLSE+CASE
sEco |72 | 8s | 1s | 20 lear | 20| B0 | g1 | a1 [32Rr| | 0ss | ¥ BLSE
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Annexe 11. Résultats d’antibiogramme des transconjugants.

Antibiotiques

Souches Phénotypes
AMX | AMC | TIC | TCC | PIP | TZP | FOX | CTX | CAZ | FEP | TM | GN | CIP | SXT | RIF
TCE2 R|S R|S|R|(/|/T|R|R|R|IT|R|S|S|R BLSE +
TCE47 | R |/ |R| /T |/ |/ ]S |R (i / | R | R |BLSE+/CASE+
TC.Kp.6 R RIRIR|R| /7| /T |R | Il | RIR| I |R|R BLSE +
TCKpda | R | R|RIR|IRIS|R|R|R|R|R|R|S|R|R|BLSE+CASE+
TCKpl7 | R Il | RIR|R|/|S|R|R|JI|R|IR|T|R|R BLSE+
TCKp8 | R | R|R|/ |/|/T]|]S| R|S|R|S|IR|/ |/ |R BLSE+
TC.Kp.20 | R /{ \R| /T |/|S|S|R|R|R|IRIR|IR|R|R BLSE+
TCKp2l | R /{ \R| /T |/|S|S|R|R|R|IRIR|/|R|R BLSE+
TCKp29 | R [ IR/ |/ |S|S|R|S|I1|1|R|/]|/ |R|BLSE+/CASE-
TC.Ec.2 R Il R 1T'|R| /| /T |R|R|JI|RIR|I|R|R BLSE +
TC.Ec.3 R Il R 1'|R|/|S|R|R|I|R|R|R|R/|R|BLSE+/CASE-
TC.Ec8 R Il |{R| I'|R| /]S |R]|I Il |1 |R| S| S |R |BLSE+/CASE-
TCEc12 | R Il {R| 1T /R|/|S|R|IT |1|R|R|I|R]|R|BLSE+CASE-
TCEcl4 | R { R}/ |/T]S|S|R]|I |l |[R|R|S| S |R |BLSE+/CASE-
TC.Pv.1 R SIR|{S|IR|/|/T|R|R|R|IRIR|/|R|R BLSE +
TC.Pm.2 R RIRIR|IR| /| /T |R|R]JI|R|R|/|RI|R BLSE +
TCPm3 | R | R |R| R |R|/ Il | R|R R|I1]S|R|R|BLSE+/CASE+
TcPpm19 | R |\ R|R|/ /]| /T |]S|R|R|R|S|S|S|R|R BLSE +

125




Annexes

AN

Annexe 12. Résultats des concentrations minimales ihnibitrice des

transconjugants.

Antibiotiques
Souches Phénotypes
FOX CTX CAZ ATM FEP ™ GN CIP RIF
TCE2 | 4s >5Rlz 2R | / | 16R| 25 | 16R <0’§25 >‘;12 BLSE +
TCEA47 | 4s | 32s | 1s | 16rR | 41 <°é25 <05S <0§25 >5£2 BLSE+/CASE+
TCKp6 | 45 |512R| 81 | / | 81 | 8R |16R | 11 | 2% | BLSE+
TCKp.14| 321 | 16R | 32R | / | 15 | 8R | 8R | “02%° | "2 | ISE+/CASE+
512
TCKpi7| 4S | 64R | 16R | / | 41 | 8R | 8R | 11 > BLSE+
TCKp.18| 4 'S | 256S| 05S | 16R | 16R | 25 | 16R | “02%° | 2| BisEs
TCKp20| 4S |512S| 16R | 64R | 16R | 32R | 32R | 2R >5Rlz BLSE+
TCKp.2l| 25 | 256S| 32R | 64R | 16R |256R | ~0” | <022 | 2| pisEs
TCKp.29| 25 | 64s | 05S | 81 | 21 | a1 | 16R | <03%| 22 | BLSEvCASE-
512
TCEc2 | 2s |256R| 16R| / | 81 | 8R | 8R | 11 > BLSE +
TCEc3 | 45 |256R| 81 /| 81 | srR | s8R | 2R >5§12 BLSE+/CASE-
TC.Ec8 | 8S |256R| 41 ;| 81 | 21 | 2R <0'§25 >5R12 BLSE+/CASE-
TCEc12| 2s |512R| 41 /| 81 | s8R | 8R | 11 >5§2 BLSE+/CASE-
TCEc14| 4s |256s| 21 | 16R | 81 | 16R | 2R <°§25 >5Rlz BLSE+/CASE-
TCPv.l | 4S |128S|512R|256R| 16R | 8R | 41 <0’5125 >‘E12 BLSE +
TCPm2| 2s | 165 | 16R | 128R| 41 | 8R | 41 <°’§25 >5Rlz BLSE +
TCPm3 | 161 | 32 | 322R | 16R | 21 | 8R | 41 <0’§25 >‘;12 BLSE+/CASE+
TC.Pm.19| 4S | 2565 |512R|256R | 16R | 16R | 32R <°§25 >5Rlz BLSE +
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Résumé

Les entérobactéries représentent une des principales familles de bacilles a Gram négatif responsables d’infections
humaines graves. La surveillance de la sensibilité aux antibiotiques a I’hépital est une étape essentielle; elle oriente le
choix des traitements empiriques et permet de réduire la pression de sélection exercée par les antibiotiques. L étude de
140 souches d’entérobactérie isolées en milieu hospitalier au niveau de différents services du CHU de Sidi Bel Abbes
entre octobre 2009 et mai 2010, montre qu’Escherichia coli occupe la premiere place soit 37.1% suivie de Klebsiella
pneumoniae (21.4%), de Proteus spp. (19.3%) et d’Enterobacter cloacae (18.6%). La résistance vis-a-vis de 27
antibiotiques (18 B-lactamines, 4 aminosides, 3 quinolones, colistine et triméthoprime/sulfamethoxasole) par la méthode
de diffusion des disques en milieu gélosé, selon les normes du CA-SFM, a révélé 1’émergence des souches résistantes
aux B-lactamines et a la majorité des autres classes d’antibiotiques sauf pour I’amikacine et 1’imipénéme soit 96.4% et
95.7% respectivement des souches sensibles. L’analyse des phénotypes de résistance aux [-lactamines a permis de
détecter une diversité phénotypique avec dominance des souches productrices de B-lactamase a spectre étendu (BLSE)
soit 37.1%. Ces souches présentant le phénotype BLSE ont fait 1’objet d’un test de conjugaison suivi d’une visualisation
du contenu plasmidique par électrophorése sur gel d’agarose. L’analyse révéle différents profils et la présence de
plusieurs plasmides dont un commun de poids moléculaire supérieur a 55 kb.
Mots clés:
Entérobactéries-antibiotiques-résistance-BLSE-conjugaison-électrophorése sur gel d’agarose.

Summary

Enterobacteria represent major families of Gram-negative bacteria responsible of serious human infections.
Surveillance of antibiotic susceptibility in the hospital is an essential step; it guides the choice of empirical treatment
and reduces the selection pressure exerted by antibiotics. The study of 140 strains of Enterobacteriaceae isolated in
various units in the hospital of Sidi Bel Abbes between october 2009 and may 2010, shows that Escherichia coli is
ranked first (37.1%) followed by Klebsiella pneumoniae (21.4%), Proteus spp. (19.3%) and Enterobacter cloacae
(18.6%). The susceptibility to 27 antibiotics (18 p-lactams, 4 aminoglycosides, 3 quinolones, colistin and trimethoprim /
sulfamethoxazole) by the disk diffusion method in agar medium, according to CA-SFM, revealed the emergence of
strains resistant to B-lactam antibiotics and most other classes of antibiotics except the amikacin and imipenem with
96.4% and 95.7% respectively of susceptible strains. The analysis of resistance phenotypes to p-lactam has detected
diversity phenotypic with dominance of strain producing extended spectrum (-lactamase (ESBL) or 37.1%. These
strains with ESBL phenotype were tested conjugation followed by a visualization of plasmidic content by agarose gel
electrophoresis. The analysis reveals differents profiles and the presence of severals plasmids including a common with
molecular weight greater than 55 kb.

Key words:
Enterobacteria- antibiotics-resistance- ESBL- conjugation- agarose gel electrophoresis.



