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La découverte de la pénicilline au lendemain de la guerre mondiale avait suscité le

grand espoir des maladies infectieuses à jamais jugulées. Malheureusement, l’introduction

d’antibiotiques, en particulier les béta-lactamines, dans la médecine de ville après leur

principale utilisation à l’hôpital, fut rapidement suivie par l’apparition de bactéries résistantes.

L’introduction ultérieure d’autres antibiotiques (streptomycine, chloramphénicol, tétracycline)

fut suivie d’une évolution comparable. En fait si l’usage de plus en plus répandu des

antibiotiques a permis la diminution des mortalités dues aux maladies infectieuses, il n’en a

nullement modifié la morbidité. L’usage fréquemment abusif des antibiotiques chez l’homme

comme chez l’animal et en agriculture est également responsable de l’évolution de la

résistance bactérienne. Avec pour conséquences une augmentation d’échec thérapeutique, ce

qui représente un défi majeur, voir une menace, à la fois pour la médecine du XXIème siècle

(Vodovar, 2011) de part sa progression plus rapide que le développement de nouveaux

antibiotiques. Mais aussi sur la santé publique parce que l’exposition aux antibiotiques d’une

population humaine ou animale peut avoir des conséquences sur une autre population non

encore exposée. En effet, les antibiotiques n’induisent pas la résistance mais, grâce à leur

pression de sélection, ils permettent l’émergence des souches résistantes qui, au sein de la

flore intestinale normale, seront favorisées par rapport aux souches sensibles.

Ces bactéries deviennent de plus en plus résistantes aux antibiotiques et commencent à

franchir les limites de l’hôpital pour émerger dans la communauté (Barbe et al., 2009).

La connaissance des mécanismes biochimiques de la résistance et le support génétique

permettent sur le plan médical de guider les choix thérapeutiques et la politique antibiotique.

Ces dernières années ont été marquées par l’expansion, dans le monde entier, de

souches bactériennes résistantes par production d’enzymes inactivant les ß-lactamines : les

béta-lactamases à spectre étendu (BLSE). Décrites initialement en milieu hospitalier, ces

souches sont maintenant clairement installées en milieu communautaire (Chavane, 2011).

Suite au contact fréquent de l’Homme avec son environnement, cette installation peut avoir

un impact sur l’acquisition de bactéries résistances de la flore digestif, cela conduit à la

colonisation et à la dissémination des bactéries multirésistantes.
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La prévalence des porteurs communautaires, par ailleurs sains, varie entre les régions.

Une étude réalisée sur 20 enfants d’un village rural au Sénégal retrouvait une prévalence de

10% d’E. coli BLSE, dans les coprocultures (Ruppé et al., 2009).

En Amérique latine, les études réalisées font état d’une prévalence de 8 % (Woerther

et al., 2010). En Asie, la situation est plus contrastée avec une prévalence qui varie de 6,4%

au Japon (Luvsansharav et al., 2011a) à près de 30% en Thaïlande (Luvsansharav et al.,

2011b). Au Moyen Orient, cette prévalence est de l’ordre de 13% pour les études les plus

récentes (Kader et al., 2007). Enfin en Europe, la prévalence du portage de bactéries BLSE

communautaires varie de 3,6 à 4,2% (Janvier et al., 2011). En Algérie, aucune étude n’a été

publiée sur le portage digestif d’entérobactéries productrices de BLSE chez des sujets sains.

Compte-tenu des conséquences réelles et potentielles sur la santé publique de

l’émergence de la résistance, il nous a paru pertinent, voire intéressant, de réaliser cette étude

à visée écologique et épidémiologique au milieu communautaire.

Dans ce contexte, les étudiants résidents dans 4 cités universitaires, pris comme

exemple de vie collective, ont fait l’objet de cette étude dans le but d’évaluer le portage

digestif asymptomatique d’entérobactéries résistantes aux antibiotiques au milieu

communautaire. Pour ce faire, nous avons opté pour la méthodologie suivante :

 Isolement et identification d’entérobactéries à partir d’un échantillonnage effectué

par prélèvement rectal ;

 Etude de la sensibilité des souches isolées vis-à-vis des béta-lactamines et autres

familles d’antibiotiques ;

 Détermination du phénotype de résistance des souches isolées ;

 Et enfin, discussion générale des résultats obtenus et détermination de quelques

facteurs de risque dans l’acquisition de souches d’entérobactéries résistantes par production

de β- lactamases à spectre étendu.  
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I. Les β-lactamines 

Les β-lactamines constituent la famille d’antibiotiques la plus utilisée en pratique 

clinique (antibioprophylaxie et antibiothérapie) (Bassetti et al., 2008). Cette importante

utilisation est due à leur large spectre d’action, leur faible toxicité, leur efficacité et à leur

faible coût pour certaines molécules (Livermore, 1995; Ruppé, 2010). Elles représentent une

vaste famille d’antibiotiques qui possèdent comme structure de base le cycle β-lactame. Et 

ayant, habituellement, un effet bactéricide temps dépendant conduisant à une lyse bactérienne

consécutive à l’activation des enzymes autolytiques de la bactérie (Drame, 1999) et un effet

post antibiotique faible ou inexistant (Bibbal, 2008).

I.1. Structure et classification

Les β-lactamines se caractérisent par la présence d’un élément structural commun : le 

noyau β-lactame (figure 1, annexe I). Les divers groupements fonctionnels pouvant s’y greffer 

caractérisent la diversité de ces molécules. La grande famille des antibiotiques β-lactames se 

subdivise en classes, différenciées au niveau structurel: les pénames, les céphèmes, les

pénèmes et les monobactames (figure1, annexe I). Mais aussi, des inhibiteurs de β-lactamines 

dont certaines structures sont incluses dans les quatre principaux groupes (Bryksier, 1999).

Elles présentent une analogie structurale (noyau β-lactame) avec le dipeptide terminal D-

alanine-D-alanine du pentapeptide constitutif du peptidoglycane (Nauciel et Vildé, 2005).

 Les pénames (Pénicillines)

La classe des pénicillines est dérivée de l’acide amino-6-pénicillanique, sa structure est

constituée de trois parties: un noyau thiazolidine fixé sur un cycle azétidinone et d’une chaine

latérale en C-6 qui permet de les différencier (Bryskier, 1999). Selon la nature de ses

différents substituant, on a défini plusieurs sous-classes, dont les plus utilisées sont les

aminopénicillines (amoxicilline et ampicilline), les carboxypénicillines (ticarcilline) et les

uréidopénicillines (pipéracilline) (Ruppé, 2010).

Le spectre d’activité des pénicillines varie d’une molécule à une autre, tout en

agissant sur les bactéries à Gram positif et/ou à Gram négatif. Cependant, les pénicillines

originelles n’ont que peu d’effet sur les bactéries à Gram négatif, parce qu’elles traversent

difficilement la membrane externe (Singleton, 2005).
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 Les céphèmes (Céphalosporines)

Leur noyau de base associe un cycle β-lactame à un cycle dihydrothiazine pour former 

l’acide 7-aminocéphalosporanique ou 7-ACA (noyau céphème), qui distingue les

céphalosporines des pénicillines. La particularité du noyau céphème et les nombreux radicaux

de substitution proposés expliquent les différentes propriétés antibactériennes des

céphalosporines, justifiant leur distinction fonctionnelle en plusieurs générations, de spectre et

d’intérêt clinique variables. Selon la nature des substituant R1 et R2 (figure 1, annexe I), on

distingue plusieurs types de céphalosporines, de première, deuxième, troisième et quatrième

génération et les céphamycines (Cavallo et al., 2004).

 Les céphalosporines de première génération : Les C1G (céfalotine, céfalexine) ont un

spectre limité aux cocci à Gram positif, essentiellement les streptocoques et les

staphylocoques sensibles à la méthicilline et à quelques entérobactéries ne produisant pas de

céphalosporinase inductible comme E.coli, les salmonelles, Proteus mirabilis ou Klebsiella

spp. Elles sont hydrolysées facilement par les β-lactamases acquises (Cavallo et al., 2004 ;

Ruppé, 2010).

 Les céphalosporines de deuxième génération : Les C2G (céfuroxime, céfamandole)

ont un spectre étendu vers les bactéries à Gram négatif. Parmi les céphalosporines se situe une

sous-famille que sont les céphamycines ou 7-a-méthoxy-céphalosporines, dont la céfoxitine

(Ruppé, 2010).

 Les Céphalosporines de troisième génération : Les C3G ou oxyimino-céphalosporines

(céfixime, céfotaxime, ceftazidime) ont un spectre étendu à la plupart des entérobactéries et

sur Pseudomonas aeruginosa pour la ceftazidime. Les C3G sont les antibiotiques de choix

dans le traitement des infections sévères à entérobactéries (Ruppé, 2010). Cependant, en cas

d’hyperproduction de céphalosporinases chromosomiques ou de production de β-lactamases à 

spectre élargi, ces céphalosporines sont inactivées (Cavallo et al., 2004).

 Les Céphalosporines de quatrième génération : Les C4G (céfépime et céfpirome) sont

des oxyimino-céphalosporines relativement stables à l’hydrolyse des céphalosporinases de

type AmpC (Ruppé, 2010).
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 Les Pénèmes (carbapénèmes)

Il s'agit d'une vaste famille de produits ayant en commun le noyau pénème qui est

caractérisé par la présence d’un cycle penta-atomique insaturé associé au noyau β-lactame 

(Cavallo et al., 2004). En fonction de l’hétéroatome fixé en position 1, on distingue trois

groupes : les pénèmes (1-soufre), les carbapenèmes (5-CH2) et les oxa-1-pénèmes (Bryskier,

1999). Les carbapénèmes, représentés par l’imipenème, sont les membres les plus puissants

de cette famille ; c’est pour cette raison qu’ils sont réservés typiquement pour l’hôpital

(Nicolau, 2008). Ce sont des molécules utilisées en dernier recours, sur des bactéries

multirésistantes (Ruppé, 2010).

 Les monobactames

Ce groupe a été individualisé en 1976. Leur noyau est limité au cycle β-lactame 

(Cavallo et al., 2004). Ils se caractérisent par une structure monocyclique (hétérocycle

azétidinone) différente du double cycle rencontré chez les pénicillines ou les céphalosporines.

L’aztréonam, seul monobactame commercialisé, n’est actif que sur les bactéries à Gram

négatif (Ruppé, 2010).

 Les inhibiteurs de β-lactamases

Les inhibiteurs de β-lactamases sont des molécules de β-lactamines de fortes affinités 

pour certaines β-lactamases qu’elles neutralisent (Ruppé, 2010). Doués d’une faible activité

intrinsèque, ces inhibiteurs ne sont pas employés seuls, mais doivent être associés à d’autres

β-lactamines ayant une bonne activité antibactérienne mais hydrolysables par les β-lactamases 

(Page et al., 1999; Cavallo et al., 2004).

L’acide clavulanique est utilisé avec l’amoxicilline dans l’Augmentin et la ticarcilline

dans le Claventin, alors que le tazobactam est utilisé avec la pipéracilline dans la Tazocilline.

L’acide clavulanique, le sulbactam et le tazobactam ont un spectre d’inhibition limité aux

pénicillinases mais une nouvelle molécule, le NXL104, inhibe également les

céphalosporinases. Ce nouvel inhibiteur devrait prochainement être commercialisé en

association avec la céftazidime (Ruppé, 2010).

I.2. Mode d’action des β-lactamines  

Les agents antimicrobiens peuvent nuire aux bactéries pathogènes de différentes

façons. Ils peuvent agir par : inhibition de la synthèse de la paroi, des protéines, des acides

nucléiques, par perturbation de la structure membranaire ou par antagonisme métabolique.
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Les β-lactamines font partie des antibiotiques inhibiteurs de la synthèse de la paroi. Ils 

agissent, sur les bactéries en phase de croissance, en se liant par covalence aux protéines

fixatrices de pénicilline (PLP) et en les inactivant, ce qui provoque le blocage de la

transpeptidation (figure 2, annexe I). Cette capacité est entièrement dépendante du noyau ß-

lactame (Matthew et Muller, 2004), qui présente une analogie structurale avec le dipeptide

terminal D-alanine-D-alanine du pentapeptide constitutif du peptidoglycane. Leur

reconnaissance par les transpeptidases et les carboxypeptidases aboutit à la fixation du cycle

β-lactame sur le site actif de ces enzymes cibles, qui comporte en général une sérine (Cavallo

et al., 2004). La conséquence de cette interaction moléculaire est l’inhibition de la

biosynthèse et du remodelage du peptidoglycane (Charpentier et Novak, 2000) suite à

l’ouverture du cycle β-lactame, rupture de la liaison amide et acylation du site actif sérine et 

la formation d’un complexe covalent inactivant le site actif de l’enzyme, d’où arrêt de la

croissance bactérienne (Cavallo et al., 2004).

Les β-lactamines ont habituellement un effet bactéricide sur les bactéries sensibles. 

Ceci résulte d’un effet secondaire, car l’action bactéricide de ces antibiotiques se manifeste le

plus souvent par une dégradation du peptidoglycane conduisant à une lyse de la bactérie, soit

par libération de substances pariétales telles que les autolysines, ou par un déséquilibre entre

une synthèse ralentie du peptidoglycane et une destruction par les autolysines : il en résulte

une paroi fragilisée ne résistant pas à la pression osmotique (Charpentier et Novak, 2000).

II. Résistance aux β-lactamines par production de β-lactamases  

Compte tenu de la complexité du mécanisme d’action, la résistance naturelle ou acquise

aux β-lactamines est caractérisée par au moins quatre mécanismes, enzymatiques ou non,  qui 

peuvent par ailleurs être combinés :

- modification de la cible, ce qui génère des PLP mutées et diminution de l’affinité tout en

maintenant leur activité biologique normale;

- diminution de la perméabilité de la membrane externe par modification des porines ;

- expression d’une pompe d’efflux actif permettant d’expulser l’antibiotique hors de la

cellule ;

- et enfin inactivation enzymatique par des β-lactamases (Jacob, 2011).
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La production de β-lactamases constitue le principal mécanisme de la résistance 

naturelle et acquise aux β-lactamines, en particulier chez les bactéries à Gram négatif 

(Philippon et Arlet, 2006 ; Rodriguez et Struelens, 2006).

II.1. Généralités et classification

Les β-lactamases constituent une famille de protéines enzymatiques capables de 

dégrader ou de modifier les antibiotiques de type β-lactamine avant d’atteindre leur cible 

(PLP). Elles se lient de façon covalente au cycle β-lactame et hydrolysent ainsi sa liaison 

amide (Canton et al., 2008). Voire figure 03 ci-dessous.

Figure N°03 : Inactivation d’une ß-lactamine par une ß-lactamase (hydrolyse de l’anneau ß-

lactame) (Chavane, 2011).

Elles sont sécrétées de manière inductible ou constitutive dans le milieu de culture ou

dans le périplasme respectivement par les bactéries à Gram positif et à Gram négatif. Leurs

gènes sont portés par le chromosome ou les plasmides et parfois des transposons ou des

intégrons (Charlier et al., 1998).

L’introduction des β-lactamines peu hydrolysables comme les céphalosporines de 

troisième génération et les carbapénèmes, l’imipénème par exemple dans les années 1980-

1985, a été suivie d’une émergence continue d’enzymes nouvelles, le plus souvent

plasmidiques chez les bacilles à Gram négatif : entérobactéries, P. aeruginosa… (Philippon

et Arlet, 2006). La dissémination des béta-lactamases communes et l’apparition de nouvelles

enzymes ou d’enzymes mutants est reliée directement à l’utilisation abusive des béta-

lactamines dans le domaine de la santé humaine et animale et en agriculture.

Généralement, les β-lactamases sont classées selon leur structure primaire, c’est la 

classification structurale d’Ambler (Ambler et al., 1980) ou selon leur spectre et réponse de
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substrat aux inhibiteurs, c’est la classification fonctionnelle de Bush-Jacoby-Medeiros (Bush

et al., 1995) (Jacoby et al., 2005).

II.1.1. Classification d’Ambler

La classification la plus utilisée en clinique est celle d’Ambler. Proposée en 1980,

cette première classification, dite structurale, est basée sur la séquence en acides aminés des

enzymes, notamment du site actif. Elle individualise quatre classes moléculaires de β-

lactamases : A, C et D (appelées enzymes à sérine) et B (dont les enzymes comportent deux

atomes de zinc au niveau de leur site actif) (Hall et Barlow, 2005; Jacob, 2011).

•La classe A

Ces enzymes étaient initialement décrites dans des plasmides de bactéries à Gram

positif. Cependant, les β-lactamases véhiculées par des plasmides, transposons et 

chromosomes (VHS, PER, TEM et SHV) de bactéries à Gram négatif ont étaient rapportées

(Kong et al., 2010). Les enzymes formant la classe A sont décrites comme hydrolysant

l’ampicilline et la ticarcilline. Elles sont sans action sur les céphalosporines de troisième

génération, la céfoxitine et les carbapénèmes. Toutefois, des mutations spontanées conduisant

à la surexpression ou introduisant des changements précis dans la structure primaire des β-

lactamases peuvent accroître leur activité vis-à-vis de β-lactamines relativement résistantes à 

l’hydrolyse enzymatique.

C’est pourquoi, dans les années 1990 sont apparues des enzymes dérivant des

pénicillinases à spectre étroit, capables d’inactiver des C3G et appelées de ce fait «β-

lactamases à spectre étendu» ou BLSE. Les principales enzymes représentantes de ce groupe

sont les TEM, SHV et les CTX-M (Pitout et al., 2008).

•La classe B

Les enzymes de la classe B peuvent être inhibées par l'EDTA. IMP-1 est la première

métallo-β-lactamase décrite chez P. aeruginosa. Son gène, blaIMP semble être dispersé entre

P.aeruginosa et les autres bactéries à Gram négatif au Japon. L’intégron à l’origine du gène

de la métallo-β-lactamase, blaVIM, qui a été initialement décrit chez Pseudomonas

aeruginosa isolées en Italie et sa prévalence constatée en Grèce, engendre la résistance au

méropenème et à l’imipénème (Kong et al., 2010).
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•La classe C

Les sérines-enzymes de la classe C regroupent toutes les céphalosporinases de type

AmpC insensibles à l’acide clavulanique et qui hydrolysent les céphalosporines 5 à 10 fois

plus vite que la benzylpénicilline. On distingue les céphalosporinases chromosomiques

constitutives ou inductibles et les céphalosporinases plasmidiques (Kong et al., 2010).

•La classe D

Les enzymes appartenant à cette classe sont appelées les oxacillinases. En effet, elles

sont capables d’hydrolyser l’oxacilline ou encore la méthicilline. Les enzymes OXA sont

relativement résistantes à l'inactivation par l’acide clavulanique, mais sont inhibées par le

NaCl (Kong et al., 2010).

II.1.2. Classification de Bush, Jacoby, Medeiros

La classification de Bush, Jacoby, Medeiros, dite fonctionnelle, plus complète et plus

récente, élaborée en 1989, actualisée en 1995 et réactualisée en 2010, est basée sur : les

propriétés fonctionnelles des enzymes, sur le spectre de substrats préférentiels de l’enzyme et

enfin sur leurs comportements aux inhibiteurs. Cependant, la limite évidente de cette

classification est que des mutations ponctuelles des gènes de β-lactamases peuvent modifier  

significativement les spectres d’activité pour les différents substrats ou pour les inhibiteurs,

ce qui n’est pas le cas pour la classification d’Ambler qui reste valable pour les enzymes

mutées (Bush et al., 1995; Jacob, 2011).

Une relation a été établie entre les deux classifications est donnée dans le tableau N°I.
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Tableau N° I : Relation entre la classification moléculaire d’Ambler et celle

fonctionnelle de Bush et al., (Bush et Jacoby, 2010).

AC: acide clavulanique, TZB: tazobactam, EDTA: Acide Ethylène Diamine Tétra-acétique,

NI: non inclus
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II.2. β-lactamases chromosomiques 

 Les β-lactamases chromosomiques sont ubiquitaires chez les entérobactéries, excepté 

Salmonella et P. mirabilis, mais varient dans la quantité produite, le mode de production et

par conséquent dans leur contribution à la résistance aux β-lactamines (Livermore, 1997).

II.2.1. Pénicillinases

Les pénicillinases comme leur nom l’indique, sont principalement actives sur les

pénicillines, mais aussi à un degré moindre sur les céphalosporines de 1ere génération. La

plupart des céphalosporines de 3eme génération comme la céfotaxime, les céphamycines et les

carbapénèmes présentent peu ou pas d’interaction avec ces pénicillinases (Acar et al., 1999).

II.2.2. Céphalosporinases chromosomiques

Elles sont généralement chromosomiques et spécifiques d’une espèce. Parfois

présentes mais non exprimées (comme chez E. coli), elles peuvent s’exprimer à bas ou à haut

niveau conduisant à des phénotypes de résistance très hétérogènes. Le phénotype

«céphalosporinase bas niveau » est, dans la majorité des cas, réprimé chez une bactérie. Il

confère une résistance aux aminopénicillines, aux C1G et pour certaines souches aux C2G.

Ces enzymes sont inhibées par la cloxacilline mais sont insensibles aux inhibiteurs de β-

lactamases (clavulanate, tazobactam et sulbactam) (Lavigne et al., 2002).

II.3. Les β-lactamases plasmidiques

II.3.1. β-lactamases de types BLSE

Les BLSE ont été décrites pour la première fois en 1983, en Allemagne (Knothe et

al., 1983). Il n’existe pas de définition consensuelle et précise des β-lactamases à spectre 

étendu. Les BLSE sont définies comme des β-lactamases capables de conférer une résistance 

bactérienne vis-à-vis des pénicillines, des céphalosporines de première, deuxième et troisième

génération ainsi que l’aztréonam par hydrolyse de ces antibiotiques. Les BLSE sont sensibles

à la présence d’inhibiteurs de β-lactamases comme l’acide clavulanique (Paterson and

Bonomo, 2005). Ce sont des enzymes très épidémiques, ont des caractéristiques et spectres

d’activité variés (TEM, SHV, CTX-M, et dérivés) (Adjidé et al., 2006).

La révision datant du 13/06/2012 montre que les deux plus grandes familles sont les

BLSE de type TEM qui ont atteint TEM-201 et les BLSE de type SHV ayant atteint SHV-

166, dérivant toutes de β-lactamases TEM-1, TEM-2 et SHV-1 qui ne sont pas des BLSE 

(www.lahey.org).
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 BLSE de type TEM

La première β-lactamase a été découverte au début des années soixante. Elle fut 

baptisée « TEM » du nom de la patiente grecque (Temoniera) chez qui elle a été isolée pour la

première fois. Rapidement une autre β-lactamase de la même famille fut découverte et 

baptisée TEM-2 alors que la première prenait le nom de TEM-1. Ces deux enzymes

différaient par un seul acide aminé. Par la suite d’autres BLSE de types TEM ont été décrites

qui dérivent de TEM-1 et TEM-2 par substitution d’un ou de plusieurs acides aminés (Ruppé,

2010). Cependant, les enzymes dérivées par mutations permettant d’hydrolyser à la fois les

C3G et les inhibiteurs sont de plus en plus fréquentes (Rodriguez et Struelens, 2006). Ce

type de β-lactamases a été décrit essentiellement chez E. coli et K. pneumoniae au cours

d’épidémies hospitalières, mais également en milieu communautaire (Chavane, 2011).

L’émergence des enzymes TEM résistants aux inhibiteurs mais inactif contre les

céphalosporines est apparue suite à l’utilisation clinique des combinaisons pénicillines-

inhibiteurs de β-lacatmases (Robin et al., 2007).

 BLSE de type SHV

Les β-lactamase  de type SHV (sulfhydryl variable) constituent, après le type TEM,  le 

plus grand nombre d’enzymes BLSE, surtout chez K. pneumoniae, et étaient encore

majoritaires en 2005 (Chavane, 2011).

Comme dans le cas des enzymes de type TEM, les enzymes de type SHV dérivent par

mutations ponctuelles de l’enzyme originale SHV-1 (Ruppé, 2010).

 BLSE de type CTX-M

Ce sont des β-lactamases de classe A qui tiennent leur nom de par leur hydrolyse 

préférentielle du céfotaxime par rapport à la céftazidime (« CTX ») et « M » pour leur lieu

d’isolement (Munich) puisque la dénomination CTX était déjà occupée (aujourd’hui TEM-3).

Elles n’hydrolysent ni les céphamycines ni les carbapénèmes.

Ces enzymes ne sont donc pas inductibles. On compte aujourd’hui (jusqu’au

13/06/2012) 130 CTX-M (www.lahey.org/studies).

Certains variant de CTX-M ont une activité augmentée sur la céftazidime: les CTX-M-

32, -15, -16 et -27 dérivent respectivement des CTX-M-1, -3, -9 et -14 suite à une mutation

Asp240Gly (Philippon et Arlet, 2006). Ces enzymes sont largement rependues dans le

monde.
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Il est accepté que les CTX-M dérivent des β-lactamases chromosomiques d’espèces du 

genre Kluyvera (entérobactéries non pathogènes).

Les CTX-M ont été isolées sur tous les continents à des fréquences variables en fonction

de l’année d’étude, le pays et le type de patients recrutés. Cette diffusion est qualifiée de

pandémique (Canton et Coque, 2006).

 BLSE de type OXA

Bien que les BLSE appartiennent le plus souvent à la classe A, plusieurs oxacillinases

(classe D) ont des propriétés de BLSE. Les -lactamases de type OXA, hydrolysant

particulièrement l’oxacilline, peu inhibées par l’acide clavulanique sont rencontrées

essentiellement chez Pseudomonas mais aussi chez les entérobactéries (Chavane, 2011).

Elles sont codées par des gènes portés par des éléments mobiles (transposons et

intégrons). Il y a (jusqu’au 13/06/2012) 247 BLSE du groupe OXA (www.lahey.org).

 Autres types de BLSE peu fréquentes

-PER: Sept enzymes ont été décrites, l’enzyme PER-1, initialement découverte en 1993 chez

P. aeruginosa en Turquie, est fréquente chez P. aeruginosa et Acinetobacter ssp., mais a aussi

été détectée chez S. typhimurium, Providencia spp., P. mirabilis. Cette enzyme confère une

résistance aux pénicillines, céfotaxime, céftazidime et à l'aztréonam mais variablement aux

carbapénèmes et céphamycines. Son activité est bien inhibée par le clavulanate, sulbactam et

le tazobactam (Nass et al., 2008).

-VEB : L’enzyme VEB-1 (38 % d’identité avec PER-1) a été retrouvée en 1996 dans une

souche d’E. coli isolée chez un patient vietnamien, puis chez P. aeruginosa en Thaïlande.

VEB-1 confère un haut niveau de résistance à la céftazidime, au céfotaxime et à l'aztréonam

et elle est inhibée par les inhibiteurs de β-lactamases, mais aussi par l’imipenème et la 

céfoxitine (Nass et al., 2008). Six dérivés de VEB-1 ont été décrits (Cattoir, 2008).

-SFO-1 : cette enzyme n’a été identifiée qu’une seule fois en 1988 chez une souche de E.

cloacae au Japon mais d’une part, elle présente la particularité d’être inductible et d’autre

part, d’avoir pour progéniture une entérobactérie d’isolement rare en bactériologie médicale,

l’espèce Serratia fonticola (Phillipon et Arlet, 2006).

-TLA-1 : cette enzyme a été décrite chez une souche d’E. coli isolée au Mexique en 1993

(Nass et al., 2008). TLA-1 hydrolyse préférentiellement la céphaloridine, céfotaxime,

céfalotine, benzylpénicilline et céftazidime. L'enzyme est inhibée par le sulbactam, le
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tazobactam et l'acide clavulanique. TLA-1 est une nouvelle BLSE de la classe A d'Ambler

(Silva et al., 2000).

-BES-1 : cette enzyme n'a été isolée qu’une seule fois à partir d’une souche de S. marcescens

au Brésil en 1996 (Nass et al., 2008).

-BEL-1 : cette enzyme a été identifiée chez une souche de P. aeruginosa en Belgique en 2004

(Nass et al., 2008).

II.3.2. Les céphalosporinases plasmidiques

Ce sont des enzymes de classe C appartenant au groupe fonctionnel 1 résistantes au

clavulanate ainsi qu’a la majorité des oxymino-céphalosporines (Livermore, 2008).

Les céphalosporinases de type AmpC présumées être à médiation chromosomique ont été

décrites chez de nombreux genres d’Entérobactéries. Elles sont souvent inductibles par

l’intermédiaire d’un système de gènes régulateurs faisant intervenir ampD, ampG, ampR

(figure 4, annexe I) et des intermédiaires du peptidoglycane (Phillipon et al., 2002). Le

déplacement des gènes ampC du chromosome vers le plasmide a augmenté la distribution de

ce mécanisme de résistance à plusieurs pathogènes nosocomiaux (Coudron et al., 2000). Les

souches produisant une AmpC plasmidique peuvent être résistantes à la majorité des béta-

lactamines, céphamycines et aztréonam (Jacoby, 2009), à l’exception des carbapénèmes et

des céphalosporines de quatrième génération (Thomson et Moland, 2001).

Les exemples d’AmpC plasmidiques incluent ACC-1, CMY-1, CFE-1, FOX-1, MIR-1, LAT-

1 et MOX-1. La majorité des AmpC plasmidiques est constitutive et a des propriétés

similaires aux β-lactamases chromosomiques de classe C. D’autres enzymes AmpC 

plasmidiques inductibles ont été rapportées chez des souches de K. pneumoniae de type ACT-

1, DHA-1 et DHA-2 (Jacoby, 2009).

II.3.3. Les Carbapénémases

 Les carbapénèmases représentent la famille la plus versatile des β-lactamases, avec un 

spectre large supérieur à celui des autres enzymes hydrolysant les β-lactamines (Queenan et

Buch, 2007). Ces enzymes sont une source de préoccupation considérable, car elles sont

actives non seulement sur les oxymino-céphalosporines et les céphamycines mais aussi sur les

carbapénèmes (Jacoby et Munoz-price, 2005; Bassetti et al., 2008).
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Elles appartiennent à deux familles moléculaires qui se distinguent par leur mécanisme

d’hydrolyse et leur site actif: les carbapénèmases à sérine et les carbapénèmases à zinc

(Queenan et Buch, 2007).

Les carbapénèmases responsables des CMI élevées aux carbapénèmes appartiennent aux trois

classes des β-lactamases : la classe A, B et D (Moland et al., 2008). Le tableau N°II

(annexe II) résume les différentes classes des carbapénèmases.

III. Dissémination de la résistance

Le risque de passage des bactéries résistantes à l’homme est conditionné par

plusieurs facteurs propres aux micro-organismes comme, le taux de résistance à un

antibiotique pour une espèce bactérienne donnée, la prévalence (nombre de bactéries

porteuses de la résistance par rapport au nombre total étudié), l’incidence (variation dans le

temps de la prévalence) ou encore la virulence de la bactérie et leur combinaison (Faure,

2009). A cela, s’ajoute le niveau d’exposition des individus aux bactéries résistantes, l’état

des défenses immunitaires de l’hôte ou encore l’exposition des individus aux pressions de

sélection (Faure, 2009), suite à l’utilisation irraisonnée des antibiotiques, soit en médecine

humaine qui a probablement un poids aussi important dans l’émergence des résistances, soit

en élevage animal ou liée à l’agriculture (Andremont, 2000).

Avant de déterminer les modes de transmission de la résistance à l’homme et

l’influence de la pression de sélection, il est nécessaire de décrire le réservoir naturel de

bactéries chez l’homme qui est la flore intestinale.

III.1. Ecosystème intestinal normal

Le tractus gastro-intestinal est peuplé d’une importante population bactérienne appelée

le microbiote intestinal ou écosystème intestinal. Il est considéré comme un organe mature

uniquement plusieurs mois après la naissance lorsque la colonisation est complète (Fan,

2008).

III.1.1. Établissement de la flore intestinale

A la naissance, le tube digestif est normalement stérile mais il est très rapidement

colonisé par les bactéries de l’environnement direct (flore de la mère, notamment) pour

atteindre une population comprise entre 109 et 1011 UFC/g au bout de 48 h dans le côlon. La

colonisation s’effectue différemment et la composition de cette population dépend de
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plusieurs facteurs, tels que le mode d’accouchement, le type d’allaitement et le degré

d’exposition à l’environnement hospitalier (Bourlioux et al., 2003).

Chez le nourrisson, la flore microbienne présente une grande variabilité, constituée

essentiellement de bifidobactéries, de lactobacilles, d'entérobactéries, d’entérocoques et de

bactéroïdes.

Vers l’âge de 2ans, parallèlement à la diversification alimentaire, on observe une

modification progressive de la flore qui tend vers celle de l’adulte et que l’on qualifie de

“flore normale” (Bourlioux et al., 2003). Une perturbation de l’équilibre microbien pendant

cette période par divers facteurs comme les conditions de la naissance, la prise

d’antibiotiques, une mauvaise alimentation, peut avoir des conséquences importantes à court,

mais aussi à long terme (Rambaud et al., 2004).

III.1.2. Rôles de la flore intestinale

L’écosystème intestinal exerce de nombreuses fonctions physiologiques dont la

plupart d’entre elles sont nécessaires et bénéfiques pour le maintien de la santé de l’hôte (Fan,

2008). L'importance de l'écosystème intestinal est maintenant reconnue de même que le rôle

de l'alimentation dans son implantation et le maintien de son équilibre. La fonction intestinale

se fait en harmonie avec une flore bactérienne qui colonise notre tube digestif. Ces milliards

de bactéries diverses (dix fois plus que de cellules dans notre corps) vivent en équilibre. Elles

nous aident, par exemple, à digérer certaines substances, à fabriquer certaines vitamines, à

stimuler le système immunitaire et à dégrader les fibres alimentaires (Medart et al., 2009).

De plus, la flore du tractus gastro-intestinal exerce une fonction primordiale de protection de

l'hôte, effet de barrière intestinale, contre l'envahissement de son tractus digestif par les

bactéries entéropathogènes, tout au moins celles qui expriment leur pouvoir pathogène en se

multipliant dans la lumière du tube digestif (Donskey, 2006; Stecher et al., 2008).

III.1.3. Composition et répartition de la flore intestinale humaine

On peut définir de façon primitive une flore normale par l’ensemble des espèces

présentes dans l’écosystème de façon constante et capables de s’y multiplier dans les

conditions environnementales du tube digestif. Cependant, il existe de très grandes variations

dans les résultats publiés, selon les modes de prélèvement, les méthodes microbiologiques, la

présence éventuelle de bactéries d’origine alimentaire, la physiologie intestinale et le contexte

environnemental. La répartition de la flore varie selon les segments du tube digestif qui



Synthèse bibliographique

17

offrent des conditions physico-chimiques très différentes aux microorganismes qui s’y

trouvent. Elle dépend de la teneur du milieu en oxygène, des sécrétions du tube digestif haut,

des nutriments disponibles et de la vitesse du transit (rapide de la bouche au caecum, plus

lente ensuite) (Fan, 2008).

On distingue alors trois régions de l’environnement gastro-intestinal hébergeant des

microflores différentes (figure5, annexe I):

 Le premier compartiment, l’estomac, se caractérise par la présence d’oxygène apporté

par la déglutition et par une forte acidité. De ce fait, l’estomac héberge sélectivement les

microorganismes acido-tolérants et anaérobies facultatifs comme les lactobacilles, les

streptocoques, les levures, etc. avec un taux inférieur à 103 UFC/g.

 Dans le deuxième compartiment, l’intestin grêle, on observe une variation

quantitative (duodénum 103-104 UFC/g, jéjunum 104-106 UFC/g, iléon 106-108 UFC/g) et

qualitative : diminution progressive des bactéries aérobies au profit des bactéries anaérobies

facultatives tels que les lactobacilles, les streptocoques et les entérobactéries et anaérobies

strictes notamment les bifidobactéries, les bactéroides et les clostridies.

 Dans le dernier compartiment, le côlon (dépourvu d’oxygène), le transit digestif est

plus lent et la flore microbienne est plus abondante (de 109 à 1011 UFC/g), représentant 35 à

50 % du volume du contenu du côlon humain. Dans ce compartiment, on distingue 4 types de

flore : dominante, sous dominante, résiduelle et fécale.

Le tube digestif est une véritable chambre de fermentation, siège de très nombreuses

biotransformations des aliments, où seule l’analyse de la flore fécale permet de donner une

vue d’ensemble de l’écosystème intestinal, malgré les limites de détection tout en permettant

de retrouver les souches pathogènes ou potentiellement pathogènes pour l’hôte.

III.2. Transmission de la résistance à l’homme

Les bactéries évoluent rapidement non seulement par mutation et multiplication mais

également par acquisition de matériel génétique exogène. La résistance par accumulation de

mutations est supposée présenter un risque minimum de dissémination des gènes, alors que la

résistance par acquisition de gènes exogènes a un fort potentiel de diffusion car elle est dans

la plupart des cas portée par des éléments génétiques mobiles.
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L’absence d’étanchéité entre les écosystèmes animal - homme - environnement aggrave d’un

point de vue santé publique le risque de dissémination de la résistance aux antibiotiques

(figure 06).

Figure N°06: Réseau de transmission de la résistance de l’animal à l’homme (Fournier,

2003).

Les bactéries résistantes peuvent être transmises de deux manières, par voie

alimentaire ou par contact direct avec les animaux.

III.2.1. Transmission directe

Le transfert de bactéries résistantes des animaux à l'homme est bien documenté dans la

littérature. L'homme peut acquérir des bactéries résistantes suite à une exposition directe, en

élevage. Des enquêtes récentes montrent que les fréquences de portage intestinal

d'entérobactéries résistantes à différentes classes d'antibiotiques dont les quinolones et

d'entérocoques résistants aux glycopeptides sont significativement plus grandes chez les

personnes travaillant dans des élevages que chez des sujets vivant en zone urbaine (Varma et

al., 2005).

Mis à part les animaux d’élevage, les animaux de compagnie sont également porteurs

de bactéries résistantes notamment par production de BLSE. Ainsi, il est tout à fait

envisageable que les sujets ayant des contacts répétés avec les animaux de compagnie

porteurs de bactéries résistantes aient une probabilité d’être porteurs eux-mêmes de bactéries

résistantes (Faure, 2009).

A cela s’ajoute la transmission, à l’hôpital, entre patients malades porteurs de souches

résistantes et le contact direct avec le personnel hospitalier.
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Sachant qu’à l’hôpital, l’état immunodéprimé transitoire du patient, ajouté aux

traitements antibiotiques peut favoriser la sélection et la colonisation d’un germe infectieux

résistant déjà présent chez l’individu (Faure, 2009).

Dans la communauté, la circulation des biens, des marchandises et des personnes ainsi

que l’absence d’étanchéité entre les écosystèmes sont autant de facteurs pouvant favoriser la

transmission des bactéries résistantes aux antibiotiques. Selon un rapport canadien, 44 % des

patients identifiés comme porteurs d’une souche d’E.coli productrice de BLSE ont été

contaminés lors de voyages notamment en Inde, au Moyen-Orient et en Afrique (Laupland et

al., 2008).

III.2.2. Transmission indirecte via l’alimentation d’origine animale

L’alimentation d’origine animale représente une source démontrée d’acquisition par

l’homme de bactéries résistantes (Aubry-Damon et al., 2001). Le passage inévitable des

bactéries résistantes de l'animal à l'homme n’est pas seulement direct, mais aussi indirect, qui

s’opère principalement par la chaine alimentaire. Le rôle de celle-ci dans la transmission de

bactéries résistantes est non seulement possible mais certains arguments attestent de sa réalité

pour certains pathogènes comme Salmonella (Faure, 2009). Certaines bactéries proliférant

dans les tubes digestifs des animaux d'élevage vont être rejetées dans l’environnement avec

les excréments animaux, pour ensuite contaminer les sols, les eaux ou même la viande lors de

l’abatage pour enfin contaminer l’homme. Plus rarement, la contamination peut aussi être

directe par ingestion si les bactéries survivent à la cuisson. Une fois en contact avec les

bactéries de notre flore intestinale, elles peuvent alors leur transmettre le gène de résistance.

III.3. Impact d’une pression de sélection

La pression de sélection est l'ensemble des conditions de l'environnement qui favorisent

l'émergence des bactéries résistantes. Elle est directement liée à la prise d'antibiotiques.

III.3.1. Impact d’un antibiotique sur l’écosystème intestinal et la résistance

L’impact de l’antibiothérapie sur l’écosystème intestinal est universel, quelle que soit

l’indication de la prescription et quelle que soit la voie d’administration, orale ou parentérale

(Andremont, 2000). La fraction de la dose administrée qui est excrétée sous forme active par

voie biliaire ou sécrétée par la muqueuse intestinale, à laquelle s’ajoute, en cas

d’administration orale, la fraction non absorbée, peut suffire à altérer l’équilibre écologique
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de la flore de barrière, la flore commensale, et une élimination des bactéries sensibles.

L’impact du traitement antibiotique sur la flore bactérienne dépend de nombreux

facteurs que sont le spectre de l’antibiotique, la dose, la voie d’administration, ses propriétés

et sa capacité à être inactivé in vivo (Faure, 2009). En effet, lorsque les concentrations

d'antibiotiques atteintes dans la lumière intestinale dépassent les concentrations minimales

inhibitrices pour les bactéries de la flore, la colonisation et l’implantation dans le tractus

digestif de microorganismes exogènes résistants seront favorisées. Cela peut entraîner de

lourdes conséquences, essentiellement :

 Élimination des entérobactéries sensibles : il a été toujours mis en évidence qu’une

antibiothérapie faisait disparaître les entérobactéries du tube digestif, avec parfois le

recrutement de bactéries résistantes. En effet, des études ont montré que chez l’adulte,

l’administration de céftazidime entraînait l’élimination des populations d’entérobactéries

commensales tout en favorisant la croissance de bactéries résistantes comme Klebsiella

pneumoniae productrice de BLSE ou Enterobacter spp., hyperproducteur de céphalosporinase

chromosomique (Faure, 2009).

 Destruction des barrières anaérobies : le deuxième mécanisme de l’effet écologique

des antibiotiques sur la flore intestinale est la destruction des effets de barrière (Andremont,

2000).

 Sélection d’entérobactéries résistantes : Les entérobactéries résistantes préexistent

souvent à l’antibiothérapie, qui les sélectionne. La présence de ces bactéries résistantes chez

les sujets sains pourrait être liée au niveau de consommation d’antibiotiques dans la

population à laquelle ils appartiennent. Une fois installée, la résistance bactérienne persiste

très longtemps, voire indéfiniment (Andremont, 2000).

 Acquisition de résistances chez l’individu : Les bactéries résistantes peuvent se

multiplier dans le tube digestif dans des délais très brefs et redeviennent majoritaire au niveau

du tube digestif (Andremont, 2000).
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III.3.2. Impact d’un antibiotique sur le transfert des gènes de résistance

La présence d’antibiotiques procure un avantage sélectif aux bactéries portant des

gènes de résistance vis-à-vis des souches sensibles. La colonisation et la persistance des

souches donneuses ne sont pas un pré-requis pour les échanges génétiques.

Une souche donneuse, même transitée, est capable de transférer ses gènes aux

bactéries de la flore intestinale. Dans le cas des entérocoques naturellement présents dans la

flore intestinale humaine, le transfert des transposons conjugatifs Tn916-Tn1545 portant le

gène de résistance à la tétracycline chez E. faecalis, est connu pour être plus efficace en

présence de cet antibiotique. En effet, la tétracycline, un antibiotique bactériostatique, inhibe

la croissance bactérienne et procure des conditions optimales pour l’implantation des souches

résistantes donneuses et des transconjugants. Néanmoins, peu d’études montrent clairement si

la présence d’antibiotique favorise la prolifération initiale des bactéries ayant acquis la

résistance ou bien si elle augmente le taux de transfert des gènes de résistance (Faure, 2009).
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L’objectif de cette étude est d’établir la prévalence des sujets sains (étudiants) porteurs

d’entérobactéries productrices de β-lactamases à spectre élargi (EB-BLSE) dans leur flore 

fécale, en milieu communautaire, plus précisément, chez des étudiants volontaires résidents

dans les cités universitaires. L’étude s’est déroulée du 18/02/2012 au 18/05/2012 au niveau

des cités universitaires suivantes: Targa Ouzamour, les 1000 lits, 17 Octobre 1961 et la

résidence d’Aamriw. Ainsi, les prélèvements effectués sont à visée écologique et

épidémiologique. Chaque étudiant résident a rempli un questionnaire (Annexe III) afin de

recueillir certaines informations susceptibles d’êtres utiles pour l’identification des facteurs de

risque d’acquisition de ces EB-BLSE.

I.1. Prélèvements

267 écouvillons stériles et questionnaires sont distribués aux des étudiants volontaires

au niveau des résidences citées plus haut. Il est demandé à chaque étudiant de remplir ce

questionnaire et faire un écouvillonnage rectal. Les écouvillons sont ensuite retournés au

laboratoire pour qu’ils soient analysés.

I.2. Milieux et réactifs utilisés

Les milieux de culture et les réactifs utilisés durant notre étude sont donnés dans le

tableau ci-dessous :

Tableau N° III: Liste des milieux de culture et réactifs utilisés durant cette étude.

Milieux Utilisation

Bouillon nutritif additionné du CTX
(4µg /ml) et de la vancomycine (16
µg/ml)

Isolement des entérobactéries résistantes au
CTX et inhibition des bactéries à Gram positif

TSI ou KIA Etude de l’utilisation des sucres : glucose,
lactose, saccharose, et la production de gaz et
H2S.

Mannitol-mobilité Etude de l’utilisation du Mannitol et de la
mobilité

Citrate de Simmons Etude de l’utilisation du citrate comme seule
source de carbone

Bouillon nitraté Recherche de la nitrate réductase

Urée-indole Recherche de l’Uréase et la production de
l’indole

Clark et Lubs Etude de la voie fermentative

Gélose Mueller-Hinton Réalisation de l’antibiogramme standard

Gélose nutritive Repiquage et conservation des souches isolées

Gélose EMB Isolement des entérobactéries
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Gélose Hektoen Isolement des entérobactéries

Mc Conkey L’isolement, repiquage et le test de Hodge

Bouillon Trypticase Soja Culture des souches réceptrice et donatrice pour
le test de conjugaison

Réactifs Utilisation
NRI et NRII Révélation de la nitrate réductase

La poudre de zinc Confirmation du test de la nitrate réductase

H2O2 Recherche de la catalase

Réactif de Kovacs Mettre en évidence la production de l’indole

VPI et VPII Révélation de la formation d’acétoine

RM (Rouge de méthyle) Révélation de la formation d’acides mixtes

I. 3. Isolement

Les écouvillons sont ensemencés dans du bouillon nutritif additionné de deux

antibiotiques : Céfotaxime (4µg/ml) qui sert à sélectionner les souches d’entérobactéries

résistantes aux céphalosporines de 3ème génération (E-C3G) et la Vancomycine (16 µg/ml)

pour éliminer les bactéries à Gram positif. Ensuite, les tubes sont incubés à 37°C pendant 24 à

48 h. Les cultures positives sont isolées sur milieu EMB et Hektoen ou Mc Conkey (selon la

disponibilité).

Il est à noter que la partie d’ensemencement sur bouillon est effectuée au niveau du

Laboratoire de Microbiologie Appliquée (Université de Béjaia) et les autres étapes du travail

sont réalisées au niveau du Laboratoire de Microbiologie de l’hôpital d’Amizour.

I.4. Purification et identification

Au terme de la période d’incubation, l’aspect des colonies ayant poussées sur le milieu

de culture utilisé est examiné. Si la culture est polymicrobienne, des repiquages successifs

sont réalisés afin de purifier les souches isolées.

L’identification des souches d’entérobactéries est réalisée sur la base de : la coloration

de Gram, la catalase et la galerie biochimique.
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 Galerie biochimique

 La recherche de la nitrate réductase

Ce milieu permet de mettre en évidence la nitrate réductase qui réduit le nitrate NO3

en nitrite NO2.

On ensemence le bouillon nitraté avec la suspension bactérienne, et on incube à 37°C pendant

24 ou 48h. La révélation se fait en ajoutant deux réactifs : NRI et NRII et la lecture des

résultats se fait comme suit :

Une nitrate réductase positive se traduit par une coloration rouge. Si la réaction est négative

on ajoute une petite quantité de la poudre de zinc au milieu incolore. On agite puis on laisse le

tube incliné pendant 5mn. Après ce temps, on observe s’il ya apparition d’une couleur rouge,

cela confirme que la souche étudiée ne possède pas une nitrate réductase.

Si le milieu reste incolore, cela indique que la souche étudiée possède, en plus de la nitrate

réductase, une nitrite réductase qui réduit le nitrate jusqu’au stade azote atmosphérique N2.

 Fermentation des sucres (glucose, saccharose et lactose), la production d’H2S et le gaz

A partir de la même suspension bactérienne, on ensemence la pente du milieu KIA ou

TSI par stries serrées, puis le culot par simple piqûre centrale. L’incubation est effectuée à

37°C pendant 24h.

L’utilisation de l’un des sucres contenus dans le milieu est révélée par le virage de

l’indicateur de couleur, le rouge de phénol, du rouge au jaune. La lecture des résultats est

faite comme suit :

Fermentation de glucose : couleur jaune du culot

Fermentation de lactose : couleur jaune de la pente

Fermentation du saccharose : couleur jaune au centre du tube

Production d’H2S : noircissement de tout le milieu ou apparition d’un anneau ou un

précipité noir juste au-dessous de la pente.

Production de gaz (CO2 ou H2): se traduit par le soulèvement ou fracturation de la

gélose, ou par l’apparition de bulles de gaz.
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 Utilisation de citrate

La pente est ensemencée par une strie longitudinale le long de la pente de la gélose

Citrate de Simmons à partir de la colonie. L’incubation est effectuée à 37°C, la durée va de

24h jusqu’à 7 jours pour certaines bactéries.

L’utilisation du citrate se traduit par une croissance sur la pente et un virage vers une couleur

bleu du milieu due à l’alcalinisation.

 Etude de la voie fermentaire (test RM et VP)

Afin de mettre en évidence la voie de fermentation, le milieu Clark et Lubs est

ensemencé à partir de la suspension bactérienne et incubé à 37°C pendant 24h. À l’issu de la

période d’incubation, le contenu du tube est divisé en 2 et la lecture se fait comme suit :

Tube 1 : on ajoute 5 gouttes de VPI et 5 gouttes de VPII. La suspension est chauffée et

laissée 10 mn avant la lecture. L’apparition d’une couleur rouge cerise indique une réaction

positive.

Tube 2 : on ajoute quelques gouttes du réactif RM. La lecture est immédiate, un virage au

rouge indique une réaction RM positive.

 Étude de la mobilité et de la fermentation du mannitol

Le milieu Mannitol-mobilité est ensemencé par piqûre centrale à l’aide d’une pipette

Pasteur. L’incubation est réalisée à 37°C pendant 24h.

La fermentation du mannitol se traduit par une coloration jaune du milieu.

La mobilité est confirmée par la formation d’un voile qui diffuse de part et d’autre de la strie

d’ensemencement.

 Recherche de l’uréase et de la production d’indole

Ces deux tests sont recherchés simultanément sur le milieu urée-indole. A partir d’une

suspension bactérienne, on ensemence le milieu urée-indole. On incube à 37 °C pendant 24 h.

La présence d’une uréase se traduit par le virage de la couleur du milieu au rose.

La production d’Indole se manifeste par l’apparition d’un anneau rouge en surface après

addition de quelques gouttes du réactif de Kovacs.
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II. Etude de la sensibilité des souches aux antibiotiques

Nous avons testé la sensibilité des souches d’entérobactéries isolées vis-à-vis de

différentes β-lactamines, ainsi qu’à d’autres antibiotiques par la méthode de l’antibiogramme 

standard par diffusion sur gélose Mueller Hinton, selon les recommandations du comité

Français de l’antibiogramme de la Société Française de Microbiologie (communiqué du

CFA-SFM, 2010).

II.1. Antibiogramme standard

 Milieu utilisé

Nous avons utilisé la gélose Mueller Hinton. L’épaisseur de la gélose est de 4mm. Les

boites sont ensuite séchées à 37°C/15 à 20mn afin d’éliminer l’excès d’humidité.

 Inoculum

A partir d’une culture pure sur milieu d’isolement, racler à l’aide d’une anse de platine

3 à 5 colonies bien isolées et parfaitement identiques ensuite décharger l’anse dans 5 ml d’eau

physiologique stérile. Bien homogénéiser la suspension bactérienne dont l’opacité doit être

équivalente à une DO de 0.5 lue à 625 nm. Cette suspension est diluée à 10-1 (communiqué

du CFA-SFM, 2010).

 Ensemencement

L’écouvillon stérile est trempé dans la suspension bactérienne déjà préparée, ensuite le

frotter sur la totalité de la surface des boites contenant la gélose Mueller-Hinton, de haut en

bas, en stries serrées. Ensuite, on répète l’opération deux fois, en tournant la boite à chaque

fois sans oublier de pivoter l’écouvillon sur lui même, pour finir par le passage de

l’écouvillon sur la périphérie de la gélose. Puis, les disques d’antibiotiques à tester sont

déposés à la surface de la gélose, à l’aide d’une pince stérile. Enfin, l’incubation est effectuée

à 37°C pendant 24 heures. Les différents antibiotiques testés durant cette étude sont donnés

dans le tableau N°IV.

 Lecture

Les différents diamètres des zones d’inhibition obtenues autour des disques sont

mesurés pour la lecture. L’interprétation en Sensible (S), Intermédiaire (I) ou Résistante (R)

est effectuée selon les critères définis par le CFA-SFM (communiqué du CFA-SFM, 2010).

Les valeurs critiques des diamètres des zones d’inhibition sont données en annexe IV.
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Tableau N° IV: Liste des antibiotiques testés durant cette étude

Famille Antibiotiques Abréviation Charge (µg) Marque

β-lactamine 

Amoxicilline+
Acide clavulanique

AMC 20/10 Bioanalyse ou
Biorad

Céfoxitine FOX 30 Bioanalyse

Céftazidime CTX 30 Bioanalyse ou
Biorad

Céftazidime CAZ 30 Bioanalyse ou
Biorad

Céfépime FEP 30 Biorad

Céfpirome CPO 30 Biorad

Imipénème IPM 10 Bioanalyse ou
Biorad

Aztréonam ATM 30 Bioanalyse ou
Biorad

Aminoside Gentamicine CN 10 Bioanalyse

Quinolone Acide nalidixique NA 30 Bioanalyse

Fluoroquinolone Ciprofloxacine CIP 5 Bioanalyse

Sulfamide Triméthoprime-
sulfamétoxazole

SXT 1,25/23,75 Bioanalyse

Rifampicine Rifampin RA 30 Bioanalyse

II.2. Recherche de la production de la β-lactamases à spectre élargi (BLSE) 

Les BLSE ont été recherchées chez toutes les souches isolées.

II.2.1. DD-TEST (ou test de synergie)

La production d’une BLSE a été mise en évidence par le test de synergie qui consiste à

placer des disques de céftazidime, céfotaxime, (30 μg chacun) à une distance de 20 mm 

(centre à centre) d'un disque d’augmentin (amoxicilline/clavulanate) (20/10µg).
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L’augmentation de la zone d'inhibition entre le disque d’augmentin et les disques de

céftazidime, céfotaxime indique la production d’une BLSE (Jarlier et al., 1988).

II.2.2. DD-test sur gélose Mueller Hinton additionnée de cloxacilline

La présence d’une BLSE peut être masquée par la production d’une céphalosporinase,

induite par le clavulanate chez les souches naturellement productrices de cette enzyme tel est

le cas pour Enterobacter cloacae. Afin d’inhiber l’activité céphalosporinase, le test de

synergie est refait sur la gélose Mueller Hinton additionnée de la cloxacilline (250 ou

500µg/ml selon le niveau de la résistance). La comparaison des diamètres d’inhibition entre

les boites avec et sans cloxacilline permet de mettre en évidence la présence d’une BLSE ou

l’hyperproduction d’une céphalosporinase (Morin et Fosse, 2008).

II.3. Recherche de la production des céphalosporinases plasmidiques

La production de céphalosporinases plasmidiques est systématiquement recherchée

chez les souches qui ne sont pas naturellement productrices et qui sont résistantes ou de

sensibilité diminuée à la céfoxitine. Dans cette étude nous avons utilisé le test de Hodge

modifié pour la détection de ces enzymes.

Une boite de gélose de Mac Conkey a été inoculée avec une souche E. coli ATCC

25922 (sensible à tous les antibiotiques). Un disque de céfoxitine est placé au centre de la

boite. Ensuite, les souches : E. coli ATCC 25922, la souche 3005 (résistante à la céfoxitine),

et la souche à tester sont ensemencées sur la gélose sous forme de stries à partir du disque de

céfoxitine jusqu’à la périphérie de la boite.

L’incubation est réalisée à 37°C/24h. Un résultat positif du test se caractérise par la

formation d’une image de trèfle due à la déformation de la zone d'inhibition à l’intersection

entre la strie de la souche à tester et la culture d’E.coli ATCC 25922.

(http://www.slideshare.net/doctorrao/hodge-test).

II.4. Détermination des CMI en milieu solide (CA-SFM, 1995)

La détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) est effectuée pour 32

souches d’entérobactéries. Les antibiotiques testés sont les suivants : la céfoxitine, la

céftazidime, le Cefpirome, et l’aztréonam.

Il est à noter que les CMI des souches résistantes à la céfoxitine sont réalisées avec et

sans cloxacilline afin d’apprécier les réductions de CMI par cet inhibiteur.

Les dilutions utilisées sont résumés dans le tableau V.
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Tableau N° V: Préparation de la gamme d’antibiotiques pour la détermination des CMI

(CA-SFM, 1995).

Concentrations

Solutions

initiales mg/l

Solution mère

ml

Volume du

diluant (ml)

Concentrations

obtenues (mg/l)

Concentrations

finales (mg/l)

5120 4 4 2560 256

5210 2 6 1280 128

5210 1 7 640 64

5210 1 15 320 32

320 4 4 160 16

320 2 6 80 8

320 1 7 40 4

 Préparation des boites

18 ml de milieu Mueller Hinton en surfusion sont additionnés à 2 ml de chacune des

différentes concentrations des 4 antibiotiques préalablement déposés dans des boites de Pétri.

Après homogénéisation, les boites sont séchées à l’étuve.

 Ensemencement

Une suspension bactérienne de 108 UFC/ml est diluée à 1/10, puis 10μl de cette dilution est 

déposé sur le milieu par spot en deux répétitions. Les boites ensemencées sont incubées à

37°C pendant 24h. La souche E. coli ATCC 25922 est utilisée comme témoin négatif.

 Lecture

La concentration minimale inhibitrice est définie comme étant la plus faible concentration

d’antibiotiques pour laquelle il n’y a pas de croissance visible. La présence d’une à deux

colonies ou d’un film n’est pas prise en considération (CA-SFM, 1995).
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III. Transfert par conjugaison

La conjugaison est réalisée pour des souches résistantes à la céftazidime et sensibles à

la rifampicine.

Les souches donatrices (résistantes à la céftazidime) et la souche réceptrice E. coli C600

(résistante à la rifampicine) sont cultivées dans 10ml de bouillon trypticase soja (TSB), puis

incubées une nuit à 37C° sous agitation modérée.

Une dilution au 1/50ème (200 µl dans 10 ml de TSB des souches donatrice et de la souche

réceptrice est effectuée. Les dilutions ainsi préparées sont incubées à 37°C pendant 3h sous

agitation forte afin d’atteindre la phase d’exponentielle de croissance. A l’issu de cette

incubation, dans un erlen stérile 1ml de la culture de souche donatrice, 1ml de la culture de

souche réceptrice et 1ml du bouillon TSB neuf sont mélangés et incubés à 37°C pendant 3h.

Le milieu de sélection des transconjugants est représenté par la gélose Mueller Hinton

contenant deux antibiotiques : la céftazidime (pour une concentration finale de 8 μg/ml) qui 

correspond au caractère suspecté plasmidique de la souche donatrice et la rifampicine (pour

une concentration finale de 250 μg/ml) qui est un caractère chromosomique de la souche 

réceptrice.

Des boites témoin contenant de la gélose MH additionnée de rifampicine (culture des

souches donatrices) et une autre boite contenant le milieu MH additionné de céftazidime

(culture de la souche réceptrice) sont préparées afin de vérifier la sélectivité du milieu.

On étale 200 µl du mélange sur la surface des boites de sélection. Afin de vérifier la

sélectivité des milieux de sélection, on ensemence la souche donatrice et la souche réceptrice

séparément (boites témoin). Les boites ainsi ensemencées sont incubées à 37°C pendant 18 h.

Après incubation, on note la présence des transconjugants dans les boites contenant la gélose

de sélection. L’étude de la résistance des transconjugants est réalisée par la méthode de

l’antibiogramme standard.

IV. Traitement statistique des données

Le test Khi2 (χ2) est employé pour déterminer si  la distribution de deux  fréquences 

est attribuable à l’erreur d’échantillonnage (le hasard) ou est suffisamment grande pour être

statistiquement significative. Il est conçu pour la détermination des facteurs de risques.
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Durant cette étude qui s’est déroulée pendant une période de trois mois, du 18 février

au 18 mai, 267 échantillons (écouvillonnages rectaux) sont collectés chez des étudiants

résidants au sein de certaines cités universitaires de l’université A. Mira de la wilaya de

Bejaïa.

I. Caractéristiques de la population

 Selon l’âge

Durant cette étude, les prélèvements effectués ont touché des étudiants d’âge compris

entre 20 et 34 ans, ce qui constitue une seule tranche d’âge (adulte).

 Selon les résidences

Les résidences incluses dans cette étude sont : Targa Ouzamour, les 1000 lits, 17

Octobre 1961(17-O-1961) et la résidence d’Aamriw (ITE). Le nombre de prélèvements

collectés par résidence est légèrement différent et qui est répartie comme suit :

Figure 07: Répartition des résidents volontaires selon la résidence

Le nombre de résidents volontaires le plus élevé est enregistré au niveau de la cité de

1000 lits avec 74 résidents soit 27,71% de la totalité de l’échantillon considéré, suivie par la

cité de Targa Ouzamour avec 67 résidents (25,09%), puis la cité d’Aamriw avec 66 résidents

(24,71%) et enfin, la cité de 17-O-1961 avec 60 résidents (22,47%).
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 Selon le sexe

Le nombre de prélèvements effectués n’est pas homogène entre les deux sexes. La

population étudiée est caractérisé par un sex-ratio (Femme /Homme) de 1,3 (151/116).

Les prélèvements issus de résidants du sexe féminin représentent 56,55% (151/267) de

la totalité des prélèvements, alors que, chez le sexe masculin, le nombre des prélèvements

représente 43,45% de la totalité (116/267).

Cette différence est principalement due aux refus reçu de la part des garçons et la

difficulté à les convaincre. Notant que l’étude a concerné des étudiants résidants volontaires.

Le nombre de prélèvement par sexe et par résidence est donné dans le tableau suivant :

Tableau N° VI : Nombre de prélèvement par sexe selon la résidence

Sexe/résidence 1000 lits TargaOuzamour ITE(Aamriw) 17-O-1961

Homme 36 28 30 22

Femme 38 38 37 38

Totale 74 67 66 60

II. Souches bactériennes isolées

Il est à noter que seules les souches appartenant à la famille d’Enterobacteriaceae sont

étudiées. Les autres bactéries à Gram négatif et à Gram positif ne sont pas prises en

considération.

76 souches d’entérobactéries résistantes au CTX à 4µg/ml sont isolées et identifiées,

soit 28,46% (76/267) du total des échantillons considérés. La répartition des entérobactéries

par espèces isolées est donnée dans la figure ci-dessous.

Figure 08 : Répartition des entérobactéries par espèce.
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Autres pour : Serratia marcescens, Morganella morganii et Salmonella sp.

D’après la figure 8, on note la dominance d’E.coli avec 39/76 souches soit 51,31% de

la totalité des entérobactéries, suivi par K. pneumoniae avec 17/76 (soit 19,73%), Les autres

espèces sont peu isolées.

III. Etude de la sensibilité des souches aux antibiotiques

III.1. Résistance des souches aux β-lactamines 

Plusieurs antibiotiques de la famille des β-lactamines ont été testés sur les souches 

d’entérobactéries isolées.

Figure 09 : La résistance aux β-lactamines

Légende : CAZ (Céftazidime), AMC (Amoxicilline + Acide clavulanique), CTX

(Céfotaxime), FOX (Céfoxitine), FEP (Céfépime), ATM (Aztréonam), CPO (Céfpirome),

IPM (Imipenème).

La résistance vis-à-vis de ces antibiotiques, est importante où 70,52 % (46/76) de

cette résistance est enregistré pour la CAZ et l’AMC, suivi par le CTX avec 52,63% (40/76).

Aucune résistance n’est enregistrée à l’égard de l’imipenème.
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III.1.1. Recherche de BLSE

 DD-test

Toutes les souches sont testées pour la production de β-lactamases à spectre étendu en 

utilisant la méthode du double disque. L’apparition d’une image de synergie indique la

production d’une BLSE. Cette image est observée pour 12 souches comme le montre la figure

10 ci-après :

Figure 10 : Image de synergie obtenue pour la souche M35 Citrobacter freundii

 DD-test sur gélose Mueller Hinton additionnée de cloxacilline

L’image de synergie peut être masquée par présence de l’activité céphalosporinase

(chromosomique ou plasmidique), un DD-test est alors effectué sur gélose Mueller-Hinton

additionnée de cloxacilline à une concentration de 250μg/ml. Les souches testées  sont celles 

qui ne présentent pas d’images de synergie lors du DD-test et sont résistantes à la céfoxitine.

Les résultats obtenus sont rapportés dans le tableau N°VII ci-dessous. Le résultat est illustré

par la figure 11 suivante (exemple de la souche M15 qui est une E.coli):

Figure 11.a : DD-test sur MH avec cloxacilline. Figure 11.b : DD-test sur MH sans

. Cloxacilline.
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III.1.2. Recherche de Céphalosporinases plasmidiques

L’image de trèfle était bien visible (figure 12) avec 11 souches d’entérobactéries FOX-R

testées ce qui indique que ces dernières produisent une Céphalosporinase plasmidique (AmpC

plasmidique), par contre aucune image de trèfle n’a été observée avec les autres souches

testées. Les AmpC plasmidiques sont révélées chez : 6 K. pneumoniae, 2 E. coli, et 3Proteus

mirabilis, dont 9 souches (81,81%) sont isolées au niveau de la résidence de 1000 lits.

Figure 12 : Test de Hodge positif pour la souche T.77 (K.pneumoniae)

Tableau N°VII: Comparaison entre les diamètres (mm) des zones d’inhibition sur gélose

Mueller-Hinton et Mueller-Hinton additionné de cloxacilline.

Code Souche Diamètre CAZ CTX TCC FOX Image de

synergie

Test de

Hodge

Enzyme

M15 E. coli Ø sur MH 9 21 6 6 - + AmpC

Ø sur

MH+cloxa

26 27 15 18 -

≠ (mm) 17 6 9 15

M63 E. coli Ø sur MH 9 9 6 12 - + BLSE+

AmpCØ sur

MH+cloxa

19 21 17 20 +

≠ (mm) 13 13 11 8

M73 K. pneumoniae Ø sur MH 6 8 6 6 - + BLSE+

AmpCØ sur

MH+cloxa

15 15 19 17 +

≠ (mm) 9 7 13 15

M74 K. pneumoniae Ø sur MH 8 10 9 10 - + BLSE+

AmpCØ sur 19 20 16 19 +

FOX

T77

3005

ATCC

25922
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MH+cloxa

≠ (mm) 11 10 7 9

M75 P. mirabilis Ø sur MH 16 6 9 6 - + BLSE+

AmpCØ sur

MH+cloxa

14 15 17 15 +

≠ (mm) 8 9 8 6

M76 P. mirabilis Ø sur MH 9 9 9 9 - + BLSE+

AmpCØ sur

MH+cloxa

20 19 15 20 +

≠ (mm) 11 11 6 8

M52 K. pneumoniae Ø sur MH 6 6 6 9 - - BLSE ou

IMØ sur –

MH+cloxa

8 8 8 11 -

≠ (mm) 2 2 2 2

M86 P. mirabilis Ø sur MH 8 9 9 10 - + BLSE+

AmpCØ sur

MH+cloxa

19 18 20 18 +

≠ (mm) 11 9 11 8

M88 P. mirabilis Ø sur MH 6 6 6 6 - - BLSE ou

IMØ sur

MH+cloxa

6 9 9 10 -

≠ (mm) 0 3 3 4

M83 K. pneumoniae Ø sur MH 9 9 10 14 - + BLSE

+AmpCØ sur

MH+cloxa

14 13 14 19 +

≠ (mm) 5 4 4 5

T77 K. pneumoniae Ø sur MH 9 10 8 10 - + BLSE+

AmpCØ sur

MH+cloxa

19 18 20 18 +

≠ (mm) 14 8 12 8

17-

63

K. pneumoniae Ø sur MH 6 6 9 6 - + BLSE+

AmpCØ sur

MH+cloxa

17 15 21 16 +

≠ (mm) 11 9 15 10

17-

71

M.morganii Ø sur MH 9 14 9 8 - / BLSE+

AmpCØ sur

MH+cloxa

20 21 20 18 +

≠ (mm) 11 6 11 10
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M48 S. marcescens Ø sur MH 9 6 8 9 - / BLSE+

AmpCØ sur

MH+cloxa

18 16 22 22 +

≠ (mm) 9 10 12 13

IT-

101

M. morganii Ø sur MH 9 11 10 6 - / AmpC

Ø sur

MH+cloxa 25 26 24 24 -

≠ (mm) 16 15 14 18

T57 S. marcescens Ø sur MH 10 13 14 9 - / AmpC

Ø sur

MH+cloxa

27 26 25 20 -

≠ (mm) 13 11 11 11

M85 K. pneumoniae Ø sur MH 6 8 9 11 - + BLSE+

AmpCØ sur

MH+cloxa

15 18 20 20 +

≠ (mm) 9 10 11 9

M84 K. pneumoniae Ø sur MH 9 9 8 9 - + BLSE+

AmpCØ sur

MH+cloxa

18 19 17 19 +

≠ (mm) 9 10 9 10

17-

65

C. freundii Ø sur MH 6 9 9 9 - / BLSE+

AmpCØ sur

MH+cloxa

19 19 17 18 +

≠ (mm) 13 10 8 9

M14 E.coli Ø sur MH 6 6 10 9 - - BLSE ou

IMØ sur

MH+cloxa

8 9 12 12 -

≠ (mm) 2 3 2 3

Légende: MH : Mueller Hinton, Ø : Diamètre sur gélose Mueller Hinton et sur Mueller

Hinton additionnée de 250μg/ml de la cloxacilline. IM : imperméabilité membranaire.  

Le tableau N° VII ci-dessus mentionne les diamètres des zones d’inhibitions autours

des disques de CAZ, CTX, FOX et TCC sur la gélose Muller-Hinton et Muller-Hinton

additionnée de 250μg/ml de cloxacilline. 

Pour les souches: E. coli M63 , K. pneumoniae M73, M74 , M84, M83,M85 ,T77, 17-

63, P.mirabilis M75, M76, M86, C. freundii 17- 65 , S.marcescens M48, et M.morganii 17-
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71 soit au total 14 souches, l’augmentation des diamètres d’inhibition autours des disques de

céfotaxime, céftazidime, et céfoxitine et la présence d’une image de synergie sur gélose

Mueller Hinton additionnée de cloxacilline (tableau VII) suggère que ces souches résistent

aux β-lactamines par hyperproduction de céphalosporinases chromosomiques ou plasmidiques  

et par la production d’une BLSE.

Les souches de : K.pneumoniae M52, E. coli M14, et P. mirabilis M88 ne présentent

qu’une légère variation dans leur diamètre des zones d’inhibition sur gélose à la cloxacilline

(tableau VII) indiquant l’absence d’une Céphalosporinase plasmidique, ce qui est confirmé

par le Hodge test modifié.  La résistance de ces souches aux β-lactamines est due à la 

présence de BLSE, par contre, la résistance à la céfoxitine peut être due à une imperméabilité

membranaire.

L’augmentation des diamètres d’inhibition autours des disques d’antibiotiques pour la

souche d’E.coli M15, ainsi que l’absence d’une image de synergie indique la résistance par

une céphalosporinase plasmidique, le même résultat est obtenu avec les souches M.morganii

(IT101) et S. marcescens (T57) qui résistent naturellement par leur Céphalosporinase

chromosomique.

III.1.3. Déduction des phénotypes de résistance aux β-lactamines 

La détermination des différents phénotypes de résistance est effectuée à la base de :

- La résistance naturelle de la souche ;

- Présence ou absence d’une BLSE, qui est mise en évidence par le DD-test ;

- Résistance aux C3G (CTX et /ou CAZ) ;

- Résistance aux C4G;

La combinaison entre ces paramètres, permet la déduction de 4 phénotypes possibles, et qui

sont donnés dans le tableau N°VIII.

Tableau N° VIII: phénotypes les plus probables et critère de distinction (Bonnet et al., 2006

d’après Aissou, 2007)

CTX CAZ C4G Synergie Phénotype

CTX-M-15, -16, -27 ou 55 R R R

Présence ou

absence A

BLSE autre que les CTX-M R R S Présence B

BLSE de type ceftazidimase S R S Présence C

Hyperproduction de céphalosporinase R R S Absence D
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La figure 13 ci-dessous présente la fréquence des phénotypes de résistance observés

avec les 76 souches d’entérobactéries isolées durant cette étude.

Figure 13: Les phénotypes de résistance probables pour les EB-BLSE isolées

Cette figure montre la dominance du phénotype A qui correspond aux BLSE de type

CTX-M-15, -16, -27 ou 55 et qui est exprimé par 38,15% (29/76) des souches

d’entérobactéries isolées, suivi par le phénotype D et C qui correspondent à

l’hyperproduction de céphalosporinase chromosomique et BLSE de type céftazidimase

respectivement.

Le phénotype B qui correspond aux BLSE autre que les CTX-M, n’est pas détecté

dans cette étude.

III.1.4. Détermination des CMI

Les résultats des CMI montrent une variabilité entre les souches et leurs réponses aux

différents antibiotiques testés. Les valeurs des CMI varient de 32 μg/ml à 128 μg/ml pour la 

CAZ, ATM, CPO et de 16 à 64µg/ml pour la FOX.

Les CMI de la CAZ et CPO sont les plus élevés où la plupart des souches testées pour

ces 2 antibiotiques ont des CMI de 128 ou >128µg/ml.

Le tableau ci-dessous montre les CMI des souches testées à l’égard des 4 antibiotiques testés.
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Tableau N° IX : CMI des souches testées à l’égard des 4 antibiotiques testés

Code Souche CAZ CPO ATM FOX

MHs Cloxa MHs Cloxa MHs cloxa MHs Cloxa

M14 E. coli >128 >128 / / / / 32 16

M48 S.marcescens >128 / 128 64 64 32 / /

M52 K.pneumoniae / / >128 / / / / /

M63 E. coli 128 / / / 64 32 / /

M73 K.pneumoniae >128 64 >128 64 >128 64 / /

M75 P.mirabilis >128 64 >128 64 >128 64 12864 32

M85 K. pneumoniae 128 / / / / /

M88 P.mirabilis >128 >128 >128 >128 >128 >128 >64 32

M97 K.pneumoniae / / >128 / >128 / / /

IT11 E. coli / / 128 / / / / /

IT20 E. coli / / >128 / 32 / / /

IT23 E. coli / / >128 / / / / /

17-

25

E. coli / / / / / / / /

17-

63

K.pneumoniae / / >128 64 32 / / /

17-

65

M.morganii / / 128 64 / / / /

17-

71

C.freundii / / / / 128 / / /

T14 E.Cloacae / / / / / / >64 32

T44 K.pneumoniae 64 / / / / / / /

T87 E.coli 128 / 128 / 32 / / /

T88 P.mirabilis 64 / 128 / 32 / / /

IT8 E.coli 64 / / / / / / /

IT9 E.coli 64 / / / / / 16 16

IT83 C.freundii 64 / / / / / 32 16

M15 E.coli 128 64 / / / / / /

Légende : MHs : Mueller Hinton sans Cloxacilline, cloxa : Mueller Hinton additionné de

Cloxacilline. Le slache (/) pour les CMI non réalisées.



Résultats et discussion

41

D’après le tableau N°IX, On note que les 2 souches Proteus mirabilis M75 et M88

exprime les CMI les plus élevées pour les 4 antibiotiques utilisés, de même pour la souche K.

pneumoniae (M73) à l’exception de la FOX dont la CMI de cet antibiotique n’a pas été

réalisée pour cette souche, à cause d’une mauvaise identification de la souche au début.

On note que les CMI des souches résistantes à la FOX, par production d’une AmpC

chromosomique ou plasmidique, ont diminué en présence de la cloxacilline.

III.2. Résistances associées

Des antibiotiques appartenant à des familles autres que les β-lactamines sont testés sur 

nos souches pour évaluer leur sensibilité vis-à-vis de ces antibiotiques et déterminer des

résistances associées. La figure suivante montre la résistance des souches isolées vis-à-vis de

4 antibiotiques de familles différentes :

Figure 14: la résistance aux quinolones, fluoroquinolones, aminosides et sulfamides.

III.2.1. Résistance aux quinolones (NA) et fluoroquinolones (CIP)

22,36% des souches d’entérobactéries isolées ont exprimé une résistance vis-à-vis des

quinolones, et qui sont représentés par l’Acide nalidixique. 82,35% (soit 14/17) des souches

sont productrices de BLSE et certaines sont résistantes à la Ciprofloxacine.

La résistance aux fluoroquinolones qui sont représentés par un seul antibiotique, la

ciprofloxacine (CIP), est exprimée chez 15 souches, soit 19,73% de la totalité des souches

d’entérobactéries.
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73,33% des souches résistantes à la Ciprofloxacine (11/15) sont productrices de

BLSE. Les souches concernées sont : E. coli, K. pneumoniae, C. freundii, et Morganella

morganii.

III.2.2. Résistance aux aminosides

Les aminosides sont aussi touchés par la résistance avec 13,15% (10 souches). Ils sont

représentés par un seul antibiotique qui est la Gentamycine (CN). On note que 60% (6/10) de

ces souches sont productrices de BLSE : 4 souches de E. coli et 2 souches de C. freundii.

Toutes les souches résistantes à la gentamycine expriment en parallèle une résistance à la

Ciprofloxacine et l’Acide nalidixique. Ces souches sont ainsi qualifiées de bactéries multi-

résistantes (BMR).

III.2.3. Résistance aux sulfamides Triméthoprime (SXT)

Le taux de résistance à la Triméthoprime-sulfamethoxasole SXT est similaire à celui

obtenu pour la Gentamycine (13,15%) mais pas chez les mêmes souches. 70% de souches

résistantes à cet antibiotique sont productrices de BLSE : 2 souches C. freundii et 5 souches

E. coli.

53,12% des souches productrices de BLSE expriment en parallèle une résistance à au

moins un antibiotique d’une autre famille autre que les β-lactamines. 

On note aussi que 2 souches de C. freundii et 1 souche d’E.coli expriment une

résistance à tous les antibiotiques cités dans cette étude à l’exception de l’imipenème.

IV. Transfert par conjugaison

Le transfert par conjugaison a été réalisé pour 7 souches résistantes à la Céftazidime et

sensibles à la Rifampicine, notant que ces souches sont aussi productrices de BLSE.

Le caractère de transfert plasmidique de la résistance est parfois mis en évidence après

plusieurs essais, et dans le seul essai réalisé dans cette étude, aucune croissance n’a été

observée sur la gélose de sélection (Rifampicine+ CAZ) pour toutes les souches testées, donc

le transfert de la résistance aux antibiotiques n’a pas probablement eu lieu. Ce résultats admis

la possibilité que le plasmide porteur du caractère n’est pas conjugatif.

V. Portage fécal d'Entérobactéries productrices de BLSE

V.1. EB-BLSE identifiées

Sur les 267 prélèvements collectés, 76 souches isolées et identifiées sont des

entérobactéries dont 29 (38,15%) sont des souches productrices de BLSE :
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Figure 15 : La répartition des souches d’EB-BLSE par espèce

La figure 15 montre une prédominance de K. pneumoniae (12/29), suivi par E. coli

(8/29). Les autres espèces sont faiblement représentées.

V.2. Portage fécal des EB-BLSE selon la résidence

L’analyse statistique des données par le test de X2 montre une différence significative

dans la distribution des fréquences d’EB-BLSE selon les résidences. Le nombre le plus

important est enregistré au niveau de la résidence de 1000 lits avec 55,17% (16/29). Ce taux

représente 69,56% de la totalité des souches d’entérobactéries isolées au niveau de cette cité,

après viennent les résidences de Targa Ouzamour avec 20,68% (6/29), 17 Octobre 1961 avec

13,79% (4/29) et enfin la résidence d’Aamriw avec 10,34% (3/29).

Figure 16 : Le portage d’EB-BLSE selon les résidences

V.3. Portage fécal des EB-BLSE selon le sexe

L’analyse des résultats obtenus permet d’enregistrer un portage d’EB-BLSE estimé de

72,41% (21/29) chez le sexe masculin, contre 27,59% (8/29) chez le sexe féminin. On note

aussi que 47,61% d’EB-BLSE chez le sexe masculin est enregistré au niveau de la résidence
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de 1000 lits (10/21). L’analyse statistique des données faite par le test de X2 révèle que le sexe

dans notre étude est considéré comme un facteur de risque d’acquisition d’EB-BLSE. Le

portage fécal des EB-BLSE selon le sexe est montré dans la figure 17 ci-dessous.

Figure 17 : Le portage d’EB-BLSE selon le sexe

V.4. Portage fécal des EB-BLSE selon l’antibiothérapie préalable

34,48 % (10/29) de souches productrices de BLSE sont identifiées chez des résidents

sous antibiothérapie au cours de cette année. Selon le test de X2 effectué pour l’analyse

statistique, l’antibiothérapie dans notre étude n’est pas considérée comme un facteur de risque

d’acquisition d’EB-BLSE. La figure si dessous montre la répartition des EB-BLSE selon

l’antibiothérapie préalable.

Figure 18 : Le portage EB-BLSE selon l’antibiothérapie

Legende : ATB pour antibiothérapie, sans ATB pour sans antibiothérapie

V.5. Portage fécal des EB-BLSE selon l’hospitalisation antérieure

Durant cette étude, nous avons enregistré 2 personnes porteuses d’EB-BLSE avec des

antécédents d’hospitalisation. La fréquence théorique de ce facteur est inférieure à 5, de ce
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fait le test de X2 n’est pas applicable pour ce cas, et l’évaluation de l’hospitalisation antérieure

autant qu’un facteur de risque ne peut être effectuée.

V.6. Portage fécal des EB-BLSE selon le bloc et l’étage

Les données bactériologiques en tenant compte des données épidémiologique ont

permis la révélation des porteurs d’EB-BLSE dans le même bloc ou dans le même étage dans

certaines cités universitaires. Alors qu’aucune présence de porteurs de BLSE n’a été signalée

dans la même chambre. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau N°X : Tableau résumant le portage fécal des EB- BLSE selon le bloc et l’étage

BLSE dans le même bloc BLSE dans le même étage

résidence /sexe Fille Garçon Fille Garçon

1000 lits Bloc D : 2 Bloc I : 4

Bloc G : 2

2 2

Targa Ouzamour 0 Bloc D : 2

Bloc B : 2

0 2

Aamriw 0 Bloc C : 2 0 2

17-Octobre-1961 0 Bloc K : 2 0 2
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V.7. Portage fécal des EB-BLSE selon d’autres facteurs

Les résultats enregistrés pour les autres facteurs sont montrés dans le tableau suivant :

Tableau N° XI: Fréquence des EB-BLSE selon d’autres facteurs

Transfert entre

cité

Voyage à

l’étranger

Maladies sous-

jacentes

antécédents

chirurgicaux

BLSE 5 (17,24%) 2 (6,89%) 4(13,79%) 1(3,44%)

Les fréquences théoriques des facteurs cités dans le tableau si dessus sont tous

inférieurs à 5. Dans ce cas le test de X2 effectuée pour l’analyse statistique n’est pas

applicable et la détermination de l’influence de ces facteurs dans l’acquisition des EB-BLSE

n’est pas effectuée.

La charge des chambres hébergeant les porteurs d’EB-BLSE varie de 3 à 6 à

l’exception d’un cas à la résidence d’Aamriw où le nombre est de 8 résidents.
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VI. Discussion générale

Jusqu’au début des années 1990, les infections communautaires dues aux

entérobactéries productrices de BLSE étaient rarement rapportées. Depuis 2000, le nombre de

publications concernant l’émergence de ces organismes dans la communauté a explosé, après

avoir signalé pour la première fois des bactéries productrices de BLSE dans les urines d'une

vieille personne en 1998. Le patient n'a pas eu une histoire récente d'hospitalisation, mais

avait reçu de multiples antibiotiques (Kurt Azap et al., 2007). Il a été mis en évidence que

les souches d’E. coli CTX-M circulent, en partie, sous un mode clonal et que les clones qui

hébergent les CTX-M ne sont rien d’autre que les clones qui constituent les E. coli fécaux

dominants chez l’homme. L’installation des CTX-M chez E. coli, c’est-à-dire chez

l’entérobactérie qui vit en symbiose avec l’homme et qui est excrétée chaque jour à environ

1020 unités formant colonies (UFC), constitue, d’une part, un nouveau péril fécal et, d’autre

part, un réservoir sans fond de BLSE pour les autres espèces d’entérobactéries qui colonisent

ou transitent par le tube digestif humain (Nicolas-Chanoine, 2012).

Cette étude est menée sur un échantillon de 267 sujets asymptomatiques qui sont des

étudiants résidents dans 4 cités universitaires de la wilaya de Bejaia. 76 souches

d’entérobactéries résistantes à une concentration de 4µg/ml de CTX ont été sélectionnées,

dont 29 souches productrices de BLSE, soit 38,15% des entérobactéries isolées et 10,86% de

l’échantillon total. Ce taux est comparable à celui obtenu dans une étude à Madagascar menée

par Herindrainy et coll. (2011) (10,1%) qui porte sur le portage rectal des bacilles à Gram

négatif producteurs de BLSE isolés en milieu communautaire et une autre étude en Arabie

saoudite où un taux de 12,3% de portage fécal d’EB-BLSE a été enregistré chez des patients

asymptomatiques (Kader and Kamath, 2009). Le portage d’E. coli productrice de CTX-M

atteint 5 % d’adultes sains en Espagne, avec une augmentation de la prévalence et de la

diversité d’enzymes durant les dix dernières années (Valverde et al., 2004). Au Royaume-

Uni, 24 % des isolats d’E.coli producteurs de CTX-M provenaient de patients non

hospitalisés. Des E. coli productrices de CTX-M-2 et CTX-M-15 ont été également

rapportés dans la flore commensale d’enfants en Amérique du Sud (Pallecchi et al., 2004).

Sur les 29 EB-BLSE, K. pneumoniae est l’espèce la plus isolée avec 12 souches

(soit 41,37%) suivi par E.coli avec 8 souches (soit 27,58% ).Ces résultats ne concordent pas

avec ceux obtenu par l’équipe de Barguigua et coll. (2011) menée au Maroc sur la

caractérisation des souches de E.coli et K. pneumoniae productrices de BLSE isolées dans la

communauté où une dominance apparente de E. coli a été signalée.
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Les BLSE de type CTX-M est, comme prévu, le phénotype de résistance le plus

répondu dans notre étude. Il s’agit probablement de BLSE de type CTX-M-15. Ces dernières

sont les plus isolées en Algérie (Ramdani-Bouguessa et al., 2006 ; Iabadene et al., 2009)

et au monde entier (Carrër et Nordmann, 2009). Des résultats similaires sont obtenus dans

l’étude d’Arpin (2009) effectuée en France et celle de Herindrainy (2010) à Madagascar.

Au cours des années 1990, l’enzyme CTX-M, notamment CTX-M-15 a émergé dans le

monde entier et en particulier au milieu communautaire, le plus souvent détectée chez E. coli

dans les infections des voies urinaires.

La dissémination des CTX-M ne s’est pas limitée à E. coli. À l’heure actuelle, les

CTX-M notamment CTX-M-15, sont aussi largement répandues chez K. pneumoniae. Au

total, toutes BLSE confondues, environ 6 % des isolats cliniques d’E. coli et 15 % de K.

pneumoniae identifiés dans les hôpitaux universitaires de France, sont producteurs de BLSE.

Compte tenu qu’il y a au moins six fois plus d’infections à E. coli que d’infections à

K.pneumoniae, il est clair que ce sont les E. coli productrices de BLSE qui pèsent le plus dans

le domaine de l’infection, notamment des infections acquises en ville (Nicolas-Chanoine,

2012).

Ces enzymes sont largement répandues à travers diverses entérobactéries, par la

transmission de plasmides et d'éléments génétiques mobiles plutôt que par diffusion clonale

d'une espèce bactérienne (Herindrainy et al., 2011).

Le sexe masculin dans notre étude est identifié comme l’un des principaux facteurs de

risque pour l’acquisition d’EB-BLSE est qui représente un taux de 72,41% (21/29). Nos

résultats concordent avec ceux obtenus dans d’autres études (Ben-Ami et al., 2010 ;

Herindrainy et al., 2011 ; Luvsansharav et al., 2012 ).

Durant cette étude, nous avons essayé de déterminer l’impact d’autres facteurs de

risque du portage fécal d’entérobactéries productrices de BLSE au milieu communautaire.

Cependant, la fréquence théorique de ces facteurs n’a pas permis d’appliquer le test de X2

pour l’analyse statistique.

L’antibiothérapie antérieure n’est pas considérée comme un facteur de risque

d’acquisition d’EB-BLSE. En revanche, plusieurs résultats similaires ont été obtenue aussi

dans plusieurs études (Ben-Ami et al., 2010 ; Luvsansharav et al., 2012).

Des travaux effectués sur la même thématique qualifient les éléments suivant:

hospitalisation dans les trois mois précédent, une intervention chirurgicale récente, voyage à

l’étranger, maladie sous-jacente comme le diabète, l’infection urinaire répétitive, comme étant
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des facteurs de risque d’acquisition, dans la communauté, d’EB-BLSE. L’impact du facteur

âge n’a pas été évalué, car les sujets de cette étude font partie de la même tranche d’âge (20 à

34 ans). Par contre d’autres études ont signalée qu’un âge >65ans est considéré comme un

facteur de risque d’acquisition d’EB-BLSE (Kurt Azap et al., 2007; Herindrainy et al.,

2011 ; Strömdahl, 2011).

Les EB-BLSE dans cette étude expriment une résistance de 41,37% et 37,73% vis-à-

vis de l’acide nalidixique et la ciprofloxacine respectivement. Des taux plus élevés sont

enregistrés dans plusieurs études comme celles de Rodriguez-Bano (2004) au Mexique et

Ben-Ami et coll. (2010) en Israël, vis-à-vis des quinolones et fluoroquinolones, ainsi que

d’autres études qui confirment le risque d’acquisition des EB-BLSE notamment d’E.coli dans

le milieu communautaire comme conséquence d’utilisation de ces antibiotiques.

Plusieurs études rapportent l’association des gènes codant pour les BLSE de type

CTX-M avec les gènes qnr codant pour une protéine qui protège la cible des quinolones

(ADN gyrase) et acc-(6’)-Ib-cr (gène qui code pour une enzyme modificatrice de la

ciprofloxacine) de résistance aux quinolones sur le même plasmide (Cerquetti et al., 2010).

L’étude réalisée par Meradi et coll. à Annaba (2009) portant sur la résistance aux

quinolones de types qnr, aac (6’)-Ib-cr chez les entérobactéries, a montré l’association des

gènes blaCTX-M-28 et qnrB.

La résistance associée notamment aux trimethoprime-sulfamethoxazol (SXT) et aux

aminosides représentés par la gentamycine (CN) a été signalée dans cette étude (soit 13,15%),

ce qui est fréquemment connue chez les EB-BLSE (Kurt Azap et al., 2007). Donc, en plus

de la résistance aux C3G, les souches d’EB-BLSE sont aussi, dans leur très grande majorité,

résistantes aux autres familles d’antibiotiques, notamment aux fluoroquinolones et au

cotrimoxazole. La multi-résistance des entérobactéries productrices de CTX-M a poussé sur

le devant de la scène les carbapénèmes en cas d’infections sévères ou profondes dans la

mesure où l’inadéquation du traitement empirique est un facteur de risque de mortalité chez

les patients ayant une bactériémie à EB-BLSE. Au moment même où l’usage des

carbapénèmes s’est fait plus massif à cause des entérobactéries productrices de BLSE, les

carbapénémases ont émergé.

Notre étude a révélé la présence de porteurs d’EB-BLSE résidents dans le même bloc

ou dans le même étage. De ce fait, le transfert de résistance peut continuer d’une personne à

une autre par la médiation de l’eau potable, de la nourriture, des mains, dans les chambres,

les salles d’eau, le restaurant etc.
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La charge des chambres hébergeant les porteurs d’EB-BLSE varie dans cette étude

de 3 à 6 résidents avec un cas de 8 résidents. La diffusion des EB-BLSE de type CTX-M

dans la communauté a été déjà décrite dans plusieurs endroits, cette diffusion peut être due au

manque d’hygiène, la contamination par la même source d’alimentation, ou par la diffusion

des EB-BLSE dans l’environnement, dont les résultats d’une étude mener par Dolejska et

coll. (2011) mettent en évidence l'insuffisance du processus de traitement dans l'élimination

des bactéries multi-résistantes à partir des eaux usées ce qui constitue un point de risque de

transmission de souches multi-résistantes cliniquement important, tels que la pandémie de

clone ST131 à l'environnement.

Le risque de plusieurs facteurs dans l’acquisition d’EB-BLSE n’a pas été déterminé

dans cette étude, mais la possibilité de la transmission en milieu communautaire de ces

bactéries, notamment de l’animal à l’homme, a été discutée dans la littérature et des travaux

récents ont confirmé cette hypothèse.

Une étude est réalisée sur une collection d'animaux de compagnie et de chevaux

hollandais caractérisant des isolats producteurs de BLSE ou d’AmpC mené par Dierikx et

coll. (2011) a mis en évidence une similitude dans les gènes de résistance d’E. coli entre des

isolats d’une volaille néerlandaise et des isolats humains. Ce résultat peut suggérer l'échange

de la résistance entre les différents réservoirs. Une autre étude menée par Giufrè et coll.

(2011) a révélé des clones d’E.coli ayant une résistance associée à la ciprofloxacine commune

dans des isolats d’origine humaine et aviaire.

Il est à noter que la recherche d’un portage fécal d’EB-BLSE dans la communauté

peut être réalisée à partir d’échantillons de selles reçues au laboratoire, mais par définition,

ces échantillons sont des prélèvements à visée diagnostique dans un contexte pathologique,

avec une prise possible d’antibiotiques récente ou un contact avec les milieux de soins,

pouvant conduire à une surestimation du portage. Cela explique la diversité des chiffres

retrouvés dans la littérature, en fonction du type d’échantillons choisis et des caractéristiques

de la population (patients de ville, patients entrant à l’hôpital, patients consultants dans les

services d’urgences). Donc pour évaluer de la façon la plus fiable possible cette prévalence,

il faut avoir recours à des échantillons biologiques peu invasifs provenant de sujets sains, en

dehors de tout contexte hospitalier (Janvier et al., 2009).
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La flore digestive est le principal réservoir d’entérobactéries et parmi celles-ci, E. coli

est l’espèce prédominante. Dans les infections communautaires à EB-BLSE, un portage

digestif associé est retrouvé dans la plupart des cas. L’estimation du portage digestif d’EB-

BLSE permet d’apprécier la diffusion d’EB-BLSE dans la population, en dehors de tout

contexte infectieux et ainsi de limiter leur diffusion dans la communauté.

Cette étude qui s’est déroulée sur une période de 3 mois a permis de :

 Collecter 267 échantillons de selles à l’aide des prélèvements rectaux chez des

étudiants volontaires résidents certaines cités universitaires de la wilaya de Bejaia. La

population ciblée durant notre étude fait partie de la même tranche d’âge qui va de 20

à 34 ans (adulte) et avec un sexe ratio de 1,3 (151(F)/116(M)).

 76 souches d’entérobactéries sont isolées est identifiées dont E. coli (39 souches) et K.

pneumoniae (15 souches) sont les espèces les plus isolées.

 La résistance aux β-lactamines la plus élevé est enregistrée pour la CAZ et l’AMC 

avec un taux de 70,52%, suivi de CTX avec un taux de 52,63%. Aucune résistance

n’est enregistrée à l’égard de l’imipenème.

 Les souches productrices d’AmpC plasmidique sont au nombre de 11 dont 9 souches

sont isolées au niveau de la résidence de 1000 lits.

 Le test de synergie a montré la production d’enzymes BLSE chez 29 souches, soit

10,86% de la totalité de notre échantillon. Une légère différence est signalée pour

l’espèce K. pneumoniae avec 12 souches suivies par E. coli avec 8 souches. Les autres

espèces sont faiblement représentées.

 Le phénotype de résistance le plus dominant est le phénotype A qui correspond à la

production de BLSE de type CTX-M (-15,-16,-27, ou -55).

 Les CMI des souches testées les plus élevées sont notées pour la céftazidime (CAZ) et

le céfpirome (CPO).

 Des résistances associées à d’autres antibiotiques autres que les β-lactamines sont 

enregistrées : l’acide nalidixique (22,36%), la ciprofloxacine (19,73%), la gentamicine

(13,15%) et sulfaméthoxasol-triméthoprime (13 ,15%).
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 Le taux de portage d’EB-BLSE le plus élevé est enregistré au niveau de la résidence

de 1000 lits avec 55,17%, suivi par Targa Ouzamour avec un taux de 20,68%.

 Le seul facteur de risque ainsi déterminé dans cette étude est le sexe masculin.

La prise en charge du problème des bactéries productrices de BLSE est un véritable

défi du fait de l’augmentation de la diversité et de l’ubiquité des gènes codant ces enzymes

chez les entérobactéries. La réalisation de ce mémoire a permis de souligner l’intérêt qui

devrait être porté à la communauté universitaire résidente en terme de transmission

d’antibiorésistance. La sensibilisation alors de cette catégorie aux risques liés à l’usage

aléatoire des antibiotiques et manque d’hygiène s’avère importante voire nécessaire.

Notre étude connait certaines limites telles que la taille de l’échantillon, pour cela

l’élargissement du spectre d’étude vers d’autres collectivités (les crèches, les casernes, les

écoles, les fermes d’élevages,…) est souhaitable pour bien définir les facteurs de risque et les

mesures de prévention. Mais également réviser, les règlementations concernant la prescription

des antibiotiques chez les humains, les animaux et leur usage en agriculture.

L’utilisation de la biologie moléculaire permettra d’identifier les gènes responsables

de cette résistance et de rechercher une éventuelle relation clonale entre nos souches.
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Annexes

Annexe I

                 β-lactamines                                                                 Pénames  

        (Cycle β- lactame en rouge)   

Céphèmes: Céphalosporines Carbapénèmes

Monobactames Acide clavulanique

Figure 01: Structure chimique de quelques β-lactamines (Cavallo et al., 2004; Ruppé 2010).
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Figure 02 : Blocage de la transpeptidase par fixation de l'antibiotique (De Wals, 2007)

Figure 04 : Système d’induction de l’AmpC
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Figure N°05: schéma simplifié décrivant les différents compartiments de l’appareil digestif

de l’homme et leurs microflores (Adapté et modifié d’Ouwehand & Vesterlund, 2003)
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Annexe II

Tableau N°II : Différentes classes des carbapénèmases avec leurs profiles d’hydrolyse et
d’inhibition (Queenan et Buch, 2007).
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Annexe III
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Annexe IV

Composition des milieux de culture en g / l d’eau distillée

Gélose nutritive :

Extrait de viande……………………………………………………….………………….5

Peptone…………………………………………………………………………………..10

Chlorure de sodium…………………………………………………………. ……………5

Agar………………………………………………………………………………………20

pH: 7

Gélose EMB (Eosin Méthylène Blue):

Peptone............................................................................................................................ 10

Lactose...............................................................................................................................10

Dipotassium-hydrogene phosphate....................................................................................2

Méthylène bleu…………………………………………………………………….... 0,065

Eosine y……………………………………………………………………................…0,4

Agar…………………………………………………………………………...................15

pH : 7,1

Gélose Hektoen:

Protéose peptone ………………………………………………………………………. 12

Extrait de levure…………………………………………………………………………. 3

Chlorure de sodium ………………………………………………………………………5

Thiosulfate de sodium…………………………………………………………………... .5

Sels biliaires………………………………………………………………………………9

Citrate de fer ammoniacal……………………………………………………………… 1.5

Salicine……………………………………………………………………………………2

Lactose………………………………………………………………………………….. 12

Saccharose………………………………………………………………………………. 12

Fuchsine acide………………………………………………………………………… 0.04

Bleu de bromothymol………………………………………………………………... 0.065

Agar ………………………………………………………………………………………14

pH : 7.5
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Gélose Mc Conkey:

Peptone………………………………………………………………………………….20

Lactose…………………………………………………………………………………..10

Sels biliaires…………………………………………………………………………….1.5

Cristal violet…………………………………………………………………………..0.001

Rouge neutre……………………………………………………………………………0.05

Chlorure de sodium……………………………………………………………………….5

Agar……………………………………………………………………………………..15

pH : 7,4

Gélose Mannitol mobilité :

Extrait de viande……………………………………………………………......................3

Peptone………………………………………………………………………...................15

Manitol……………………………………………………………………...................…10

Nitrate de potassium(KNO3)………………………………………………......................10

Rouge de phénol…………………………………………………………….. …………0,05

Agar………………………………………………………………………………………..4

pH : 7,8

Gélose Mueller Hinton :

Infusion de viande de bœuf……………………………………………………….….30

Peptone de caséine…………………………………………………………………17,5

Amidon……………………………………………………………………………....1, 5

Agar…………………………………………………………………………………..17

pH : 7,4

Milieu de Citrate de Simmons :

Phosphate d’ammonium…………………………………………………………………1

Phosphate bipotassique………………………………………………………………….1

Chlorure de sodium………………………………………………………………………5

Citrate de sodium………………………………………………………………………..5

Sulfate de magnésium………………………………………… ……….…………….0,20

Bleu de Bromothymol…………………………………………..……………………0,08
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Agar…………………………………………………………………………………….18

pH : 6,9

Milieu TSI (Tree Sugar and Ion):

Extrait de viande de bœuf……………………………………………………………….3

Extrait de levure…………………………………………………………………………3

Peptone…………………………………………………………………………………20

Chlorure de sodium………………………………………………………......................5

Citrate ferrique……………………………………………………………...................0,3

Thiosulfate de sodium……………………………………………………...................0,3

Lactose……………………………………………………………………....................10

Glucose……………………………………………………………………………….…1

Saccharose…………………………………………………………………………..…10

Rouge de phénol……………………………………………………………………..0,05

Agar…………………………………………………………………………………...12

pH : 7,4

Bouillon nitraté :

Infusion de cœur cervelle……………………………………………..….25

Nitrate de sodium…………………………………………………………10

pH : 7,6-7,8

Bouillon nutritif :

Peptone …………………………..…………………………………………………....10

Chlorure de sodium …………. ……………………………………………………..….5

Extrait de viande…………………………………………………………………..……5

pH : 7,2
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Milieu urée- indole :

Phosphate monopotassique (KH2PO4)…………………………………………..……1

Phosphate bipotassique (K2 HPO4)……………………………………………….… .1

Chlorure de sodium ……………………………………………………………………5

Alcool à 95°…………………………………………………………………….……1ml

L tryptophane…………………………………………………………………….……3

Urée …………………………………………………………………..20

Rouge de phénol à 1%................................................................................................25ml

pH : 6,7

Bouillon Clark et Lubs :

Peptone………………………………….…………………………………………….5

Glucose………………………………………….…………………………………….5

Hydrogenophosphate de potassium……………………..……………………………5

pH : 7,5

Bouillon Trypticase soja :

Peptone trypsique de caséine ………………………………………………………. 17

Peptone papaïnique de soja ………………………………… ………………………..3

Chlorure de Sodium …………………………………………………………………..5

Phosphate bipotassique …………………………………………………………….…2

Glucose …………………………………………………………………………….…2

pH : 7.3
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Composition des réactifs utilisés

Réactif de Griess (NRI et NRII) :

NRI :

Acide sulfanilique……………………………………………………..................0, 8ml

Acide acétique 5N……………...……………………………….................……..100ml

NRII :

Diméthylamine…………..…………………………………………................….0, 6ml

Acide acétique 5N……..……………………………………………................…100ml

Réactif de Kovacs :

p-dimétylaminebenzaldéhyde…………………………………………..................10ml

acide chloridrique……………….……………………………………................…50ml

Alcool amylique……………………………………………………….................150ml

Réactifs de Voges-Proskauer (VPI-VPII) :

VPI :

-naphtol.......................................................................................................................6g

Alcool à 90° ...........................................................................................................100 ml

VPII:

NaOH 4N

Rouge de méthyle (RM) :

Rouge de méthyle …………………………………………………………………0,5 g

Alcool éthylique à 60% …………………………………………………………100 ml
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Annexe V

Diamètres des zones d’inhibition édités par le CFA-SFM, 2010.

Antibiotiques Abréviation Charge
µg/ml

Ø critique
(mm)

Concentration
critique μg /ml 

S R S R

Amoxicilline/ac.
clavulanique

AMC  20 /10 ≥21 <16 ≤ 4/2 > 8/2 

Ticarcilline/ac.
Clavulanique

TCC 75/10  ≥24 <22 ≤ 8/2 > 16/2 

céfoxitine FOX 30 ≥22 <15 ≤ 8 > 32 

Céfotaxime CTX 30 ≥26 <23 ≤ 1 > 2 

Céftazidime CAZ 30  ≥26 <19 ≤ 1 > 8 

Céfépime FEP 30 ≥24 <17 ≤ 1 > 8 

Cefpirome CPO 30 ≥24 <17 ≤ 1 > 8 

Aztréonam ATM 30 ≥27 <21 ≤ 1 > 8

Imipénème IMP 10 ≥24 <17 ≤ 2 > 8

Acide nalidixique NA 30 ≥20 <15 ≤ 8 > 16

Ciprofloxacine CIP 5 ≥25  <22 ≤ 0.5 > 1

Gentamicine GN 10 ≥18  <16 ≤ 2  > 4

Sulfaméthoxazole/
Triméthoprime

SXT ≥16 <10 ≤2/38 >8/152

Rifampicine
(Rifampin)

RA 30 ≥ 19 <14 ≤ 4 > 16
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Code NR URE IND GLU LAC GAZ H2S CIT MAN MOB VP RM Souche

IT7 + - + + + + - - + + - + E.coli
IT8 + - + + + + - - + + - + E.coli
IT9 + - + + + + - - + + - + E.coli
IT10 + - + + + + - - + + - + E.coli
IT11 + - + + + + - - + + - + E.coli
IT12 + + + + - + - - + + - + M. morganii
IT14 + - + + + + - - + + - + E.coli
IT15 + + - + + + - + + - + - K.p
IT16 + - + + + + - - + + - + E.coli
IT20 + - + + + + - - + + - + E.coli
IT23 + - + + + + - - + + - + E.coli
IT27 + - + + + + - - + + - + E.coli
IT50 + - + + + + - - + + - + E.coli
IT55 + - + + + + - - + + - + E.coli
IT58 + - - + + + - + + + + - Enterobacter sp.
IT78 + - + + + + - - + + - + E.coli
IT83 + - - + - + - + + + - + C.freundii
IT101 + + + + - + - - + + - + M.morganii
17.5 + - + + + + - - + + - + E.coli
17.6 + - + + + + - - + + - + E.coli
17.7 + - + + + + - - + + - + E.coli
17.10 + + - + + + - + + - + - K.p
17.10 + - + + + + - - + + - + E.coli
17.11 + - - + - + - + + + - + C.freundii
17.13 + - + + + + - - + + - + E.coli
17.19 + - - + - + + + + + - + Salmonella sp.
17.23 + - + + + + - - + + - + E.coli
17.25 + - + + + + - - + + - + E.coli
17.27 + - + + + + - - + + - + E.coli
17.61 + - - + - + + + + + - + Salmonella sp.
17.63 + + - + + + - + + - + - Kp.
17.65 + - - + - + - + + + - + C. freundii
17.71 + + + + - + - - + + - + M.morganii
17.80 + - + + + + - - + + - + E .coli
M.2 + - + + + + - - + + - + E.coli
M.7 + - + + + + - - + + - + E.coli

Annexe VI

Résultats de l’identification
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T.3 + - - + - + - + + + + - E.cloacae
T.9 + + - + + + - + + - + - Kp.
T.14 + - - + - + - + + + + - E.cloacae
T.19 + - - + - + - + + + + - Enterobacter sp.
T.21 + - + + + + - - + + - + E.coli
T.22 + - + + + + - - + + - + E.coli
T.39 + - + + + + - - + + - + E.coli
T.44 + + - + + + - + + - + - Kp.
T.53 + - + + + + - - + + - + E.coli
T.54 + - + + + + - - + + - + E.coli
T.55 + - + + + + - - + + - + E.coli
T.56 + - + + + + - - + + - + E.coli
T.57 + - - + - - - + + + + - S.marcescnes
T.72 + + - + + + - + + - + - K.p
T.77 + + - + + + - + + - + - Kp.
T.84 + - + + + + - - + + - + E.coli
T.87 + - + + + + - - + + - + E.coli
T.88 + + - + - + + - + + - + Proteus mirabilis
T.91 + - + + + + - - + + - + E.coli

Code NR URE IND GLU LAC GAZ H2S CIT MAN MOB VP RM Souche
M.14 + - + + + + - - + + - + E.coli
M.15 + - + + + + - - + + - + E.coli
M.16 + - + + + + - - + + - + E.coli
M.20 + - - + + + - + + + + - Enterobacter sp.
M.35 + - - + - + - + + + - + C.freundii
M.36 + - + + + + - - + + - + E.coli
M.48 + - - + - - - + + + + - S.marcescens
M.52 + + - + + + - + + - + - Kp.
M.54 + - - + - + - + + + - + C. freundii
M.63 + - + + + + - - + + - + E.coli

M.73 + + - + + + - + + - + - Kp.

M.74 + + - + + + - + + - + - Kp.
M.75 + + - + - + + - + + - + P.mirabilis
M.76 + + - + - + + - + + - + P. mirabilis
M.83 + + - + + + - + + - + - Kp.
M.84 + + - + + + - + + - + - Kp.
M.85 + + - + + + - + + - + - Kp.
M.86 + + - + - + + - + + - + P. mirabilis
M.87 + + - + + + - + + - + - Kp.
M.88 + + - + - + + - + + - + P.mirabilis
M.97 + + - + + + - + + - + - Kp.
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Annexe VII
Résultats de l’antibiogramme

Ab : Absence ; I : Intermédiaire; Pr. : Présence ; R : Résistant; S : Sensible; Syn. : synergie.

Cd Souche

1ier Antibiogramme

Antibiogramme complémentaire
β-lactamines  Autres  

AMC/
TCC

FO
X

CT
X

CA
Z

CI
P

IP
M

Sy
n

AT
M

FE
P

CP
O

SX
T

G
N

NA RA

IT7 E.coli S S S S S S Ab S S S S S S S
IT8 E.coli R S R I S S Ab S S S S S S R
IT9 E.coli R R R R S S Ab S S S S S S R
IT10 E.coli R S S S S S Ab S S S S S S S
IT11 E.coli R S R R S S Pr S R I R S R R
IT12 M.morganii R R S I S S Ab S S S S S S R
IT14 E.coli R S S I S S Ab S S S S S S R
IT15 K.p R S S S S S Ab S S S S S S S
IT16 E.coli R S S S R S Ab S S S R S R R
IT20 E.coli R S R R S S Pr R R R S S S R
IT23 E.coli R S R R S S Pr S R R S S S I
IT27 E.coli R S S S S S Ab S S S S S S S
IT50 E.coli R S R R S S Ab S S S S S S R
IT55 E.coli R S S S S S Ab S S S S S S S
IT58 Enterobacte

r sp.
R S S S S S Ab S S S S S S S

IT78 E.coli R S S S S S Ab S S S S S S S
IT83 C.freundii R R S I R S Ab S S S S S R S
IT101 M.morganii R R R S R S Ab S I S S I I R
17.5 E.coli R S S S S S Ab S S S S S S S

17.6 E.coli R S S S S S Ab S S S S S S S
17.7 E.coli R S S S S S Ab S S S S S S S
17.10 K.p R R S R S S Ab S S S S S S R
17.10 E.coli R S S S S S Ab S S S S S S S
17.11 C.freundii R R S S S S Ab S S S S S S S
17.13 E.coli R S S S S S Ab S S S S S S S
17.19 Salmonella

sp.
R S S S S S Ab S S S S S S S
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Ab : Absence ; I : Intermédiaire ; Pr. : Présence ; R : Résistant ; S : Sensible ; Syn. : Synergie.

Cd Souche 1ier Antibiogramme Antibiogramme complémentaire
Β-lact Autres  

AM
C/
TCC

FO
X

CT
X

CA
Z

CI
P

IP
M

Sy
n

AT
M

FE
P

CP
O

SX
T

G
N

NA RA

17.23 E.coli R S S S S S Ab I S S R I R S
17.25 E.coli R S R R R S Pr S S I S S R R
17.27 E.coli R S S S S S Ab S S S S S S S
17.61 Salmonell

a sp.
R S S S S S Ab S S S S S S S

17.63 Kp. R R R R I S Pr R R R S S S R
17.65 C.freundii R R R R R S Pr R R R R R R R
17.71 M.morgan

ii
R I R R I S Pr R I S S S R R

17.80 E.coli R S S S S S Ab S S S S S S S
M.2 E.coli R S S S S S Ab S S S S S S S
M.7 E.coli R S S S S S Ab S S S S S S S
M.14 E.coli R R R R R S Pr R R R R R R I
M.15 E.coli R R R R R S Ab R S S R I R R
M.16 E.coli R S S I S S Ab S S S S S S R
M.20 Enterobac

ter sp.
R R I S S S Ab S S S S S S S

M.35 C.freundii R R R R R S Pr R R R R R R R
M.36 E.coli R R R R R S Ab S S S S R S R
M.48 S.

marsescen
s

R R R R S S Pr R R R S S S S

M.52 Kp. R R R R S S Pr R R R S S S R
M.54 C.freundii R R S S S S Ab S S S S S S S
M.63 E.coli R S R I R S Pr I R R R R R I
M.73 Kp. R R R R S S Pr R R R S S R S
M.74 Kp. R R R R S S Pr R R R S S I S
M.75 P.mirabili

s
R R R R S S Pr R R R S S S S

M.76 P.mirabili
s

R R R R S S Pr R R R S S S R

M.83 Kp. R R R R S S Pr R R R S S S R
M.84 Kp. R R R R S S Pr R R R S S S S
M.85 Kp. R R R R S S Pr R R R S S S S
M.86 P.mirabili

s
R R R R S S Pr R R R S S I R

M.87 Kp. R R R R S S Pr R R R S S S R
M.88 P.mirabili

s
R R R R S S Pr R R R S S S R

M.97 Kp. R R R R S S Pr R R R S S S R
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Ab : Absence ; I : Intermédiaire ; Pr. : Présence ; R : Résistant ; S : Sensible ; Syn. : Synergie.

Cd Souche 1ier Antibiogramme Antibiogramme complémentaire
Β-lact Autres  

AMC/
TCC

FO
X

CT
X

CA
Z

CI
P

IP
M

Sy
n

AT
M

FE
P

CP
O

SX
T

G
N

NA RA

T.3 Enterob
acter sp.

R R S R S S Ab S S S S S S I

T.9 Kp. S S S S S S Ab S S S S S S S
T.14 Enterob

acter sp.
S R R R S S Pr S I S S S S R

T.19 Enterob
acter sp.

R S S S S S Ab S S S S S S S

T.21 E.coli R S S S S S Ab S S S S S S S
T.22 E.coli R S I I S S Ab S S S S S S I
T.39 E.coli R S S S S S Ab S S S S S S S
T.44 Kp. R I R I R S Pr S R S S S S R
T.53 E.coli R S S S S S Ab S S S S S S S
T.54 E.coli R S S I S S Ab S S S S S S R
T.55 E.coli R S S I S S Ab S S S S S S R
T.56 E.coli R S S I R S Ab I S S S I S R
T.57 S.

marcesc
ens

R R R I S S Ab S S S S S S R

T.72 Kp. R S I I S S Ab S S S S S S R
T.77 Kp. R R R R S S Pr R R R S S S R
T.84 E.coli R S S S S S Ab S S S S S S S
T.87 E.coli R R R R R S Pr R R R R S R S
T.88 Proteus

sp.
R R R R S S Pr R R R S S S R

T.91 E.coli R I R R R S Pr R R R S R R I
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Annexe VIII

Analyses statistiques des données

 Sexe

Tableau N°XII : Fréquence des EB-BLSE selon le sexe

On note par H0 l’hypothèse que la répartition des EB-BLSE selon le sexe et la méme que

celle de la population totale

X2 = 76 (8x21- 21 x 26)2 / 29x47x34x42

X2obs =5, 57

ddl =2-1=1

La valeur de X2 th observée sur la table pour ddl=1 est 3,84 qui corresponde à 5%

X2obs > X2 th , donc H0 est rejeté.

L’analyse statistique des données selon le sexe révèle une différence significative pour le taux

de portage d’EB-BLSE.

Alors, Dans notre étude le sexe est considéré comme un facteur de risque d’acquisition d’EB-

BLSE.

Souches
résistantes

Souches
sensibles

totale Taux de
résistance

Femme 8 26 34 23,52%

Homme 21 21 42 50%

Totale 29 47 76
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 Antibiothérapie préalable

Tableau N°XIII: fréquence des EB-BLSE selon l’antibiothérapie préalable.

Souches
résistantes

Souche sensible Totale Taux de
résistance

Oui 10 13 23 43,47%

Non 19 34 53 35,84%
Total 29 47 76

On pose H0 l’hypothèse que la répartition des EB-BLSE selon l’antibiothérapie et la même

que celle de la population totale

X2obs = 76 ( 10x34 – 19x13)2/ 29x47x23x53

X2obs = 0,39

ddl =2-1=1

La valeur de X2 th observée sur la table pour ddl=1 est 3,84 qui corresponde à 5% (0,05).

X2obs < X2 th , donc H0 est accepté.

L’analyse statistique des données selon l’antibiothérapie préalable ne révèle pas une

différence significative pour le taux de portage d’EB-BLSE.

L’antibiothérapie préalable dans notre étude n’est pas considérée alors comme un facteur de

risque d’acquisition d’EB-BLSE.
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 Résidence

Tableau N° XIV : fréquence des EB-BLSE selon les résidences.

EB-BLSE Total Fréquence
théorique de
résistance

Taux de
résistance

1000 lits 16 23 8,77 69,56%
Targa
Ouzamour

6 19 7,25 31,57%

ITE(Aamriw) 3 19 7,25 15,78%
17-O-1961 4 15 5,72 26,66%
Total 29 76

On pose H0 l’hypothèse que la répartition des EB-BLSE selon l’antibiothérapie et la même

que celle de la population totale

X2obs = (16-8,77)2/8,77 + (6-7,25)2/7,25 + ( 3-7,25)2/7,25 + (4-5,72)2/5,72

X2obs =

ddl =4-1=3

La valeur de X2 th lue sur la table pour ddl=1 est 7,81 qui corresponde à 5% (0,05)

X2obs >X2 th, donc H0 est rejeté.

L’analyse statistique des données selon la résidence révèle une différence significative dans la

distribution des fréquences d’EB-BLSE entre les résidences.



Résumé

Le but de cette étude était de déterminer la prévalence et les facteurs de risque associés

au portage fécal d’entérobactéries productrices de β-lactamases à spectre étendu (BLSE) chez 

des individus asymptomatiques en milieu communautaire. Ils sont représentés par des

étudiants résidents dans certaines cités universitaires de la wilaya de Bejaia. Des échantillons

de selles et des questionnaires sont obtenus auprès de 267 résidents volontaires provenant de 4

cités universitaires. 76 souches d’entérobactéries ont été isolées et identifiées. Des taux de

résistance importants ont été enregistrés vis-à-vis de certaines β-lactamines à savoir CAZ, 

AMC et CTX alors qu’aucune résistance n’a été enregistrée à l’égard de l’imipenème. 10,86%

est la fréquence des EB-BLSE dans notre étude (29/267) dont 16 souches (soit 5,99%) ont été

isolées au niveau de la résidence de 1000 lits. Le phénotype A (BLSE de type CTX-M) est le

plus fréquent dans cette étude. La résistance associée à d’autres antibiotiques a été également

enregistrée vis-à-vis de l’acide nalidixique, la ciprofloxacine, la gentamicine et le

triméthoprime-sulfaméthoxasol. Le seul facteur de risque d’acquisition d’EB-BLSE a été

alors déterminé dans cette étude qui est le sexe masculin.

Mots clés : portage fécal, cités universitaires, EB-BLSE, communautaire, CTX-M.

Abstract

The aim of this study was to determine the prevalence and risk factors associated to

the fecal carriage Enterobacteria producing Extended Spectrum Beta-lactamases (EB-ESBL)

at asymptomatic individuals in community. They are represented by students who live in

some residence hall of the wilaya of Bejaia. Fecal swab and questionnaires are obtained from

267 volunteers residents. 76 Enterobacteria strains were isolated and identified. High rates of

resistance were recorded towards some ß-Lactams as CAZ, AMC and CTX. While no

resistance was noticed for the imipenem. 10, 86 % is the frequency of the EB-ESBL in our

study (29/267) among which 16 strains (5, 99 %) were isolated at “1000lits” residence. The

phenotype A (TYPE CTX-M) is the most frequent in this study.

We can highlight the resistance associated with the other antibiotics, towards the nalidixic

acid, the ciprofloxacin, the gentamicin and the trimethoprim-sulfamethoxazole. The only risk

factor of acquisition of EB-ESBL was then determined in this study which is the male sex.

Key words: fecal carriage, residence hall, ESBL-EB, community, CTX-M.
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