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Introduction

L’avénement de [D’antibiothérapie, dans les années 1940, a complétement
révolutionné le domaine médical et entrainé une réduction significative de la mortalité
associ¢e aux maladies infectieuses (Carle, 2009). Cependant, leur utilisation abusive et non
controlée a pour conséquence I’émergence de bactéries résistantes et ce par le développement
de nombreux mécanismes que ce soit d’origine chromosomique ou plasmidique (Mesaros
etal.,2005).

Derni¢rement, de nouveaux mécanismes de résistance ont apparus et sont
essentiellement d’origine plasmidique. Ces mécanismes favorisent le transfert horizontal des
geénes de la résistance permettant ainsi leur dissémination a I’hopital, dans la communauté ou
méme dans I’environnement (Arpim et al., 2005). Les germes résistants les plus rencontrés
sont les bacilles a Gram négatif parmi lesquels les especes les plus importantes en clinique
demeurent les entérobactéries productrices de P-lactamase a spectre ¢largie (BLSE),
Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacterbaumannii (Lucet et Birgand, 2011).Néanmoins,
les entérobactéries B-lactamase a spectre ¢élargie ( EBLSE) sont les germes les plus concernés
et leur dissémination est mondiale (Emile, 2010).

Devant cette progression constante de la résistance aux antibiotiques, il est important
de disposer de données actualisées sur son évolution notamment celle qui concerne les
entérobactéries, car ce sont les agents causals les plus fréquents de diverses infections en
médecine de ville.

En plus de la détermination du taux de résistance aux antibiotiques des souches
d’entérobactéries isolées dans les laboratoires d’analyses médicales privés, notre étude est
¢galement entreprise dans le but de caractériser les phénotypes de résistance aux B-lactamines
de ces souches ainsi que leurs profils de résistance aux autres antibiotiques. Pour ce faire,
nous avons adopté la méthodologie suivante :

+» Collecte de souches d’entérobactéries a partir de deux laboratoires d’analyses

médicales privés(Dr Ait Bachir et Dr Manseur) de la région d’Akbou avec les données

concernant les patients (age et sexe).

+ Etude des profils de résistance de ces souches aux B-lactamines, aminosides et aux
quinolones.

% Etenfin, détermination des phénotypes de résistances aux B-lactamines.

Craate

oad the free tria

M nitro™ professio

nal



Chapitre 1 Synthése bibliographique

I. Meécanismes généraux de la résistance aux antibiotiques

Les bactéries peuvent manifester une résistance aux antibiotiques par plusieurs
mécanismes. Certaines especes sont naturellement résistantes a un antibiotique au minimum.
Dans tels cas, toutes les souches de cette espeéce bactérienne sont €galement résistantes a tous
les membres de la famille de cet antibiotique (Ploy et al., 2005). D’autres espéces, ont été
initialement sensibles aux antibiotiques puis elles sont devenues résistantes, c’est la résistance
acquise. Cette résistance est due a 1’acquisition d’un plasmide ou d’un transposon qui contient
les déterminants de la résistance ou a des mutations au niveau du chromosome (Yoneyama et

Katsumata, 2006).
I.1. Mécanismes biochimiques de la résistance aux antibiotiques

I.1.1. Inactivation des antibiotiques
Elle fait suite @ une hydrolyse ou a une modification de 1’antibiotique (Kayser et al.,
2008). L’inactivation enzymatique des antibiotiques par hydrolyse ou modification est le
mécanisme majeur de résistance des bactéries pathogénes aux antibiotiques tels que les -
lactamines (les pénicillines et les céphalosporines), les aminoglycosides et le chloramphénicol.
(Yoneyama et Katsumata, 2006).
> P-lactamases
La production de B-lactamases représente le mécanisme essentiel de la résistance
acquise aux B-lactamines (Lambert 1991). Ce sont des enzymes capables d’ouvrir le cycle -
lactam en créant un intermédiaire acyl-enzyme instable, menant au finale a la perte d’un
groupement carboxyle (Rodriguez-Villalobos et Struelens, 2006; Ruppé, 2010). Elles sont
classer selon Ambler en quatre classes : A, B, C et D en se basant sur leur séquence en acide
aminés (Bassetti et al., 2008). Les B-lactamases de classe A, C et D comportent dans leur site
actif une sérine responsable de I’ouverture du cycle B-lactam. Les B-lactamases de classe B
(métalloenzymes) ont besoin d’un ou deux atomes de zinc (Zn'*) pour hydrolyser leur
substrat (Rodriguez-Villalobos et Struelens, 2006; Ruppé, 2010).
> Enzymes modifiant les aminosides
La résistance aux aminosides est essentiellement liée a [’acquisition d’enzyme
inactivant ces antibiotiques en modifiant d’'une maniére covalente les groupements OH et NH,
de ces antibiotiques (Jehl et al, 2003 ; Yoneyama et Katsumata, 2006 ). Ces enzymes peuvent
soit phosphoryler ces antibiotiques par des aminosides phosphotransferases (APH), soit les
adényler par des aminosides nucleotidyltransférase(ANT) ou les acétyler par des aminosides

acetyltransférase(AAC) (Doi et Arakawa 2007 ; Gamal et al, 2011). Les souches résistantes
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Chapitre 1 Synthése bibliographique

aux aminosides empéchent la fixation de I’antibiotique sur les ribosomes avec comme
réaction moléculaire une acylation de quelques groupements (OH) (Rolf et Schmid, 2005).
> Enzymes inactivant le chloramphénicol
La résistance au chloramphénicol est souvent conférée par des chloramphénicols
acétyltransférases (CAT). Elles inactivent cet antibiotique par transfert du groupement acétyle
a partir de D’acétyl-CoA. Cette inactivation diminue considérablement [’affinit¢ de

I’antibiotique pour ’ARNr (Yoneyama et Katsumata, 2006).
I.1.2. Altération de la cible

» Modification mutationnelles de la cible (résistance aux quinolones)

Des mutations surviennent principalement dans les genes de I’ADN gyrase (codée par
les geénes gyrA et gyrB) et la topoisomérase IV (codée par le géne parC), selon la cible
préférentielle de la molécule et selon ’espece bactérienne. Chez les bactéries a Gram négatif,
le premier site de mutations est ’ADN gyrase car elle est la cible principale. L’effet de ces
mutations sur I’activité des quinolones dépend de leur type, de leur nombre et de la molécule
concernée. Dans la majorité des cas, une seule mutation dans la QRDR (quinolone résistance
determining région) de GyrA suffit a entrainer une résistance de haut niveau a [’acide
nalidixique. En revanche, la résistance a 1’ofloxacine peut nécessiter deux mutations, alors
qu’il en faudra trois pour la ciprofloxacine (Moudgal et Kaatz, 2009 ; Mérens et Servonnet,
2010).

» Acquisition d’une nouvelle cible (SARM)

La résistance est due a la présence de protéine de liaison a la pénicilline additionnelle
la PLP2a ou PLP2’, qui a une trés faible affinité pour I’ensemble des B-lactamines. Ces PLP
anormales sont codées par un gene chromosomique mecA qui appartient a un fragment
additionnel d’ADN intégré a I’ADN des souches de Staphylococcus aureus résistants a la

methiciline (SARM). (Lambert, 1991 ; Jehl et al., 2003).

» Contournement de la cible (résistance a la vancomycine)
L’étude du mécanisme de résistance a montré que la fin du pentapeptide « D-Ala-D-
Ala », site de fixation de la vancomycine, est remplacé chez les souches résistantes par une
structure d’ester D-Ala-D-acide lactique. Cette modification diminue 1’affinité de la cible
pour la vancomycine ce qui permet a la cellule de continuer sa croissance en présence de cet

antibiotique (Nikaido, 2009).
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Chapitre 1 Synthése bibliographique

1.1.3. Prévention de I’accés des antibiotiques a la cible

La résistance aux antibiotiques peut €tre aussi due a une diminution de la concentration
intracellulaire des antibiotiques par imperméabilit¢ membranaire ou sur expression des
systémes d’efflux (Nordmann, 2003 ; Nordmann, 2005).

> Imperméabilité membranaire (résistance par OprD)

La résistance aux carbapénémes chez P.aeruginosa offre I’exemple le plus typique et
le plus fréquent de la résistance dite par « imperméabilité membranaire ». En effet, la
diffusion des carbapénémes chez le bacille pyocyanique s’effectue préférentiellement par une
porine spécifique, OprD, dont la fonction naturelle est de faciliter la diffusion des acides
aminés basiques et du gluconate. L’absence, 1’altération ou la sous-expression de cette porine
sous I’effet de diverses mutations est, dans la trés grande majorité des cas, a 1’origine de la
résistance des souches cliniques de P.aeruginosa a I’imipenéme (Courvalin et al., 2006). Des
altérations du LPS sont également capables de provoquer la résistance au P-lactamines
(Lambert, 1991). La présence de LPS modifi¢es, d’affinit¢ diminuée pour les B-lactamines,
associées parfois a une diminution de la perméabilité¢ de la membrane externe confére un bas
nivaux de résistance a la pénicilline G (Jehl et a/., 2003 ).

> Pompe d’efflux

Les pompes d’efflux sont des transporteurs transmembranaires utilisés pour exporter
des métabolites et des substances toxiques hors de la cellule (Chroma et Kolar, 2010). Ils
peuvent étre spécifiques et conférer une résistance vis-a-vis d’une seule classe d’antibiotiques
(pompes d’efflux des tétracyclines (Tet) ou des macrolides (Mef)). Cependant, la plupart de
ces transporteurs peuvent prendre en charge des composés de structures tres différentes et
contribuer ainsi de manicre significative a la multirésistance des bactéries vis-a-vis des
antibiotiques (Cattoir, 2004 ).

AcrAB et MexAB-OprM sont des pompes de type RND (Résistance Nodulation cell
Division) définies chez les entérobactéries et Pseudomonas respectivement et qui expulsent
les B-lactamines, les fluoroquinolones, les chloramphécole, les tétracyclines et les aminosides
(Hocquet et al. 2003 ; Xavier et al., 2010).

> Protection de la cible (protéines Qnr)

La molécule de quinolone arrive intacte au niveau de I’ADN gyrase et de la
topoisomérase, mais une protéine a motifs penta peptidiques répété, nommée Qnr, vient
interférer dans le complexe ADN gyrase/ADN/quinolones et inhibe 1’action des quinolones

sur sa cible. En présence de la protéine Qnr, les fonctions de surenroulement, relichement,
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Chapitre 1 Synthése bibliographique

des enchevétrements de I’ADN gyrase sont rétablies. A ce jour, 5 déterminants différents ont
été rapportes, QnrA, QnrB, QnrS, QnrC, QnrD. Il s’agit 1a encore d’une résistance de bas
niveau, puisque les concentrations minimales inhibitrices (CMI) sont multipliées par un
facteur 4 a 8 (M¢érens et Servonnet, 2010).

I.2. Mécanismes génétiques de la résistance aux antibiotiques

I.2.1. Plasmides

Les plasmides sont de petits fragments d’ADN double brin, circulaires et
cytoplasmiques, capable de réplication autonome leur transmission naturelle d’une bactérie a
I’autre s’effectue habituellement par conjugaison. Les plasmides ont été associés a la
dissémination de la résistance aux antibiotiques dés leur découverte (Skurnik, 2009). Un
plasmide peut porter plusieurs génes de résistance aux antibiotiques conférant ainsi en bloc
une multi résistance (Ploy et al., 2005).

1.2.2. Transposons

Les transposons sont des séquences d’ADN capables de promouvoir leur propre transfer
d’un réplicon (chromosome ou plasmide) a un autre (Poly, 2005). On décrit trois principaux
types de transposons dont les séquences d’insertions (SI), les transposons non-composites et
les transposon composites (Skurnik, 2009).

Les transposon composites sont constitués de deux copies d’IS, en orientation directe
ou inverse qui peuvent fonctionner de pair et emporter de segment d’ADN qu’elle encadre.
Un méme couple d’IS peut border des séquences d’ADN différentes forment différents
transposons composites. Trés souvent, seul I’'une des deux IS code pour une transposase
fonctionnelle, 1’autre codant souvent pour un régulateur de la transposition. Ces structure
modulaire contienne souvent un ou plusieurs génes de résistance ou catabolique, les plus
célebres étant TnS, Tn9 et Tnl0 conférant la résistance respectivement a la Kanamycine et
streptomycine, au chloramphénicol et a la tétracycline. Un spectaculaire exemple
d’assemblage de déterminants de résistance est le Tn5385 isolé chez une souche clinique
d’Enterococcus faecalis. Ce transposon, bordé par deux copies en orientation directe
d’IS1216, est probablement le fruit d’une série d’éveénements incluant des Co-intégrations de
plasmides, des insertions et délétions d’IS et de transposons dont un (Tn552) provient de
Staphylococcus aureus et porte le géne blaZ. 1l confeére la résistance a la streptomycine
(aadE), a 1a Kanamycine et gentamicine (aacA-aphD), a la tétracycline /minocycline (tet(M))

et a certaines B-lactamines (blaZ) (Courvalin, 2006)

M nitro™" professiona

oad the free tria



Chapitre 1 Synthése bibliographique

1.2.3. Intégrons de classe 1

Les composants indispensables d’un intégron est un geéne int codant une recombinase
spécifique de site appartenant a la famille des intégrases. Les autres composants essentiels
sont, un site adjacent a#t/ qui est reconnu par I’intégrase et qui sert de site récepteur pour les
geénes cassettes, et un promoteur orienté a la suite qui permet 1’expression des génes cassettes
(Skurnik, 2009).

Les intégrons de la classel sont composés de deux régions conservées dites « 5’ » et
« 3’ ». La région conservée « 5’» contient int/, la région promotrice capable de transcrire les
genes cassettes insérés et artl (site d’attachement de I’intégron). La region 3’ conservée
contient, quant a elle, un geéne tronqué de résistance aux ammoniums quaternaires gacE Al et
le géne sull de résistance aux sulfamides.

Plus d’une cinquantaine de cassette de résistance ont ét¢ identifiées dans les intégrons
de classe 1, conférant la résistance aux aminosides, aux B-lactamine, au chloramphénicol et
aux quinolones. L’intégrase Intll représente le site de recombinaison spécifique (attl)
permettent la capture des cassettes qui portent le plus souvent des génes de résistance aux
antibiotiques et toujours un site de recombinaison attC (ou élément de 59 pb), ce dernier étant
un site d’action de I’intégrase qui permet 1’excision ou I’intégration de la cassette (Courvalin,
2006).

I.3. Mécanismes de résistance aux p-lactamines
I. 3.1. B-lactamase a spectre élargi (BLSE)

Les B-lactamases a spectre ¢largi (BLSE) sont définies comme des enzymes appartenant
a la classe A ou D de la classification d’Ambler (Rodriguez-Villalobos et Struelens, 2006).
Elles sont capables d’hydrolyser les pénicillines, les céphalosporines (C,G, C,G, C3G et C4G)
excepté les céhamycines et les Monobactames. Elles n’hydrolysent pas les carbapénemes et
sont inhibées par les inhibiteurs des P-lactamases (IBL) comme 1’acide clavulanique,
tazobactam et sulbactam (Rodriguez-Villalobos et Struelens, 2006 ; Cattoir, 2008).

Les B-lactamases de type TEM (TEMONEIRA) dérivent par quatre a sept mutations
ponctuelles de I’enzyme originale (TEM-1 et TEM-2). Ces mutations les rendent capables
d’hydrolyser les C3G, mais aussi plus vulnérables a 1’action des inhibiteurs (acide
clavulanique) (Rodriguez-Villalobos et Struelens, 2006).

Les enzymes de type SHV (SulfHydryl Variable) dérivent par mutations ponctuelles de
I’enzyme originale SHV-1(Rodriguez-Villalobos et Struelens, 2006). Les BLSE de type SHV

M nitro™" professiona

oad the free tria



Chapitre 1 Synthése bibliographique

ont été détectées parmi de nombreuses entérobactéries (notamment K. pneumoniae) mais
aussi chez P. aeroginosa et Acinetobacter (Cattoir ,2008).

Les B-lactamases de type OXA (Oxacillinase) conférent la résistance a I’ampicilline et a la
céfalotine, et sont caractérisées par une forte activité hydrolytique des pénicillines M
(oxacilline, cloxacilline) (Cattoir ,2008). A DI’exception de ’OXA-18, elles ne sont pas
inhibées par I’acide clavulanique. Il y a actuellement 11 BLSE de groupe OXA, dérivant
d’OXA-1, OXA-2 et OXA-10 (Rodriguez-Villalobos et Struelens, 2006). Les BLSE de type
OXA sont principalement retrouvées chez P. aeroginosa, mais aussi détdétectées chez
d’autres BGN dont les entérobactéries (Rodriguez-Villalobos et Struelens, 2006 ; Cattoir,
2008).

Les CTX-M (Céfotaximase-Munich) sont des PB-lactamases plasmidiques les plus
répandues. elles ont été rapportées au début de la deuxieme moitié des années 80 et leur taux
de diffusion, parmi les bactéries et dans la plupart des régions du monde, a augmenté
considérablement depuis 1995 (Touati et al., 2006). Ce sont des B-lactamase de classe A qui
tiennent leur non de par leur hydrolyse préférentielle du céfotaxime par rapport a la
Céftazidime (CTX) et(M) pour leur lieu d’isolement(Munich) (Ruppé ,2010)

Elles sont classés en 6 groupes phylogénétiques distincts : CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-
M-8, CTX-M-9, CTX-M-25, CTX-M-45. Les progénitures des génes codant pour les CTX-M
des groupes 1 et 2 et pour celles des groupes 8 et 9 sont respectivement K. ascorbata et K.
georgiana tandis que les sources des CTX-M des groupes 25 et 45 restent inconnues (Cattoir
,2008).

Les CTX-M conferent une résistance marquée au céfotaxime et au céfépime. En
revanche, I’inactivation de la Céftazidime est plus limitée, a 1’exception d’enzymes
récemment décrites (CTX-M-15, CTX-M-16, CTX-M-27) qui ont une forte capacité
hydrolytique pour la ceftazidime. Les CTX-M sont plus fortement inhibées par le tazobactam
que par 1’acide clavulanique. Dans la majorité des isolats cliniques, ces enzymes sont codées
par des plasmides de 60 a160 Kb, au sein desquels coexistent fréquemment des geénes codant
pour d’autres P-lactamases comme TEM-1, TEM-2 ou OXA-1 (Rodriguez-Villalobos et
Struelens, 2006).

D’autre types plus rares de BLSE, appartenant a la classe A, incluent BES, GES, IBC,
VEB, SFO, TLA, et PER. Elles sont inhibées par I’acide clavulanique et en général ont le
méme substrat que TEM et SHV. Les enzymes BES-1, SFO-1 et TLA-1 ont été retrouvées
chez les entérobactéries. Les enzymes du type GES, PER, VEB et IBC-2 ont été largement
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Chapitre 1 Synthése bibliographique

retrouvées chez P. aeruginosa, Acinetobacter baumannii mais aussi chez les entérobactéries
(Rodriguez-Villalobos et Struelens, 2006).
1.3.2. Céphalosporinases

Ce sont des B-lactamases de la classe C (AmpC) codées par des genes chromosomiques
ou plasmidique. Ces enzymes sont capables d’hydrolyser les céphalosporines y compris les
céphamycines (céfoxitine) ainsi que les pénicillines, mais pas le céfépime. Ces B-lactamases
sont résistantes aux inhibiteurs de B-lactamases. Une exception doit étre notée : I’enzyme
ACC-1 ne confére pas de résistance aux céphamycines (Jacoby, 2009).

Chez plusieurs entérobactéries, I’expression des AmpC est minime mais elle est
inductible en présence de certaines [-lactamines comme I’imipenéme (Jacoby, 2009). Les
mutations qui engendrent leur surexpression sont responsables de 1’apparition de la résistance
aux céphalosporines a large spectre chez Enterobacter cloacae et chez les autres espéces
productrices naturellement de ces enzymes (Jacoby et Munoz-Price, 2005).

Le géne ampC constitutif est faiblement exprimé chez E.coli et il est absent chez
Klebsiella et salmonella spp .Cependant ces espéces peuvent acquérir différents sous groupes
d’AmpC codés par des plasmides. Ce sont des AmpC dérivées de Citrobacter freundii (BIL-
1, CMY-2, LAT-1,2), d’Enterobacter cloacae (MIR-1, ACT-1) ou encore de P .aeruginosa
(CMY-1, FOX-1, MOX-1) (Rodriguez-Villalobos et Struelens, 2006).

1.3.3 Carbapénémases et les métallo-p-lactamases

On connait trois types de carbapénémases : Les sérines carbapénémases (dont fait
partie ’enzyme KPC), les métallo-f-lactamases (MPBL) (dont fait partie la NDM-1), et les
oxacillinases (OXA), retrouvées principalement chez les bactéries a Gram négatif non
fermentaire tels que Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter spp (Pitout, 2010). Les plus
importantes en clinique sont actuellement les types KPC, IMP/VIM et OXA-48. Les
carbapénémases de classe A ont une activité qui est totalement ou partiellement inhibée in
vitro par 1’acide clavulanique et le tazobactam alors que les autres types de carbapénémases
ne sont pas inhibés par ces inhibiteurs classiques de P-lactamases (Nordmann et Carrer,
2010).

La carbapénémase de classe D, OXA-48, décrite tout d’abord chez K. pneunomoniae,
hydrolyse beaucoup plus fortement les carbapénémes et n’hydrolyse pas les C3G et son
activité n’est pas inhibée par I’acide clavulanique (Poirel et al., 2004).

Les carbapénémases de classe B sont des métallo-B-lactamases. Ce sont des enzymes

dépendantes de la présence d’ion Zn. Ces métallo-B-lactamases, le plus souvent
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Chapitre 1 Synthése bibliographique

plasmidiques, ont émergé depuis une dizaine d’années chez P. aeruginosa, Acinetobacter
baumannii puis ensuit chez les entérobactéries (Philippon et Arlet, 2006). Il s’agit de
nombreux variétés de PB-lactamases de type IMP et VIM, GIM-1. Ces enzymes hydrolysent

fortement toutes les B-lactamines a 1’exception de 1’aztreonam (Nordmann et Carrer, 2010).
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Chapitre I1

Materiel et

I. Recueil de souches

meéthodes

Notre étude s’est déroulée pendant la période allant du 01 mars au 30 Avril 2012 et a

consisté en la collecte de souches d’entérobactéries, isolées de deux laboratoires d’analyses

médicales privés de la région d’ Akbou (Dr Ait Bachir et Dr Manseur).

Les souches sont isolées de divers prélevements pathologiques (urine, pus et selle) et

sont sélectionnées sur la base de leur résistance aux antibiotiques suivants : céfotaxime,

céftazidime, acide nalidixique et/ou gentamicine.

II. Identification des souches

L’identification des souches retenues est obtenue grice a un ensemble de tests

biochimiques a savoir : le test d’oxydase, la galerie biochimique classique et la galerie API

20 E.

> Galerie biochimique classique

Elle permet I’étude de plusieurs caracteres biochimiques dont :

» Fermentation des sucres et production de gaz et d’H;S.

= Recherche de la nitrate-réductase.

= Recherche d’uréase et la production d’indole.

» Etude du type fermentaire (réaction de Voges-Proskauer et RM).

= Utilisation du mannitol et ditermination de la mobilité.

= Utilisation du citrate comme seule source de carbone.

Le principe, les techniques et les régles d’interprétation des tests effectués sont

résumés dans le tableau 1.

Tableau I : Différents tests biochimiques d’identification

Test

Principe du test

Lecture

Interprétation

Utilisation du glucose,
lactose, saccharose et
production du gaz et de
H,S

Sur gélose TSI

Ensemencement de la pente

par des stries et

piqueur centrale

Incubation a 37°C/24h

Virage de la pente au

jaune

Lactose positif

Virage du culot au

jaune

Glucose positif

Apparition de bulles
ou
translocation de la

gélose

Production du

gaz

Noircissement du
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bouillon Clark et Lubs”

Chapitre I1 Matériel et méthodes
milieu H,S
Utilisation du citrate Ensemencement par stries Croissance  sur la | Utilisation du
sur gélose de Citrate de | Incubation a 37°C pendant 1 | pente et virage du | citrate
Simmons a7 jours milieu au bleu
Etude du type | Ensemencement et incubation | Couleur rouge cerise | Formation
fermentaire a37°C/ 48h aprés  D’ajout  des | d’acetoine
sur réactifs VPI et VPII

Coloration rose apres

I’ajout du réactif RM

Formation des

acides mixtes

Dégradation de 1’urée | Ensemencement a  partir | Couleur rouge Présence d’une
et production d’indole | d’'une culture sur milieu uréase
sur le milieu liquide | solide. Anneau rouge en
Urée-indole” Incubation a 37°C/24h surface aprés [’ajout | Production
du réactif de Kovacs. | d’indole
Recherche de la nitrate | Ensemencement a  partir | Couleur rouge aprés | Nitrate
réductase d’une culture sur milieu | ’ajout des réactifs | réductase
sur solide. NRI et NRI positive
Bouillon nitraté” Incubation a 37°C/24h
Utilisation du | Ensemencement par piqueur | Coloration jaune du | Fermentation
mannitol / Mobilité sur | centrale milieu du mannitol
Gélose Mannitol | Incubation a 37°C/24h
Mobilité" Difusion homogéne | Mobilité
Recherche des oxydases
Dépot d’une colonie d’une|Couleur rose foncée |Oxydase
culture fraiche sur le disque|puis violette au niveau | positive
d’oxydase du dépot de la colonie
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Chapitre I1 Matériel et méthodes

Production d’indole a|Ensemencement a partir d’une | Anneau  rouge  en | Production
44°C  sur milieu | culture sur milieu solide. surface apres I’ajout du | d’indole

EPEI Incubation a 44°C/24h réactif de Kovacs

* La composition de ces milieux est donnée en annexe II.

Pour confirmer [I’identification de nos souches nous avons procédé a une
identification par la galerie API 20E (Biomérieux).

> Galerie API 20E (Biomérieux)

- Elle consiste a réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et on réparti environ
5 ml d’eau distillée dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide et on place la
galerie dans la boite d’incubation.

- Puis prélever quelques colonies et on prépare une suspension bactérienne. Rempli les

tubes et cupules des tests CIT, VIP et GEL avec la suspension bactérienne.

- Rempli uniquement les tubes (et non les cupules) des autres tests.

- Et créer une anaérobiose dans les tests ADH, LDC, ODC, H2S, URE en remplissant

leur cupule d’huile de paraffine.
- Et enfin, on referme la boite et on incube a 37°C pendant 18 a 24 h.
Lecture de la galerie
v Si le glucose est positif et /ou 3 tests ou plus sont positifs, on note sur la fiche des
résultats toutes les réactions spontanées puis on révele les tests nécessitant I’addition de
réactifs (TDA, VP, NO; et Indole).
v' Si le glucose est négatif et le nombre de tests positifs avant ajout des réactifs est
inférieur a 3, on réincube la galerie 24 h de plus sans rajouter les réactifs. Apres cette
deuxiéme incubation, on révele les tests nécessitant 1’addition des réactifs (Leyral et

Joftin, 1998).
I11. Etude de la sensibilité des entérobactéries aux antibiotiques
Au cours de notre étude nous avons déterminé la sensibilit¢é des souches
d’entérobactéries vis-a-vis de 10 antibiotiques(Tableau II) appartenant a différentes familles
d’antibiotiques par la technique d’antibiogramme standard par diffusion sur gélose Mueller
Hinton selon les recommandations du comité Francais de 1’Antibiogramme de la Société

Francaise de Microbiologie, 2010.
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Chapitre I1

Mateériel et méthodes

L’inoculum a ¢été préparé a partir d’une culture de 18 a 24h, en dissociant 3 & 5 colonies

identiques et bien séparées dans 3 ml d’eau physiologique stérile.

> Ensemencement

L’ensemencement est effectué par écouvillonnage a partir d’une dilution a 1/10°™ de la

suspension préparée (Communiqué du CFA-SFM, 2010).

Puis les disques d’antibiotiques sont déposés a I’aide d’une pince stérile a distance de

20a 25 mm.

> Lecture

On mesure a I’aide d’un pied a coulisse les différents diamétres des zones d’inhibition

obtenus autour des disques d’antibiotiques. L’interprétation en sensible (S) intermédiaire (I) ou

résistante (R) est effectuée selon les criteres définis par le CFA-SFM (Communiqué du CFA-SFM,
2010) (Annexe 1V).

Tableau II : liste des antibiotiques testés.

Famille Antibiotique Abréviation | Charge (ng) Marque
B-lactamine Amoxicilline/clavulanate | AMC 20/10 BIO-RAD"
Amoxicilline AMX 25 BIO-RAD"
Céfotaxime CTX 30 BIO-RAD®
HIMEDIA®
Céftazidime CAZ 30 LIOFLICHEM®
Céfoxitine FOX 30 BIO-RAD®
LIOFLICHEM®
Céfépime FEP 30 BIO-RAD®
Aztréonam ATM 30 BIO-RAD"
Imipénéme IPM 10 BIO-RAD®
Quinolone Ciprofloxacine CIP 5 BIO-RAD"
Aminosides Gentamicine GEN 15 BIO-RAD®
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Chapitre I1 Matériel et méthodes

IV. Détermination des phénotypes de résistance aux B-lactamines
»  Détection des BLSE par DD-test

La production d’une B-lactamase a spectre ¢largi a été détectée par I’épreuve de la
synergie qui consiste a placer des disques de ceftazidime (CAZ), céfotaxime (CTX), céfépime
(FEP) et aztréoname (ATM) (30 pg chacun) a une distance de 20 mm (centre a centre) d'un
disque d’augmentin (AMC) (Figure 01). L'augmentation de la zone de l'inhibition entre le
disque d’augmentin et les disques de ceftazidime, céfotaxime,céfépime et/ou aztréonam

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

Figure 01 : Mise en évidence de la production d’une BLSE par le DD-test
> DD-test sur gélose a la cloxacilline
Chez les souches naturellement productrices de céphalosporinases telle que
Enterobacter sp, la présence d’une BLSE peut étre masquée du fait de 1’induction de la
céphalosporinase par le clavulanate. Dans ce cas, nous avons refait le DD-test en utilisant la
gélose Mueller Hinton additionnée de cloxacilline (250 et 500 pg/ml) dans le but d’inhiber
I’activité céphalosporinasique. La comparaison des diameétres d’inhibition entre les boites
avec et sans cloxacilline permet de mettre en évidence la présence d’une BLSE et/ ou d’une
céphalosporinase (Giraud-Morin et Fosse, 2008).
Ce test est également effectué pour les souches qui ne sont pas naturellement

productrices d’ AmpC mais résistantes a la céfoxitine (FOX).
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Chapitre I11 Résultats et discussions

I. Collecte de souches bactériennes

Au cours de notre étude, réalisée dans deux laboratoires d’analyses médicales privés
de la région d’Akbou (Dr Ait Bachir et Dr Manseur) durant la période allant du 01 mars au 30
Avril 2012, nous avons collect¢ 66 souches d’entérobactéries a partir de différents
prélévements pathologiques. Les résultats de 1’identification selon les caractéristiques
biochimiques sont donnés en annexe VI.

I.1. Répartition des souches par type de prélévement

Nous avons noté au cours de notre étude que les souches d’entérobactéries sont le plus

souvent isolées des prélévements urinaires avec un pourcentage de 90,91 %, (tableau III).

Tableau III : Répartition des souches d’entérobactéries par type de prélévement.

Type de prélévement
Urine Autres Total
Nombre de
souches 60 06 66
% 90,91 9,09 100

Autres : pus et selles.

En effet, la pathologie des infections urinaires est fréquente aussi bien en milieu
communautaire qu’hospitalier (Sekhsokh et al., 2008). Dans les études citées par Lahlou
Amine et coll. (2008), il y a environ 150 million de cas d’infection urinaire dans le monde
dans la période allant d’octobre 2006 a octobre 2008.

I.2. Répartition des souches d’entérobactéries par espéces
La figure ci-dessous montre la répartition des souches d’entérobactéries isolées par

especes.

15
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Autres : Citrobacter sp et Enterobacter sp
Figure 02 : Répartition des souches d’entérobactéries par espéces.

La répartition des souches par espéces nous montre que les souches d’entérobactéries
sont représentées essentiellement par 1’espéce E.coli avec un taux de 63.64%, suivie par
Klebsiella spp avec un taux de 13.64% et Proteus sp avec un taux de 12.12%.

L’espéce E. coli est la principale espeéce bactérienne impliquée dans les infections
urinaires et spécialement dans celles non compliquées du tractus urinaire, mais bien d’autres
germes peuvent étre rencontrés (Proteus, Klebsiella et Enterobacter sp)(Lemort et al., 2006).

Dans les études citées par Tagajdid et coll. (2010), Pilly rapporte qu’E.coli est
responsable de 60 a 80% des infections urinaires en milieu communautaire. L’infection par
ces germes s’explique par la physiopathologie ascendante de 1’infection urinaire a partir de la
flore uréthrale (colonisation du périnée par les entérobactéries d’origine digestive) et par la
présence de facteurs spécifiques d’uropathogénicité (adésine et uréase) (Ben Abdallah et al,.
2008).

Nos résultats se rapprochent des résultats de 1’étude réalisée par Ben Abdallah et coll.
(2008), tel que les entérobactéries ont représenté 91 % des isolats et le taux d’isolement d’E
coli était de 76%. Parmi les entérobactéries isolées, Klebsiella sp. vient en deuxiéme position
avec des taux variables selon les études, cette bactérie était isolée dans 10,5% des cas durant

la période 2002 et 2005.
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Chapitre I11

I.3. Caractéristiques de la population étudiées

> Selon le sexe

Reésultats et discussions

D’aprés nos résultats, les femmes présentent un taux d’infection plus élevé avec un

pourcentage 74.24% par rapport aux hommes qui présentent un taux de 25.76%. Cette

répartition est illustrée par le tableau IV.

Tableau IV : Répartition des souches selon le sexe des patients

Sexe Type de prélevement | Nombre d'individus | pourcentage%
Urinaire 45 68,18
Femme Autres 4 6,06 74,24
Urinaire 15 22,73
Homme Autres 02 3,03 25,76
Total 66 100

En effet, les infections urinaires sont beaucoup plus fréquentes chez la femme que

chez I’homme a cause de 1’anatomie de 1’appareil urinaire (urétre court, faible osmolarité des

urines durant la grossesse ...) chez elle (Caron et al., 2008).

> Selon I’age

La figure 03 montre que les taux d’infection obtenus sont variables chez les

différentes catégories d’age, la tranche d’age allant de 35 ans a 64 ans est la plus touchée par

rapport aux autres tranches avec un taux 36.36%. Ces résultats peuvent s’expliquer par

I’activité sexuelle et la procréation chez la femmes appartenant a cette catégorie d’age

(Borjilat et al., 2009).
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36,36%

24 24%

21.21% 18,18%

Figure 0 3 : Répartition des souches selon I’Age des patients
I1. Résistance des souches d’entérobactéries aux antibiotiques
IL.1. Résistances aux p-lactamines

Sur 66 souches des d’entérobactéries, 10 souches sont résistantes ou intermédiaires
aux céphalosporines de 3™ génération dont 06 souches sont isolées au niveau du laboratoire
du Dr Ait Bachir et 04 au niveau du laboratoire du Dr Manseur.

Les résultats de I’antibiogramme présentés dans le tableau V montre que 15.15%
(10/66) sont résistantes au CTX et/ou CAZ. Sur le total des souches isolées au niveau du
laboratoire Dr Ait Bachir, 12% des souches sont résistantes au CTX et/ou CAZ alors que le
taux de résistances au niveau du laboratoire Dr Manseur est de 25%.

Des taux de résistances plus bas, de 5.8% et de 6.66% ont été rapportés par des
¢tudes réalisées au niveau des hopitaux de la région de Bejaia par Touati en 2006 et par

Djoudi en 2007 (Touati, 2006 ; Djoudi, 2007).
I1.1.1 Répartition des souches résistantes aux C3G par espéce

Au cour de notre étude, les souches isolées résistantes aux C3G appartiennent
majoritairement a I’espece E.coli (8/10), suivie par les souches du genre Enterobacter sp
(2/10). Le tableau ci dessous donne la répartition des souches résistantes aux C3G par

especes.
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Chapitre I11

Tableau V: Répartition des souches résistantes aux C3G par espece

Reésultats et discussions

Souche E.coli Klebsiella sp Proteus sp Autre Total
N° de souches
sensibles 34 9 8 5 56
N° de souches
C3GR 8 00 00 02 10
Total

42 9 8 7 66
% de résistance

19,04 00 00 28,57 15,15

Autres : Citrobacter sp et Enterobacter spp

C3G R : résistantes aux céphalosporines de troisiéme génération.

ITII. Analyse des phénotypes de résistance aux p-lactamines

I11.1. Recherche des B-lactamases a spectre élargi (BLSE)

La détermination des phénotypes de résistance aux [-lactamines est faite selon le

profil de résistance aux P-lactamines et par la recherche de 1’image de synergie sur gélose

Mueller Hinton ou Mueller Hinton additionnée de la cloxacilline.

II1.1.1. DD-test

Le DD-test effectué¢ pour les souches d’entérobactéries résistantes aux C3G a révél¢ la

présence d’une image de synergie pour 8/10 des souches ce qui indique la présence d’une

BLSE, et que 2/10 sont négatives pour le test.

La figure 05 montre une image de synergie pour la souche A33 productrice de BLSE
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Chapitre I11

souches résistantes aux C3G sont montrés dans le tableau IX.

Reésultats et discussions

Figure 04 : image de synergie pour la souche A33 productrice de BLSE

Les résultats du DD-test ainsi que les profils de résistance aux P-lactamines des

Tableau VI : Diamétres (mm) des zones d’inhibition du DD-test

Code | Espéce Diamétres (mm) Synergies
AMC | CTX CAZ |FEP | FOX

A5 E.coli R(14) | R(16) |S(21) | R(10) | S(26) | Présence
Al10 | E.coli R(12) | R(16) | S(20) | S(18) | S(26) | Présence
A24 | E.coli S(20) | R(12) | R(16) | R(14) | S(25) | Présence
A33 | E.aerogenes R(12) | R(6) R(12) | R(10) | R(10) | Présence
A4l | E.coli R(8) | R(6) R(12) | R(10) | S(18) | Présence
A45 | E.coli S(20) | R(18) | S(28) |S(22) | S(28) | Présence
M4 E.coli R(6) | 1(24?7) | I(18) | S(31) | R(13) | Absence
M5 E.coli R(8) |R(12) |[R(16) | R(16) | S(26) | Présence
M18 | E.aerogenes R(©) |R@10) |R(10) | R(14) | R(6) | Présence
M19 | E.coli R(6) |R(21) |R(11) | S(30) | R(10) | Absence

R : Résistant, S : Sensible, I : Intermédiaire.

I11.1.2. DD-test sur gélose Mueller-Hinton additionné de cloxacilline

Les souches n’ayant pas présenté d’image de synergie pour le DD-test et qui sont, soit

naturellement productrices de céphalosporinases, soit présentent une résistance vis-a-vis de la

céfoxitine (FOX) sont testées une deuxiéme fois par addition de cloxacilline a la gélose

Mueller-Hinton a une concentration finale de 250pg /ml, puis 500pg/ml s’il n’y pas de
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Chapitre 111

Résultats et discussions

récupération. Seules les souches qui présentent une récupération de 6 mm ou plus dans les

diametres des zones d’inhibition qui sont considérées positives pour le test.

MH additionnée de la cloxacilline sont donnés par le tableau X.

Les diametres des zones d’inhibition de ces souches sur gélose MH puis sur gélose

Tableau VII : diamétres des zones d’inhibition sur gélose Mueller-Hinton avec et sans

cloxacilline
Code | souches AMC CTX CAZ FEP FOX Synergi
(¥
MH | R©6) S5 |1(18) |SG1) |R(13) | Absenc
M4 E.coli e
MHC | R(I4) [SG2) | SG0) 73030
MH _ |R(6) |RQ1) |R(I1) |S(30) |R(10) |Absence
ML) e MHC |S(26) [S(32)  |S(32) |S@0) |S(28)

MH : Mueller-Hinton.
MHC : Mueller-Hinton additionnée a la cloxacilline.

L’augmentation des diameétres des zones d’inhibitions autour des disques de CTX,
CAZ, FEP et FOX ainsi que I’absence d’image de synergie suggere que les souches M 4 et

M19 (figure N° 6) sont probablement résistantes par production d’une céphalosporinase

plasmidique.

Sans cloxacilline avec cloxacilline

Figure 05 : Phénotype d’hyperproduction de céphalosporinase pour la souche M4
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Chapitre I11 Résultats et discussions

I1 est connu qu’E.coli posseéde naturellement un géne chromosomique (ampC) codant
pour la céphalosporinase, mais qui n’est exprimé a bas niveau a cause de la présence d’un
promoteur faible et d’un atténuateur de transcription (Schimidtke et Hanson, 2006).
Cependant, des mutation au niveau du promoteur d’AmpC peuvent conduire a la
surexpression de la céphalosporinase (mutants déréprim¢) (Mammeri et al., 2008).

Cette résistance chez E.coli peut également étre associée a 1’acquisition d’un gene
ampC plasmidique (Mammeri et al., 2008). Les céphalosporinases plasmidiques retrouvées
chez E.coli sont de type CMY2, CMY-8b (Singtohin et al., 2010), DHA-1, CMY-6 (Yoo et
al., 2010) et ACC (Mammeri et al., 2008).

I11.1. 3. Déduction des phénotypes de résistance aux p-lactamines

L’analyse des phénotypes de résistance aux P-lactamines est représentée dans le
tableau XI.

La déduction des phénotypes de résistance aux PB-lactamines testées est basée sur les
criteéres suivant :

e La résistance naturelle de la souche ;

e Résistance aux CTX et CAZ ;

e Résistance aux C4G (FEP);

e Présences ou absence d’image synergie sur gélose MH et MH additionné a la
cloxacilline.

Tableau VIII : Déduction des phénotypes

Code | Espéce CTX | CAZ | FEP FOX | Synergie Phénotype probable
A5 E.coli R(16) | S(21) | R(10) | S(26) | Présence CTX-M
Al0 | Ecoli R(16) | S(20) | S(18) | S(26) | Présence CTX-M
A24 | E.coli R(12) | R(16) | R(14) | S(25) | Présence CTX-M

A33 | E.aerogenes | R(6) | R(12) | R(10) | R(10) | Présence CTX-M

A4l E.coli R(6) | R(12) [ R(10) | S(18) | Présence CTX-M
A45 | E.coli R(18) | S(28) | S(22) | S(28) | Présence CTX-M
M4 E.coli 1(24) | I(18) | S(31) | R(13) | Absence AmpC
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Chapitre 111 Résultats et discussions

M5 E.coli R(12) | R(16) | R(16) | S(26) | Présence CTX-M

MI18 | E.aerogenes | R(10) | R(10) | R(14) | R(6) | Présence CTX-M

M19 | E.coli R(21) | R(11) | S(30) | R(10) | Absence AmpC

La détermination du type de BLSE produite par les souches d’entérobactéries
résistantes aux C3G (céfotaxime et /ou Céftazidime) a révélé que le type CTX-M, est le plus
dominante tel que 8/10 des souches sont de ce phénotype. Ces souches sont A5, A10, A24,
A33, Adl, A45, M5 et M18. Effectivement, les BLSE de type CTX-M sont les enzymes les
plus répandues, entre une large gamme de bactérie clinique, en particulier les membres de la
famille des entérobactéries (Ben Achour et al., 2009).

Les souches M4 et M19 sont de phénotype AmpC. Les céphalosporinases semblent
moins fréquentes que les BLSE (Bush, 2010). Cependant, leur prévalence est probablement

sous-estimée car leur détection est difficile (Jacoby, 2009).
V1. Profils de résistance des souches d’entérobactéries aux autres
antibiotiques

La figure ci-dessous montre le taux de résistance des souches d’entérobactéries aux

différents antibiotiques testés.

%
25 21.21%
20
15 9,09%
10
© 00% 00%
i - -—
1P CIP GEN CcLO
B-lactamines quinolones aminosides Colistine

Figure 06 : Profils de résistance des souches d’entérobactéries aux autres
antibiotiques
Les souches d’entérobactéries sont naturellement sensibles a toutes les molécules des

quinolones et de fluoroquinolones. Cependant, au cours de notre étude, au total 14 /66
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Chapitre I11 Résultats et discussions

(21,21%) souches d’entérobactéries sont résistantes a la ciprofloxacine. La plus part de ces
souches résistantes sont d’origine urinaire, et que la majorité des souches résistantes a la

ciprofloxacine appartient aux especes E.coli (9/14) avec un taux de 64,28%.
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Conclusion

Au terme de cette étude, 66 souches d’entérobactéries isolées de différents types de
prélevements pathologique, on été collectées du milieu communautaire. La majorité de ces
souches sont d’origine urinaire 90.91% et I’espéce la plus fréquemment isolées est E .coli

avec un taux de 63.64%.

L’¢tude de la résistance des souches a révélé des taux important vis-a-vis des
différentes familles d’antibiotiques testés, plus particulierement vis-a-vis de la famille des (-

lactamines(C3G).

Au totale, 10/66 des souches d’entérobactéries sont résistante aux C3G soit un taux

de 15 ,15%.

Les résultats du DD-test et du DD-test additionnée a la cloxacilline ont révélé un taux
de 12,12% de souches suspectées d’étre productrice de BLSE et un taux de 3,03% de souches

suspectées d’étre productrice de céphalosporinases

Les résultats de cette étude nous rappellent bien le probléme inquiétant que représente
la résistance aux antibiotiques. L’usage abusif des antibiotiques en traitement curatif, dans
I’aquaculture et en médecine vétérinaire a conduit au développement de résistance et a la
dissémination de nouveaux mécanismes due essentiellement au transfert horizontal des

genes (Onr, BLSE)

La surveillance de I’évolution de la résistance aux antibiotiques dans le temps et dans
I’espace nous permettra d’éviter plusieurs impace thérapeutique. L’¢étude de c’est
mécanismes de résistance peut également aider dans la recherche de nouvelle molécules

antimicrobiennes

Notre étude reste préliminaire car elle est limitée dans I’espace, dans le temps et en
terme de moyens. Elle doit étre €largie sur plusieurs axes et constitué¢ un projet de recherche
qui pourra fédérer toutes les actions de recherche spontanées réalisées autour des

phénomeénes de résistance. Elle pourrait étre complétée en :

e Ftudiant un plus grand nombre de souches, incluant des bactéries Gram positives et
Gram négatives pendant plusieurs années et de rendre ainsi 1’étude statistique plus fiable.

e Traitant d’autres facteurs de risque dans [D’acquisition de la multirésistance
(antibiothérapie, I’hospitalisation préalable, diabéte, sondage urinaire,.....).

e Réalisant une ¢tude dans le but d’¢élargir la gamme d’antibiotiques testés.
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ANNEXE 1

Formulaire
Code : Code labo :
Nom et prénom :
Date Age: Sexe : M/F

Hospitalisation dans les 3 mois précédent : Oui/ Non

Antibiothérapie : Oui/ Non

Antibiotique administré Date de début :

Prélévement :

Souche identifiée :

Antibiogramme réalisé au laboratoire d’analyses

Antibiogramme complémentaire

Présence ou Absence d’image de synergie
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ANNEXE II.

Composition des milieux de culture (en g/L) (Guiraud, 2003)

Gélose Mac Conky

Peptone de CasCINe..........oiuiiniii it 17g

Peptone de vIande..........oouiiniiiii e 03g

57 7 11 10g

Meélange de sels bIlHaIres. ......ooeiii e 1,5¢

Chlorure de SOAIUML. ......uie it et et e e e 05g
ROUZE NEULTE. . ..o e 0,03g

Cristal VIOICT. ...t 0,001g

VRBG (gélose biliée au cristal violet et au rouge neutre)

o 0] 1) L 07¢g
EXtrait de IOVUIC. ....o.viii e 05¢g
Meélange de sels Diliaires. ........oouiiniiiiii i 1,5g
GlUCOSE vttt e e e e e, 10g
Chlorure de SOAIUM. ... .o.uii e e e e e aens 05¢g
ROUZE NEULTE. ... e 0,03g
CrisStal VIOIEL. ..ot 0,002¢g
pH 74

Gélose Mueller Hinton

Infusion de viande de boeuf.... ... ..o 300¢g

Hydrolysat de Cas€ineg...........ovuiiiiiii i e 17,5g

ANIAON. Lo e 1,5¢

N . 1 17¢g
pH 74

Milieu Urée-Indole
LAtryptophane. ... ..o e 03g
Phosphate MmOonOpPOtasSIQUE .....ovuuietteett ettt e e e eae e Olg
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Phosphate bipotassiqUe. ........o.vvuiintii i Olg

Chlorure de SOAIUML. ......uinti e e e 05¢g

L84 20g

ALC00l A 05 10ml

Rouge de phénol...... ..o 0,025¢g
pH 7

Milieu Clark-Lubs

Peptone trypsique de viande...........c.oouiiiiiiiii e 05g

Phosphate bipotassiqUe. ........ouiiniiitiiti e 05¢g

GIUCOSE. ettt ettt e 06g
pH 7

Mannitol- Mobilité

POPLONE ..o e 20g

NItrate de POtASSIUML. ... .uuutttt ettt ettt et et et e e e eeeaa e Olg

MaANNItOl ... e 02¢g

Rouge de phénole....... ..o e 0,04¢g
pH 8,1

Milieu de Citrate de Simmons

CItrate de SOIUML. ... vttt ettt et et et et e et e a e eae e e e aaaens 02¢g
Chlorure de SOAIUM. ... ..ttt et et et e e e e e e eaaeens 05¢g
Sulfate de MagNESTUML. ........oiuiii e e 0,2g
Phosphate monoammoOniaquUe. ..........c.ovutentitiitiit et Olg
Phosphate DIpotassiqUe. .......oouiiniinti it Olg
Bleu de bromothymol.........ooiii e 0,08¢g
N . 1 15g
pH 7.0-7.2
Gélose TSI
Extrait de viande de boeuf...... ..o 03g
EXtrait de IOVUIC. ..o 03g
PeptoNe trYPSIQUE. ... neiet ettt e e e e e 20g
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Chlorure de SOAIUML. ......uie e e et e e 05g

(O3 1 (ol (0 8 [ | < 0.3g
Thiosulfate de SOAIUML. ..ottt e e 0,3g
7 o7 11 Pt 10g
G2 10170 1] Olg
SACCRATOSE. . ..ttt e 10g
Rouge de phénol...... ..o e 0,05¢g
N . 1 12¢g
pH 7.4

Bouillon nitraté
Bouillon NULTIEIT . . .o oot e e, 1L

NItrate de POTASSIUML. .. .utt ettt ettt e ettt et e e et et et e et e teaeeeenaeeaas Olg

Eau peptonée

Peptone exemple d’indole.........oooiiiiiiii e 15¢
Chlorure de SOAIUML. ......uie e e et e e 05g
pH 7,2
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ANNEXE III

Tableau de lecture de la galerie API 20E.

Tests Composant actif Réaction/enzyme Résultats

- +
ONPG | 2-nitrophényl [-galactosidase Incolore Jaune

BDgalactopyranoside

ADH Arginine Arginine dihydrolase Jaune Rouge/orangé
LDC L-lysine Lysine décarboxylases | Jaune Rouge/orangé
ODC L-ornithine Ornithine décarboxylase | Jaune Rouge/orangé
CIT Citrate de sodium Utilisation de citrate Vert pale/ | Bleu-vert/ bleu

jaune
H2S Sodium thiosulfate Production d’H2S Incolore/grisat | Dépot noir

re
URE Urée Urease Jaune Rouge/orangé
TDA L-tryptophane Tryptophane TDA/immédiat*

désaminase

Jaune Marron rougeatre
IND L-tryptophane Production d’indole Kovacs /immédiat

Incolore ou | Rose

Jaune
|VP| Pyruvate de sodium Production d’acétoine VP+VP,

Incolore Rose
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Tests Composant actif Réaction/enzyme Résultats

- +
GEL Gelatine de Kohn gelatinase Non diffusion Diffusion de

pigment noir
GLU D-glucose Fermentation ou oxydation | Bleu/bleu vert Jaune
du glucose
ARA L-arabinose Fermentation ou oxydation | Bleu/bleu vert Jaune
d’arabinose
MAN Manitol Fermentation ou oxydation Bleu/bleu vert Jaune
INO Inositole Fermentation ou oxydation Bleu/bleu vert Jaune
SOR Sorbitol Fermentation ou oxydation Bleu/bleu vert Jaune
RHA Rhaminose Fermentation ou oxydation Bleu/bleu vert Jaune
SAC Saccharose Fermentation ou oxydation | Bleu/bleu vert Jaune
NO2- Tube de GLU Production de NO2 et NIT 1+NIT 2 /2-5mn
NO; réduction au stade N,
Jaune Rouge
Zn
Rouge Jaune

0X Sur papier filtre Cytochrome oxydase OX/1-2min

Incolore violet
MOB microscope mobilité immobile Mobile
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ANNEXE IV
Profile numérique d’identification des souches.
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ANNEXE V
Diameétres des zones édités par le CFA-SFM, 2010.

Antibiotique Abréviation Charge O critique (mm)
png/ml
S R

Amoxicilline AMX 25 >21 <16
Amoxicilline/ AMC 20/10 >21 <16
Clavulanate

Céfoxitine FOX 30 >22 <15
Céfotaxime CTX 30 >26 <23
Céftazidime CAZ 30 >26 <19
Céfépime FEP 30 >24 <17
Aztréonam ATM 30 >27 <21
Imipénéme IMP 10 >24 <17
Acide nalidixique | NA 30 >20 <15
Ciprofloxacine CIP 5 >25 <22
Gentamicine GEN 15 (10UI) | >18 <16
Amikacine Ak 30 >17 <15
Colestine Col 50 >15 <15
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ANNEXE VI

Tests d’identification pour les souches retenues

203 |= |3 -2
O[S |S |2 |32 |S | |S|S|S|S |tn |0 |%|[PS |5 |3
SIS (S |S | (8|2 |(S SS9 T |2 |88 |8 |2 |3
SIS |B ¥ | |d e e e (RSeS| E
SIS PE.E.M@CP.
=
WNNPPPPPPPPPNNNNNNN
Q
MPPPPPPPPPPPNPPNPPNP
-
&PPPPPPPPPPPPPPPPPPP
N
MPPPPPPPPPPPPPPPPPNN
aa]
mPPPPPPPPPPPPPPPNPPP
Z
AMAPPPPPPPPPPPPPPPPPNP
WPPPPPPPPPPPPPPPPPPP
WNNPPPPPPPPPPNNPNPPP
Slelslzlzlzlzlz|z|z|z|z |z |~ |~|z |~ |z |z |z
~
MPPNNNNNNNNNNPPNPPNP
S|z z|z|z|z|z|z|z|z |z |z |~ |z |z |z |z |z |~ |~
m
2z |z |z |z |z |z |z |z |z |z |Z |~ |2 |Z |& & |Z e | Z
WNNPPPPPPPPPPNNPNPNN
2R REBEElE R EmE RS
SIKIKIZBIERI<|IZRI<|€|Z|<Z|<|<|<|Z <<

vith

Created w

M nitro™" professional



Created with

M nitro™" professional

download the free trial online at nitropdf.com/professional



Résumé

Le but de notre étude déroulée au niveau de deux laboratoires d’analyses médicales Dr
Ait Bachir et Dr Manseur de la ville d’Akbou, était la caractérisation phénotypique de
mécanismes de résistance des entérobactéries isolées des prélévements pathologiques aux p-
lactamines. La majore partie des souches sont isolées a partir des prélévements urinaires avec
un taux de 90.91%. L’espece la plus isolée durant cette étude est E.coli avec un taux de
63.64%.

Au total, 66 souches d’entérobactéries sont collectées dont 15.15% (10/66) sont
résistantes aux C3G. L’¢étude de la sensibilit¢ des souches a montré un taux de résistance
¢élevé vis-a-vis de différents antibiotiques testés. 08 (80%) souches sont productrices de BLSE
(CTX-M), 02 (20%) souches présentent une hyperproduction de céphalosporinase.

Mots clés : antibiotique, entérobactérie, mécanisme de résistance, BLSE.

Abstract

The aim of our study that took place at the level of the medical analyses laboratory of
Dr Ait Bachir and Dr Manseur in the town of Akbou is the phenotypic characterizations of the
resistance mechanism of enter bacterial isolated samples pathogenic to B-lactamine.the major
part of the stubs are isolated from urinary samples with a rate of 90,91%. During this study,
the most isolated species is E.coli with a rate of 63,64%.

On the whole, 66 stubs are collected among which 15.15% are resistant to C3G. The
study of the stubs sensitivity has shown a decreased rate of resistance towards the different
tested antibiotics. 80% of the stubs are BLSE (CTX-M), 20% of the stubs represent a
hyperproduction of céphalosporinase.

Key words: antibiotics, enterobacteria, mechanism of resistance, BLSE.
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