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Les antibiotiques de la famille des B-lactamines constituent I’un des groupe les plus
importants en raison de la diversité des molécules qui la composent, de leur efficacité et
deleur faible toxicité (Cavallo et al., 2004).

Cependant, I’utilisation massive et parfois abusive de ces antibiotiques, en ville
comme a |I’hépital, a modifié considérablement I’écologie microbienne et a conduit a la
sélection de souches résistantes tant dans I’ environnement que chez I’animal et I’homme
(Faure, 2009).

Les entérobactéries résistantes aux céphalosporines de troisiéme génération occupent
une place importante dans les infections nosocomiales. Ces bactéries deviennent de plus en
plus résistantes aux antibiotiques et commencent a franchir les limites de |I'hopital pour
emerger dans la communauté. Cette résistance est le plus souvent le résultat de |’ action des -
lactamases qui hydrolysent le noyau p-lactame des B-lactamines (Prere et al., 2004 ; Barbe
et al., 2009).

Les B-lactamases a spectre élargi (BLSE) sont retrouvées chez les bacilles a Gram
negatif de la famille des Enterobacteriaceae et sont couramment identifiées comme des beta-
lactamases qui conferent une résistance a I’ oxyimino-cephalosporines et les monobactames
mais pas aux cephamycines et carbapenemes, et sont sensibles aux inhibiteurs des beta-
lactamase (Oteo et al. 2010). Aprés gque les penicillines a large spectre sont devel oppées dans
les années 60, la resistance a emergé rapidement a cause des beta-lactamases (Livermore,
2008). Les BLSE de type TEM et SHV était présentes dans 30-50% d E.coli et ont bien
etablit dans autres enterobactéries dans les années 70 (Liver mor e, 2008). Plus recemment, les
enzymes de type CTX-M sont devenues les prédominantes dont la majorité appartiennent au
CTX-M-15 (Simner et al,. 2011).

La résistance aux antibiotiques est un probléme croissant de santé publique car, dans
plusieurs especes pathogenes, certaines souches ne sont plus sensibles qu'a un trés faible
nombre d antibiotiques. Chez le nouveaux-né, dés la naissance son tractus intestina est
occupé par la flore saprophyte, en maintennant un certain equilibre ecologique cette flore
inhibent la croissance et le developpement des bacteries pathogenes notamment les

entérobactéries résistantes aux céphal osporines de 3¥™ géneration (Guediche, 1990).

Plusieurs facteurs contribuent a perturber la flore "normale" favorisant ains la
colonisation des nouveaux-nés par de micro-organismes pathogenes et I'augmentation de

I'incidence des infections néonatales acquises principalement nosocomiales. La connaissance
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de laflore bactérienne du nouveau-né notamment la flore intestinale et les facteurs pouvant la
modifier présente un intérét capital pour la compréhension des infections nosocomiales du
nouveau-né (Guediche, 1990).

C’est dans ce contexte que s'inscrit cette étude qui a pour objectif I’évaluation de la
colonisation digestive d’ entérobactéries productrices de BLSE chez les nouveau-nés et les
enfants hospitalisés et la détermination de certains facteurs de risque impliqués dans leur
acquisition.

Pour cela, la méthodol ogie adoptée est la suivante :

» |solement et identification des souches d’ entérobactéries a partir de selles sur
une gél ose additionnée de céfotaxime ;

» Etude de la sensibilité de ces souches vis-a-vis des B-lactamines et d’ autres
familles d antibiotiques en utilisant |’antibiogramme standard sur gélose
Mueller-Hinton ;

» Rédlisation du test de synergie pour la recherche de B-lactamases a spectre
étendu avec et sans cloxacilline ;

» Réadlisation du test de Hodge pour la recherche des céphalosporinases
plasmidiques ;

= Déduction des phénotypes de resistance probables des souches
d’ entérobactéries résistantes aux céphal osporines de 3™ génération ;

= Détermination de certains facteurs de risque d’ acquisition des ces souches par
une analyse statistique des données ;
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|. Portage digestif
|.1. Lafloreintestinale

La flore intestinale ou le microbiote intestinal, représente |I’ensemble des bactéries
peuplant notre tractus digestif. Sa subsistance est assurée par nos résidus alimentaires, ainsi

par la desquamation de nos tissus (Goulet, 2009).

Son équilibre résulte d'interactions microbiennes au niveau de I'intestin pour les
substrats nutritifs ou les sites d’ adhérences et de la modification de I’ environnement intestinal
par des produits de métabolisme microbien : pH, bactériocines, acide organique, etc. Laflore
intestinal est indispensable & I’acquisition et au maintient des fonctions digestif (Cortier,
2007).

Avant la naissance, le tube digestif est stérile, Mais les substrats nécessaires pour la
croissance des espéces humaines de Bifidobacterium sont présents dans le méconium

alanaissance (Yazourh et al., 2000).
|.2. L' établissement dela flore intestinale des nouveau-nés

La muqueuse du tube digestif du nouveau-né immature quelle soit, subit une myriade
de stimulation antigéni ques de nature microbienne d’ abord, de nature alimentaire (Orrhage et
al., 1999). Cette succession chronologique permet au cours des premiers mois, non seulement
d’initier le processus de défense immunitaire locale, mais aussi d'assurer la tolérance a
I’antigene alimentaire. La maturation des mécanismes de tolérance aimentaire semble
facilitée par un envahissement bactérien harmonieux (Orrhage, 1999; Gronlund, 2000). Les
étapes de I'installation de la flore intestinale et |’origine des germes rencontrés chez les

nouveaux-nés sont résumées dans le tableau | .
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Tableau | : Etapesdel’installation de laflore intestinal et I’ origine des germes rencontrés

chez les nouveau-nés (L anghendries, 2006).

Origine des germes

Phase rencontr és Germes rencontr ée

Germe anaérobie facultatif (streptocoques,
Laphasel Laflorevaginae et fécale | Entérobactéries, staphylocoques)

L es anaérobies stricts sont trés peu fréguents

L alimentation exclusive | Germes anaérobies stricts (bifidobactéries et
Laphasell | aucein bactéries lactiques) 10° UFC /ml.
Augmentation du nombre d’ Escherichia coli et

Bacteroides spp
Laphaselll | Début deladiversification | Augmentation parallele d entérocoques et de
alimentaire streptocoques et les clostridies. Flore anaérobie

stricte plus diversifiée,

L’ alimentation Une trés grande augmentation de la flore

LaphaselV | etl’hygiéene. anaérobie stricte dans la partie distale du colon

Chez le nouveau-né, la colonisation du tube digestif est relativement stéréotypée
durant les premiers jours. Elle dépend en partie de la composition de laflore vaginale et fécale
maternelle ou prédominent des germes anaérobies facultatifs, Escherichia coli et
Entérocoques. Pendant les premiéres 48 h, cette colonisation est indépendante du type
d alimentation. Elle est retardée chez les enfants nés par césarienne. Dés le 3°™ jour de vie
apparaissent des Bifidobactéries et des Lactobacilles, paralélement a I’ apparition dans une
moindre mesure de Bactéroides et de Clostridiae. L’ implantation de cette flore est directement
dépendante du type daimentation regue, des conditions environnementales et de la

prescription éventuelle d’ antibiotiques (Langhendries et al., 1989).

A lafin du premier mois des différences trés nettes existent dans la composition de la
flore intestinale selon le type d’alimentation regue par le nouveau-né (Benno et al., 1984 ;
Langhendries et al., 1989). Aing, la flore intestinale des enfants allaités est presgque
exclusivement composée de Bifidobactéries. Cette flore reste relativement constante tant que

I’enfant est allaité. Par contre des que I’ alimentation commence a étre diversifiée, la
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différence entre la flore des enfants nourris au sein et celle des enfants nourris artificiellement
Sestompe. Cette modification de flore est caractériste par une augmentation de la
concentration en Escherichia coli, Entérococci et Clostridiae. Entre I’age de 1 an et 2 ans,
I”enfant acquiert une flore intestinale du méme type que celle de I’ adulte (Campeotto et al.,
2007).

Le tube digestif de I’adulte est colonisé par une microflore trés importante puisgue
I’ on évalue le nombre de bactéries |e colonisant & 10", implantées essentiellement au niveau
colique, avec une diversité extrémement importante puisque estimées a plus de 400 espéces
différentes. La composition taxonomique de cette microflore colique semble étre extrémement
stable chez un individu sain, mais trés variable d’ un individu a I’ autre en fonction notamment
des habitudes alimentaires. Cette flore résidente est constituée d'une flore dominante,
composee a plus de 90% de bactéries anaérobies strictes, au sein de laguelle prédominent les
Gram négatif, et d'une flore sous-dominante. Lactobacillus et Bifidobacterium font partie de
la flore résidente normale, leur abondance est directement fonction de I'ingestion de laitages
fermentés (Cibik et al., 2004).

|.3. Lesfacteurs affectant I’ é&ablissement dela floreintestinale chez les nouveau-nés

Il existe en effet de nombreux facteurs qui favorisent I'installation et contribuent a
I’équilibre de la flore intestinale (allaitement au lait maternel) (L epelletier et al., 2008). De
nombreux ééments (figure 1) vont influencer la cinétique d’ implantation et |a composition de
la flore intestinale du nouveau-né parmi lesquels le mode d’ accouchement, I’ environnement,

le type d’ alimentation, I’ &ge gestationnel et I’ antibiothérapie (Campeotto et al., 2007).

‘ Environnement

- Facteurs intrinseques
hygiene

I 1

Deuxiéme sélection

Naissance
- » . - Lait sein biberon
Premiére sélection 5¢ i I ]
. I ‘ , |
Etat de la mere Mode Infection W Antibiotiques
. (Prise d antibiotiques) d accouchement

Figure 1 : Schéma représentatif des facteurs qui affectent I’ éablissement de laflore
intestinale chez le nouveau-né (M or eau, 2004).
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|.4. Lacolonisation par les bactéries multi résistantes (BMR)

La colonisation est la présence de BMR sans signes cliniques ou biologiques
d'infection (Ex: Pseudomonas aeruginosa et voies aériennes supérieures). Pour gu’'une
colonisation soit chronique, elle nécessite |a présence de plus de 10° bactéries /ml de liquide
intestinal dans le gréle proximale (Toskes, 1993). Cette densité fait que I’ écosystéme
intestinal est bien en premier rang en terme de compartiment de sélection et d’ amplification
des bactéries résistantes aux antibiotiques et des génes de résistance (Faure, 2009). Parmi les
espéces potentiellement les plus pathogenes on trouve les entérobactéries et les entérocoques
(Andremont, 1995).

|.5. Lesdifférentes bactéries multir ésistantes du tube digestif
» Lesentérobactéries

Les entérobactéries, bactéries & Gram négatif, constituent une trés grande famille
englobant plus de 100 espéeces. Le tractus intestinal présente une niche préférentielle de ces

germes et peuvent étre ainsi d’ importantes causes de maladies.
e Escherichia coli

Escherichia coli est un germe commensal du tractus intestinal humain, mais il peut
devenir pathogéne surtout chez les immunodéprimés (Costa et al., 2009). Il est facilement
disséminé par |’ eau et les aliments. C’ est un des plus importants agents d’ infections humaines
nosocomiales ou communautaires (Oteo et al., 2008), notamment extra-intestinales, incriminé

le plus souvent dans les infections urinaires (Kurt Azap et al., 2007).
e Kilebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae appartient & la microflore intestinale humaine, mais auss
colonise le systéme respiratoire supérieur, comme €elle peut subsistée dans I’ environnement
extérieur. C'est un pathogéne opportuniste impliqué principalement dans les infections
urinaires, pneumonies, septicémies, notamment hospitaliéres. Le portage de Klebsiela
pneumoniae est souvent asymptomatique favorisant savirulence (Minarini et al., 2008).
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o Klebsiella oxytoca

Klebsiella oxytoca est une espece ubiquiste e¢ commensale de I’homme. Elle est
responsable dinfections diverses: infections urinaires, infections respiratoires, infections

rénales, bactériémies et des colites aigues, notamment nosocomiales (Green et al., 2009).

e Enterobacter cloacae

En plus d’ ére un commensal du tube digestif, il est aussi retrouvé dans la nature (eau,
sol, les aliments) (Krzyminska et al., 2010). C’est un pathogéne opportuniste impliqué dans
les infections nosocomiales, parfois tres séveéres. || cause des infections urinaires, septicémies,
meéningites, bronchites et des cholécystites (Sakasaki, 1984). Il est considéré comme le plus
important agent causant I'infections nosocomiale au service néonatologie (Gaston, 1988 ;
Sander, 1997).

e Serratia marsescens, Citrobacter freundii, Morganella morganii

Souches typiquement hospitalieres, elles sont dimportantes causes d infections
nosocomiales. Ces bactéries sont principalement impliquées dans les infections urinaires, les

problémes respiratoires et contamination des cathéters (Choi et al., 2007).
» Pseudomonas aeruginosa

C’est un bacille a Gram négatif, opportuniste car bien qu'il puisse étre isolé dans des
infections communautaires, il est le plus souvent responsable d'infections nosocomiales. Il est
naturellement résistant a de nombreux antibiotiques et peut acquérir de nombreux
meécanismes de résistance grace a une membrane externe peu perméable et gréce au

développement de nombreux mécanismes de résistance (Berthelot et al., 2005) .
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Il. Résistance aux p-lactamines
[1.1. Définition delarésistance

C’est la capacité pour une souche bactérienne de se multiplier dans une concentration
d’antibiotique supérieure a celle qui inhibe la majorité des souches appartenant a la méme

espéce. Larésistance aux antibiotiques peut étre naturelle ou acquise (Kiouba, 2002).

L es bactéries naturellement résistantes sont |es bactéries dont tous les représentants au
sein de |’ espéce sont résistants dans la nature a tel ou tel antibiotique, indépendamment de la

présence de celui-ci (Skurnik et Andremont, 2006).

Les bactéries possédant une résistance acquise a I’ antibiothérapie utilisée sont les
bactéries dont les représentants naturels sont sensibles a I’ antibiotique mais ont acquis, a
partir d’ une autre espece bactérienne, le plus souvent phylogénétiquement proche, un gene qui
leur confére une particularité spécifique, celle de ne plus étre sensible a I'action de
I”antibiotique (Skurnik et Andremont, 2006).

I1.2. M écanismes de r ésistance aux p-lactamines

La résistance des bactéries & Gram négatif aux B-lactamines fait intervenir quatre
mécanismes différents: imperméabilité de la paroi, modification des protéines liant les
penicillines (PLP), excrétion par systemes d efflux et I'inactivation enzymatique par les
B-lactamases (Cattoir, 2008).

[1.2.1. M écanismes non enzymatiques

e |Imperméabilité delaparoi

La perméabilité de la membrane externe des bactéries a Gram négatif dépend
principalement des LPS (lipopolysaccharides) et des porines ancrées dans cette membrane.
Les LPS sont tres compactés en profondeur gréce a ses acides gras insaturés et leur possession
pour des charges électriques de surface qui leur permettent d’ avoir des structures hydrophiles.
Cette organisation explique une résistance naturelle aux antibiotiques hydrophobes et de
masse moléculaire élevée (Barbut et Petit, 2007). La pénétration des B-lactamines a travers
la membrane externe s effectue par les porines. L’altération des porines par mutation est a
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I’ origine de résistances acquises aux B-lactamines, soit par une modification structurale d’ une

porine, soit par une diminution quantitative des porines (Liver more et Woodford, 2006).

Chez Escherichia coli, deux porines principales sont présentes : OmpF et OmpC. Chez
Pseudomonas aeruginosa, la diminution de perméabilité s expliquerait par la perte de la

porine OprD2 responsable du transport de |’ imipenéme (Ochs et al., 1999).

e Modification desPLP (Protéine Liant la Pénicilline)

Cette modification peut étre due a des mutations au niveau de génes chromosomiques
codant pour des PLP normales ou a I'acquisition d’ADN étranger donnant des genes
mosaiques codant pour des PLP ayant une faible affinité pour les B-lactamines (Fisher et al.,
2005). Chez les bactéries a Gram négatif, |’ altération des PLP n’a été que rarement observée ;
elle a été mise en évidence chez Serratia maercescens, Pseudomonas aeruginosa, Niesseria

gonorrhoeae et Haemophilus influenzae (Bar but et Petit, 2007).

e EXxcrétion par systemesd’ efflux

Les bactéries peuvent résister aux antibiotiques par exportations actives grace a des
transporteurs membranaires appelés pompes d’ efflux, ces pompes d’ efflux peuvent étre des
transporteurs spécifiqgues et conféerent une résistance vis-a-vis d'une seule classe
d’ antibiotiques (comme les pompes d’ efflux des tétracyclines). Cependant la plupart de ces
transporteurs peuvent prendre en charge des composés de structure trés différente et
contribuer ains de maniere significative a la multirésistance (MDR pour multidrug
resistance) (Cattoir, 2004). Les systemes d efflux ont été décrits pour la premiere fois chez
les bactéries a Gram négatif comme E. coli et P. aeruginosa (Hocquet et al., 2004), ce
systéme est généralement un complexe protéique avec une pompe transmembranaire, une
protéine périplasmique de jonction et une porine de la membrane externe (Faur e, 2009).

[1.2.2. M écanismes enzymatiques (p-lactamases)

La production de B-lactamases constitue e principal mécanisme de résistance naturelle
et acquise aux B-lactamines, en particulier chez les bactéries a Gram négatif (Philippon et
Arlet, 2006).
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[1.2.2.1. Classification des p-lacatamases

La classification des B-lactamases est basée sur deux schémas ; celui d Ambler qui est
fondé sur les propriétés moléculaires qui divise les -lactamases en quatre groupes (de A aD).
Les groupes A, C et D, et celui de Bush-Jacoby-Medeiros qui est fondé sur les propriétés
fonctionnelles des enzymes (Ruppé, 2010).

e Classfication d’Ambler

Elle a été établie selon la séquence protéque primaire, notamment au niveau du site
actif. Elle définit quatre classes d’ enzymes désignées A, B, C et D. Les protéines de classe A,
C et D sont des enzymes a sérine et les enzymes de classe B correspondent aux métallo-

enzymesazinc.

Schématiquement, les B-lactamases de classe A sont sensibles a I’action de I'acide
clavulanique, du sulbactam et du tazobactam. On y trouve la mgjorité des B-lactamases
retrouvées chez E. coli, comme TEM, SHV, des B-lactamases a spectre élargi (BLSE) comme
les CTX-M, et des carbapénémases comme KPC et certains variants de GES (mutation
Gly170Ser ou Gly170Asn).

Les B-lactamases de classe B sont principalement des carbapénémases comme IMP et
VIM, elles sont inhibées par I'EDTA.

Les B-lactamases de classe C sont |es céphal osporinases de type AmpC, inhibées par 1a
cloxacilline.

Enfin les B-lactamases de classe D sont des oxacillinases, qui constituent une famille

extrémement composite en termes de spectre d’ hydrolyse (Ruppé, 2010).

e Miseajour delaclassification fonctionnelle

La classification fonctionnelle mise a jour dans I’ article de Bush et Jacoby, est basée
sur la proposition de Bush et al., en 1995. Cette classification inclut le groupe 1 (classe C) des
céphal osporinases, le groupe 2 (classe A et D) des B-lactamases a large spectre, des BLSE et
des carbapénemases a serine et le groupe 3 (classe B) des métallo-B-lactamases. Plusieurs
nouveaux sous-groupes de chacun des grands groupes sont décrits en fonction du substrat
préférentiel del’enzyme (Tableau I1) (Bush et Jacoby, 2010).
Tableau Il : Relation entre la classification moléculaire d’ Ambler et celle fonctionnelle
(Bush et Jacoby, 2010).

10
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Groupe | Groupe | Classe Substrat Inhibition par Enzymes
de Bushy de Bush- | moléculaire | préférentiel AC ou ] EDT | Caractéristiques représentativ
Jacoby | Jacoby- | d’Ambler del’enzyme TZB A es
(2009) (1995)

1 1 C Céphalosporines | Non Non - Hydrolyse meilleure des | ACT-1,
céphalosporines que de la| CMY-2,
benzylpénicilling; FOX-1,
- Hydrolyse des | MIR-1
céphamycines

le NI C Céphalosporines | Non Non Hydrolyse accrue de la| GCIL,
ceftazidime et souvent autres | CMY-37
oxyimino-B-lactamines

2a 2a A Pénicillines Oui Non Hydrolyse meilleure de la| PC1
benzylpénicilline que des
céphal osporines.

2b 2b A Pénicillines et | Oui Non Hydrolyse similaire de la | TEM-1,

CiG benzylpénicilline et  des | TEM-2,
céphal osporines SHV-1
2be 2be A Céphalosporines | Oui Non | Hydrolyse augmentée vis-a- | TEM-3,
a spectre étendu vis des oxyimino-f-lactamines | SHV-2,
et monobactames CTX-M-15,
PER-1,
VEB-1
2br 2br A Pénicillines Non Non Résistance au clavulanate, | TEM-30,
sulbactam et tazobactam SHV-10
2ber NI A Céphalosporines | Non Non | - Hydrolyse augmentée vis-a- | TEM-50
a spectre étendu vis des oxyimino-f3-
et monobactames lactamines ;
- Résistance aux inhibiteurs de
B-lactamases

2c 2c A Carbénicilline Oui Non Hydrolyse meilleure pour la | PSE-1,
carbénicilline CARB-3

2ce NI A Carbénicilline, Oui Non Hydrolyse de la carbénicilline, | RTG-4

céfépime céfépime et cefpirome

2d 2d D Cloxacilline Variable | Non Hydrolyse de la cloxacilline | OXA-1,
ou I’ oxacilline OXA-10

2de NI D Céphalosporines | Variable | Non Hydrolyse de la cloxacilline | OXA-11,

a spectre étendu ou I'oxacilline mais aussi des | OXA-15
oxyimino-B-lactamines

2df NI D Carbapénémes Variable | Non Hydrolyse de la cloxacilline | OXA-23,
ou Il'oxacilline e des| OXA-48
carbapénémes

2e 2e A Céphalosporines | Oui Non |- Hydrolyse des | CepA

a spectre étendu céphal osporines;
- Inhibition par le clavulanate
mais pas par |’ aztréonam

2f 2f A Carbapénémes Variable | Non Hydrolyse des carbapénémes, | KPC-2,
oxyimino-p-lactamines et | IMI-1,
céphamycines SME-1
Hydrolyse a large spectre | IMP-1,

3a 3 B (B1) Carbapénemes Non Oui incluant les carbapénémes | VIM-1,
mais pas |es monobactames CcrA, IND-1

B (B3) L1, CAU-1,
GOB-1,
FEZ-1

3b 3 B (B2) Carbapénémes Non Oui Hydrolyse préférentielle CphA, Sfh-1
des carbapénemes

NI 4 Inconnu
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[1.2.2.2. Diversité des p-lactamases des Entér obactéries
11.2.2.2.1. B-lactamases chromosomiques des entérobactéries

Les B-lactamases chromosomiques sont ubiquitaires chez les entérobactéries, excepté
Salmonella et Proteus mirabilis, mais varient dans la quantité produite, le mode de production

et par conséguent dans leur contribution ala résistance aux B-lactamines (Liver more, 1997).

o Lespénicillinases

Les pénicillinases comme leur nom I’'indique, sont principalement actives sur les
pénicillines, mais aussi a un degré moindre sur les céphalosporines de 1%¢ génération. La
plupart des céphal osporines de 3°™ génération comme la céfotaxime, les céphamycines et les
Carbapénémes présentent peu ou pas d'interaction avec ces pénicillinases (Acar et
Moreillon, 1999).

Klebsiella pneumoniae produit souvent une pénicillinase chromosomique constitutive
de type SHV-1, avec un taux de biosynthese souvent faible. Il en résulte que ces souches ont

un bas niveau de résistance aux pénicillines usuelles (Acar et Moreillon, 1999).

e Lescéphalosporinases chromosomiques

Elles sont décrites chez différentes especes de bacilles & Gram négatif. On distingue
les céphalosporinases chromosomiques congtitutives et les  céphalosporinases
chromosomiques inductibles. Les céphalosporinases chromosomiques constitutives, qui
S expriment a tres bas niveau chez E.coli et Shigella spp. (Courdon et al., 2000), ne sont pas
inductibles et sont exprimées a tellement bas niveau qu’elles ne contribuent pas de fagon
significative a la résistance aux B-lactamines chez ces especes : les souches restent sensibles
aux aminopénicillines et aux céphalosporines de premiére géenération. Cependant, les
céphalosporinases chromosomiques inductibles, décrites chez de nombreuses espéces
d’ entérobactéries (Enterobacter cloacae, E. aerogenes, Aromonas spp.), le caractere
inductible est défini par le fait que la synthese des B-lactamases est augmentée
temporairement en présence d'une B-lactamine et disparait avec I'arrét de |’ exposition
(Cavallo et al., 2004). Ces enzymes sont inhibées par la cloxacilline mais sont insensibles aux

inhibiteurs de B-lactamases (clavulanate, tazobactam et sulbactam) (L avigne et al., 2002).

12
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11.2.2.2.2. B-lactamases plasmidiques des entér obactéries
e p-lactamasesdetype BLSE

Les BLSE ont été décrites pour la premiére fois en 1983, en Allemagne (Knothe et
al., 1983). Il n'existe pas de définition consensuelle et précise des B-lactamases a spectre
étendu. Les BL SE sont définies comme des B-lactamases capables de conférer une résistance
bactérienne vis-a-vis des pénicillines, des céphal osporines de premiere, deuxieme et troisiéme
génération ainsi gque I’ aztréonam par hydrolyse de ces antibiotiques. Les BLSE sont sensibles
a la présence d'inhibiteurs de B-lactamase comme I'acide clavulanique (Paterson and
Bonomo, 2005). Ce sont des enzymes tres épidemiques, ont des caractéristiques et spectres
d activité variés (TEM, SHV, CTX-M, et dérivés) (Adjidé et al., 2006).

> TEM

Les génes qui codent pour les B-lactamases de type TEM, d'origine plasmidique, font
partie des génes de résistance les plus disséminés et ce, a travers un grand nombre d'espéces
bactériennes (Roy, 2000). TEM-1 et TEM-2 sont capables d  hydrolyser les pénicillines et les
céphal osporines de premiére génération, mais elles sont incapables d' attaguer les oxyimino-
céphalosporines (Bradford, 2001 ; Sturenburg et Mack, 2003). Par la suite des 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).

» SHV

Le gene blagyy a probablement évolué comme un gene chromosomique chez
Klebsiella puis a été incorporé ultérieurement dans un plasmide qui S est ensuite propagé vers
d  autres espéces d’ entérobactéries (Livermore, 1998). La p-lactamase SHV 1 est rencontrée le
plus souvent chez K. pneumoniae et elle est responsable d environ 20% des résistances
plasmidiques a I’ampicilline chez cette espece (Bradford, 2001). Comme dans le cas des
enzymes de type TEM, les enzymes de type SHV dérivent par mutations ponctuelles de
I”’enzyme originale SHV-1 (Ruppé, 2010).

» CTX-M

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

préférentielle du céfotaxime par rapport a la céftazidime (CTX) et «M» pour leur lieu
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d’isolement (Munich). Elles n” hydrolysent ni les céphamycines ni les carbapénemes. Certains
variants 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 a une mutation Asp240Gly
(Baraniak et al., 2002). On compte aujourd’ hui plus de 90 CTX-M (www.lahey.org/studies),
réparties en cing familles. 3, CTX-M-10 et CTX-M-15. Le groupe CTX-M-2 les CTX-M-2,
CTX-M-4, CTX-M-5, CTX-M-6, CTX-M-7 et TOHO-1. Le groupe CTX-M-8 comporte
CTX-M-8 et CTX-M-40. Le groupe CTX-M- 9 comporte CTX-M-9, CTX-M-13, CTX-M-14,
CTX-M-17, CTXM-19, CTX-M-21, CTX-M-27 et TOHO-2. Enfin le groupe 25 comporte
CTX-M-25, CTX-M-26, CTX-M-41 et CTX-M-55. Il est accepté que I’ origine des CTX-M
dérive des B-lactamases chromosomiques des especes de Kluyvera. Au niveau structural, les
CTX-M ne font pas partie des B-lactamases de type TEM ou SHV (< 40 % d’identité)
(Ruppé, 2010).

» OXA

L’enzyme OXA-1 est la premiere décrite et elle est de loin I’ oxacillinase la plus
répandue chez les entérobactéries, en particulier chez E. coli et parfois retrouvée chez
P. aeruginosa. Elle confere de faibles niveaux de résistance aux pénicillines, sans
rétablissement significatif par I’ acide clavulanique (Cavallo et al., 2004). Bien que les BLSE
appartiennent le plus souvent a la classe A, plusieurs oxacillinases (classe D) ont des
propriétés de BLSE. Les pB-lactamases de type OXA, hydrolysant particulierement
I’oxacilline, peu inhibées par I’'acide clavulanique sont rencontrées essentiellement chez

Pseudomonas mais aussi chez les entérobactéries (Livermore, 1995).

e Autrestypesde BLSE

Au moment ou tous les isolats cliniques sont producteurs de BLSE de types TEM,
SHV ou CTX-M, plusieurs autres BLSE qui ne sont liées a aucune des enzymes précédentes
ont été rapportées. Des exemples incluant les types SFO, BES, BEL, TLA, GES, PER et
VEB. Ces enzymes ne sont pas des dérivées par simple mutation ponctuelle d’ aucune des -
lactamases connues et leur origine est inconnue, excepté pour SFO-1. Elles sont nommées les
BL SE mineures ou les BL SE rares (Gniadkowski, 2008).

e Céphalosporinases
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Les plasmides codants pour les céphalosporinases ont éé connus depuis 1989. Les
exemples d AmpC plasmidiques incluent ACC-1, CMY-1, CFE-1, FOX-1, MIR-1, LAT-1 et
MOX-1. La mgjorité des AmpC plasmidiques est constitutive et a des propriétés smilaires
aux P-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). Les souches produisant une AmpC plasmidique sont résistantes aux
aminopénicillines, carboxypénicillines, ureidopénicillines, céphalosporines de troisieme
génération, céphamycines et aztréonam (Jacoby, 2009).

e Carbapénémases

L es Carbapénémases représentent la famille la plus versatile des -lactamases, avec un
spectre large supérieur a celui des autres enzymes hydrol ysant les -lactamines (Queenan et
Buch, 2007). Ces enzymes sont une source de préoccupation considérable, car eles sont
actives non seulement sur les oxymino-céphal osporines et les céphamycines mais aussi sur les
carbapénémes (Jacoby et Munoz-price, 2005 ; Bassetti et al., 2008). Elles appartiennent a
deux familles moléculaires qui se distinguent par leur mécanisme d hydrolyse et leur site

actif : les carbapénemases a serine et |les carbapénemases a zinc (Queenan et Buch, 2007).

Les carbapénemases responsables des CMI élevées aux carbapénémes appartiennent aux
trois classes des p-lactamases : la classe A, laclasse B et la classe D (Moland et al., 2008).
Letableau 111 résume les différentes classes des Carbapénémases.

Tableau |11 : Différentes classes des Carbgpénemases avec leurs profiles d hydrolyse et
d inhibition (Queenan et Buch, 2007).

Profile d hydrolyse Profile
d’inhibition

Classc moléeulaire
Enzymes

Groupe fonctionnel
Pénicillines
C1G e C2G
C3G et C4G
EDTA
Acide
clavulanique

Aztréonam
Carbapénémes

»
b
=+,

NMC
IMI
SME
KPC
GES
B 3 IMP
VIM
GIM
SPFM
D 2d OXA
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bl 4]+
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Cette étude est réalisee au niveau de laboratoire de bactériologie médicale de
I"hdpital d’ Amizour et celui de la clinique de Targa ouzemour (wilaya de Bejaia), durant
une pé&riode de 3 mois. Allant de premier Mars au premier juin, elle a concerné les
nouveaux nés hospitalisés au niveau du service de néonatalogie de la clinique de Targa
ouzamour ainsi que les enfants hospitalisés au niveau de service pédiatrie d hopital

d Amizour.

Un questionnaire (Annexe |) est soigneusement rempli d’ aprés le dossier du malade,
les informations sont recueillies auprés du personnel soignant ainsi qu’ auprés du garde
malade, afin de recueillir certaines informations susceptibles d'étres utiles pour

I”identification des facteurs de risque qui influencent I’ apparition des souches résistances.
I. Milieux utilisés

L’ ensemble des milieux de culture et des réactifs utilisés durant cette éude sont donnés

dansletableau | V. Lacomposition de ces milieux est donnée en Annexe | .

Tableau |V : Milieux de culture et reactifs utilisés.

Milieux Utilisation

Gélose nutritive Repiquage et conservation des souches isolées

Bouillon nutritif additionné | Isolement de souches d’ entérobactéries résistantes au

du Céfotaxime (4pg/ml), et ) _ o . .
_ Ceéfotaxime et inhibition des bactéries a Gram positif
du Vancomycine (16 pg/ml)

Citrate de Simmons Etude de I’ utilisation du citrate comme seule source du

carbone

Gélose Mudller-Hinton Réalisation d’ un antibiogramme standard
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M annitol-mobilité

Etude de I’ utilisation du mannitol et de la mobilité

KIA

Etude de I’ utilisation de glucose, lactose, production du
gaz (CO,0u Hy) et d'H,S

Eau physiologique

Préparation des suspensions

Gélose Hektoen | solement des Entérobactéries
Mac Conkey Repiquage des souches isol ées et test de Hodge
Urée-indole Etude de la production d’ uréase et d'indole
Clark et Lubs Etude du type fermentaire

Bouillon nitraté

Recherche de la nitrate réductase

Réactifs

Utilisation

Réactif du K ovacs

Révéation de la production d’indole

H.0, Recherche de la catalase
VP et VPII Révéation de laformation d’ acétoine
RM Révélation de laformation d’ acides mixtes
NR | et NR I Révéation de la nitrate réductase

Poudredezinc

Confirmation du test de nitrate réductase

Violet de Gentiane + Lugol

+ Fushine + alcool

Coloration du Gram

L’huilea immersion

Observation microscopique al’ objectif x100

Disque d’ ONPG

Révé ation de lafermentation du lactose
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1. Prélévement

Nous avons effectués des écouvillonnages rectaux chez les nouveaux-nés al’admission et
a la sortie de I'éablissement hospitalier. Dans le cas des enfants et des mamans
(Témoain), nous avons distribués des écouvillons aux mamans en prenant soin d’ expliquer
les consignes et les précautions d usage lors du prélevement. Le prélévement peut étre
conserveé au maximum une nuit & 4°C afin d éviter la dessiccation et la prolifération des
bactéries et levures commensales (Kurkdjian et Bingen, 2007). Les prélévements

effectués dans cette étude sont a visé écologique.
[11. Isolement

Les écouvillons sont ensemencés dans du bouillon nutritif additionné de deux
antibiotiques: Céfotaxime (4ug/ml), dans le but de séectionner les souches
d entérobactéries résistantes aux céphalosporines de 3*™ génération ; et la Vancomycine
(16 pg/ml), pour éiminer les bactéries a Gram positif. Les tubes sont ensuite incubés a

37°C pendant 24h. Les cultures positives (trouble) sont isolées sur milieu Hektoen.

V. Purification et identification

Aprés 24h d'incubation, on examine I'aspect des colonies ayant poussées sur la
gélose Hektoen ou Mc conkey. Si la culture est poly microbienne, des repiquages
successifs sont effectués sur le méme milieu afin de purifier les souches. Une fois la
culture est pure, on procéde a I’'identification de la souche en réalisant la coloration de
Gram, larecherche de la catalase, I’ oxydase et |’ utilisation d’ une galerie biochimique.

IV.1. Galerie biochimique
» Utilisation du glucose, lactose et production degaz et d'H,S
On prépare une suspension bactérienne en dissociant quelques colonies dans 2
ml d’eau physiologique, puis on ensemence la pente du milieu KIA par stries et le culot
par pigdre centrale. On incube a 37°C pendant 24 h, le bouchon ne doit pas étre trop vessé

(pour éviter I'accumulation du COy).La lecture des résultats se fait comme suit :

e Fermentation du lactose positive : virage au jaune de la pente.
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e Fermentation du glucose positive : virage au jaune au culot de tube.
e  Production de gaz : apparition de bulles et craguement de la gél ose.
e  Production d’'H,S : noircissement du milieu.
» Recherchedu nitrateréductase
A partir de la suspension bactérienne, on ensemence un bouillon nitraté a
I’aide d'une pipette pasteur. Aprés incubation a 37°C pendant 24 h, on goute quelques

gouttes de réactifs NRI et NRII au bouillon nitraté.

Apres 24heurs d’incubation, on g oute quelques gouttes des réactifs NR1 et
NR2, une nitrate réductase positive se traduit par I’ apparition d’ une coloration rouge. Si le
test est négatif, on gjoute la poudre de zinc (réducteur des nitrates), une réaction négative
se traduit par le virage du milieu au rouge (présence des nitrates).
» Mannitol mobilité
L’ étude de la mobilité et de la fermentation du mannitol est effectuée sur le milieu
Mannitol-mobilité. L’ ensemencement du milieu est réalisé par piqlre centrale a partir de
la suspension bactérienne.
e La fermentation du mannitol se traduit par un virage au jaune de la couleur du
milieu.
e Si la souche est mobile, il apparait une diffusion de part et d autre de la piqire

centrae.

» Utilisation de Citrate
Ce test permet |’ étude de I utilisation du citrate comme seul source de carbone. |l est

réalisé sur le milieu citrate de Simmons.

L’ ensemencement est réalisé a partir d’une colonie par une strie longitudinale de la
pente. L’incubation est effectuée a37°C pendant 24 h jusgu'a 7 jours au maximum.

L’ utilisation du citrate se traduit par :

e Virage de couleur du milieu au bleu.

e Poussée de colonies sur la pente.
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» Etudedetypefermentaire
Chez les bactéries aérobies facultatives, la fermentation du glucose conduit a la

production soit :

e De nombreux acides, par la voie des fermentations acides mixtes qui sont mis en
évidence par le test RM (Rouge de méthyle).

e D’acétoine produit par fermentation butane-diolique qui est mis en évidence par
le test VP (Voges-Proskauer).

On ensemence quelgques millilitres du milieu Clark et Lubs avec la suspension

bactérienne. L’ incubation est effectuée a 37°C pendant 24 h.
Au terme de la période d’incubation, on divise le contenu du milieu en deux tubes :

» Test VP (Voges-Proskauer)
On gjoute 0,5 ml du réactif VPI et 0,5 ml du réactif VPII. En suite en chauffe avec

précaution sur la flamme d’ un bec Bunsen jusqu’ a commencement de |’ ébullition, puis on

agite.
Une coloration rouge cerise indique une réaction de VP positive.

» Test RM (rouge de méthyle)
On gjoute 2 a 3 gouttes de rouge de méthyle, la lecture est immédiate, un virage au

rouge indique une réaction RM positive.

» Recherched’'uréase, production d’indole.
A partir de la suspension bactérienne, On ensemence un milieu urée-indole et on
incube a37°C pendant 24 h .La présence d’ une uréase se traduit par le virage de la couleur

du milieu au rose ou rouge.

Larévélation de la production d’indole est réalisée en ajoutant quelques gouttes de
réactif de Kovacs, I’ apparition d’ un anneau rouge indique la production d’indole.

V. Etude de la sensibilité des souches isolées aux antibiotiques
Nous avons testé la sensibilité des souches d’ entérobactéries isolés vis-a-vis différents
B-lactamines, ains gqu’ a d’ autres antibiotiques par la méthode de I’ antibiogramme standard

par diffusion sur gélose Muller Hinton, selon les recommandations du comité Francais de
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I’antibiogramme de la société francaise de microbiologie (communiqué du CA
SFM ,2010).

V.1. Antibiogramme
> Milieu
Nous avons utilisé la gélose Mueller Hinton préparée au laboratoire, L’ épai sseur
delagéose est de 4 mm (20ml).

> Inoculum

A partir d'une culture pure de 18-24h sur gélose nutritif, des colonies bien isolées
et parfaitement identiques sont prélevées a |I’aide d' une anse de platine, puis déchargées
dans 5 ml d’'eau physiologique stérile a et bien homogénéisées. L’ opacité de I’inoculum
doit étre équivalente 20,5 Mc Farland ou aune D.O de 0,08 20,10 lue & 625 nm.

L’ inoculum peut étre gjusté en ajoutant, soit de la culture S'il est trop faible, ou bien de
I’ eau physiologique stérile S'il est trop dense (Rahal et al, 2008 ; communiqué du CFA-
SFM, 2010).

> Ensemencement

Un écouvillon stérile est imbibé dans la suspension bactérienne diluée au 1/10,
puis essoré en le pressant fermement sur la paroi interne du tube afin de décharger le
maximum.

Ensuite, I’ écouvillon est frotté sur la totalité de la surface gélosée, seche, de haut
en bas, en stries serrés. L’ opération est répétée deux fois, en tournant la boite de 60° a
chague fois sans oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme et passant sur la

périphérie de la gélose.

Dans le cas ou I'on ensemence plusieurs boites de petri, il faut recharger

I’ écouvillon a chaque fois (Communiqué du CA-SFM, 2010).
» Application desdisquesd’antibiotiques :

Chague disque d antibiotique (Biocanalyse, BioRad) est déposé a laide d' une
pince afin de S'assurer son application. Le disque, une fois déposé, ne doit pas étre
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déplacé. Laliste des d’ antibiotiques testés est donnée dans le tableau V (Communiqué du
CA-SFM, 2010).

Tableau V : Liste des antibiotiques testés.

Famille Antibiotigue Abr éviation CZ‘?‘rged“
isque
Ceftazidime CAZ 30 ug
Céfotaxime CTX 20/ 10 pg
@ Amoxicilline-Acide
E clavulanique AMC 30 ug
<§ Aztréonam ATM 30 ug
= Cefpirome CPO 30 ug
<D
M Céfépime FEP 30 ug
I mipénéme IMP 10 ug
Céfoxitine FOX 30 ug
Quinolones Acide nalidixique NA 30 ug
Fluor oquinolones Ciprofloxacine CIP Sug
Aminosides Amikacine
AN 30 pg
Gentamycine GN 15 ug
Sulfamide Triméthoprime- SXT 1.3/24 ng
sulfaméthoxazole

V.2. Recherche dela production de la p- lactamases (BL SE)

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

La production d'une B-lactamase a spectre éendu (BLSE) a été détectée par
I’ épreuve de la synergie qui consiste a placer des disgques de Céfotaxime et de Ceftazidime
(30 pg chacun) a une distance de 30 mm (centre a centre) d'un disque d’ Augmentin

(Amoxicilline-Acide clavulanique) (20 ug et 10ug, respectivement). L’ augmentation de la
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zone d'inhibition entre le disgque d’ Augmentin et le disque de Ceftazidime, Céfotaxime
indique la production d une BLSE (Jarlier et al., 1988).

V.2.2. DD -Test sur gélose a la Cloxacilline

Chez les souches naturellement productrices de céphalosporinase telle que
Enterobacter sp, la présence d' une BLSE peut étre masquée du fait de I’induction de la
céphal osporinase par le clavulanate. Dans ce cas, nous avons refait le DD-test en utilisant
la gélose Mueller Hinton additionnée de Cloxacilline (250 ug/ml) dans le but d’inhiber
I’ activité céphal osporinasique. La comparaison des diameétres d'inhibition entre les boites
avec et sans Cloxacilline permet de mettre en évidence la présence d’ une BLSE. La souche
est dite hyperproductrice de céphal osporinase lorsque les diamétres des zones d'inhibition

autour des disques sont > 5mm (Drieux et al., 2008).
V.3. Recherche dela production des céphalosporinases plasmidiques

La production de céphalosporinases plasmidique est systématiquement recherchée
chez les souches qui ne sont pas naturellement productrices, qui sont résistantes ou de
sensibilité diminuée a la Céfoxitine. Dans cette étude, nous avons utilisé le test de Hodge

(image en tréfle) pour la détection de ces enzymes.

Une boite de Mac conkey a été inoculée avec la souche E.coli ATCC 25922
(multisensible).Un disque de Céfoxitine est appliqué au centre de la gélose .Une nouvelle
fois, cette méme souche est ensemencée en strie radiale sur cette méme boite du centre vers
la périphérie. De la méme maniére, sont ensemencées la souche témoin positif et la souche
a tester, I'incubation est réalisée a 37°C/24h. La présence d’ une déformation de la zone

d’inhibition autour de la souche atester indique la production d’ une céphal osporinase.

23



Résultats & discussion

Cette étude s est déroulée dans le laboratoire d’ analyse médicale de I’ hdpital d’ Amizour
et celui de la maternité de Targa ouzamour de Bejaia durant une période de 90 jours. Elle a été
réalisée aupres de 202 patients dont 109 nouveaux-nés, 50 enfants et 43 mamans des nouveaux-
neés.

Nous avons isolé 236 bacilles & Gram négatif dont 225 souches d’ entérobactéries et 11
souches de Pseudomonas aeruginosa.
|. Caractéristiques de la population
|.1. Répartition des patients par service
La répartition des patients enquétés par service est donnée dans lafigure 02. Letaux le
plus élevé est enregistré dans le service de néonatalogie (75,24 %).

75,24%
80,00% 11

60,00%

40,00% 24;75% > -Service

20,00%
0,00%

Néonatalogie Pediatrie

Figure 02 : Répartition de la population selon les services.
|.2. Répartition des patients selon le sexe

Le nombre des préléevements effectués n'est pas homogéne chez les deux sexes
(masculin 52,21%, féminin 47,78%). Cette différence est due au taux élevé de patients de
sexe masculin hospitalisé durant la période de I'étude. Les résultats obtenus sont résumeés

danslafigure 03.

54,00% 1 3221

52,00% 1~ |
50,00% | ~ 47,78%

48,00% -
46,00%
44,00% -

Feminin Masculin

Figure 03 : Répartition des patients selon le sexe.
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|.3. Répartition des patients selon I’ age

Larépartition des patients en fonction de I’ &ge est montrée dans lafigure 04.

43,56%

24,75%

10,40%

Prématurée Nouveaux Enfant Adulte
nes

Figure 04 : Larépartition des patients selon |’ &ge.
I. Souches bactériennes
[1.1. Répartition des souches par service

La répartition des souches d entérobactéries isolées par service est donnée dans la
figure 05. On note que les souches sont le plus souvent isolées dans le service de

néonatal ogie avec un taux de 54,66% (129/236) des souches isol ées.

100,00%

Taux 50,00%

0,00%

Neonatalogie Pediatrie
Figure 05 : Répartition des souches isolées selon les services.

[1.2. Répartition des souches par espéce

L’ espéce la plus fréqguemment isolée est E. coli avec un taux de 24.57 % (58/ 236). La

répartition des souches isolées par espece est résumée dansla figure 06.
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Figure 06 : Répartition des souches par espece.

I1.3. Répartition des souches en fonction de larésistance
11.3.1. Résistance des souches isolées aux antibiotiques
La figure 07 montre le taux de résistance globale de I’ ensemble des souches vis-a-vis
des antibiotiques testés. On note que le taux de résistance le plus élevé est enregistré pour
la CAZ est avec un pourcentage de 81,94%, suivi par CXT avec un taux de 75,92%. Il est a

noter que la plus faible résistance soit vis-a-vis|I'IMP avec 0,92%.

CAZ : céftazidime, CTX : Céfotaxime, AMC : Amoxicilline + Acide clavulanique, FOX :
Céfoxitine, IMP : Imipéneme, GN : Gentamycine, FEP : Céfépime, CPO : Cefpirome, ATM :
Aztréonam, CIP: Ciprofloxacine, NA : Acide nalidixique, SXT: Triméhoprime-

sulfaméthoxazole, AK : Amikacine.

Figure 07 : Résistance globale des souches isolées auix antibiotiques.
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I1.3.2. Résistance des souches aux p-lactamines

L es résultats des antibiogrammes effectués sur les 236 souches isolées (figure 08), ont
montré gque ces dernieres sont résistantes aux céphalosporines de troisieme génération
(céfotaxime et /ou céftazidime). Sur les 236 souches, 81,94% sont résistantes a la CAZ et
75,92% sont résistantes au CTX. Une résistance moyenne est obtenu avec de I’AMC et de la

FOX avec des taux respectifs de 49,53% et de 46,76%. 1l est a noter que 0,92% des souches
sont résistantesal’ IMP.
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81,94% 35,929
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0,00%

AMC FOX IMP
B-lactamines

CAZ : céftazidime, CTX : Céfotaxime, AMC : Amoxicilline + Acide clavulanique, FOX :
Céfoxitine, IMP : Imipéneme, FEP : Céfépime, CPO : Cefpirome, ATM : Aztréonam,

Figure 08 : Taux de laresistance des souches isolées aux p-lactamines.

I1.3.3. Résistance des souches aux aminosides

Concernant les aminosides, deux antibiotiques sont testés, la gentamycine (GN) et
I’amikacine (AK). Les taux de résistance obtenus pour ces deux antibiotiques sont
respectivement 67,12% et 9,26% (figur e 09).
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Figure 09 : Lareésistance des souches isolées aux aminosides.

I1.3. 4. Résistance des souches aux quinolones (NA) et fluor oquinolones(CI P)

Parmi les souches isolées, 16,66% de souches ont été retrouvées résistantes a I’ acide
nalidixique (NA) (figure 10).

Les résultats obtenus montrent un taux de résistance de 20,37% vis-a-vis

la Ciprofloxacine (CIP) (figure 10).

Figure 10 : Résistance des souches isolée aux quinolones (NA) et fluoroguinolones(CIP).
[1.3.5. Résistance aux sulfamides
L es résultats obtenus montrent que les souches d’ entérobactéries testées sont résistantes

au Sulfaméthoxazol-triméthoprime (SXT) avec un taux de 11,57% (figure 11).
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Figure 11 : Résistance des souchesisolée aux Sulfamides (SXT).

[1.4. Analyse des phénotypes de resistance aux p-lactamines
[1.4.1. Recherche de B-lactamases a spectre éargi (BL SE)

e DD-test

Toutes les souches ont été testées pour la production de B-lactamases a spectre étendu.
Le DD-test était positif avec 31,77% des souches. La valeur supérieure était observée pour

E.coli (35%), et lavaleur inferieure était marquée pour Enterobactere cloaceae (1,61%).

Les résultats de DD-test de quelques souches qui ne possedent pas une

céphal osporinase chromosomique sont résumés dans Annexe 1V Tableau | X.
e DD-Test sur gélose Mueller Hinton additionnée de cloxacilline

Quelgues souches qui ont montrée une résistance vis-a-vis la FOX, et ne présentent
pas une image de synergie ont été sélectionnées pour le DD-test avec la cloxacilline. AN
70 AM18, BN;04, BN106, BN108, BM112, BN12, BN154, BN157, BN11, AN 66, ce test
était négatif avec le reste des souches. Les résultats sont résumés dans le Tableau X,

AnnexelV.
I1.4.2. Recher che de céphal osporinases plasmidiques
e Test deHodge

Le test de Hodge effectué pour les souches qui présentent une résistance acquise a la
céfoxitine. 09 souches productrices de céphal osporinases plasmidiques ont été isolées durant

cette étude.les résultats sont consignés dansle Tableau X1, AnnexelV.
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[1.4.3. Déduction des phénotypes de résistances aux p-lactamines

Lors d' un antibiogramme, I’ utilisation d’ antibiotiques marqueurs de résistance permet
de mettre en évidence un mécanisme biochimique de résistance. L’interprétation de
I antibiogramme, consiste sur la base de ces mécanismes, a déduire a quelles autres molécules

la bactérie testée est résistante : ¢’ est I’ éablissement du phénotype de résistance.

La déduction des phénotypes de résistance aux [3-lactamines testées a été basee sur les

critéres suivants :

e Larésistance naturelle de la souche aux B-lactamines.
e Résistance au CTX et/ou CAZ (résistance aux deux molécules ou a une seule
mol écul e seulement).
e Résistance aux C4G.
e Présence ou absence d'image de synergie.
A partir des criteres cités au préalable, le tableau V déerminant les différents
phénotypes de résistance probable a été établi.

Tableau V: Criteres de distinction entre les différents phénotypes probables produits (Bonnet
et al., 2006 d’apreésAissou, 2007).

CTX | CAZ | C4G | Synergie | Phénotype

CTX-M-15, -16, -27 ou -55 R R R Présence | A
ou
Absence

BL SE autresqueles CTX-M R R S Présence B

(TEM = SHV- ...)

BL SE de type ceftazidimase S R S Présence | C

Hyper production de R R S Absence D

cephalosporinases

R :resistant. S: sensible.

D*apres lafigure 12, on note que le phénotype A qui correpond aux BLSE de type
CTX-M15, -16, -270u -55 est e plus fréguemment retrouvé avec un taux de 48,14 %, suivi
par le phénotype B qui correspond aux BLSE autres que les CTX-M (TEM, SHV) avec un
taux de 12 ,50%.
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Le phénotype D qui correspond a I’ hyperproduction de céphalosporinase est retrouvé
avec un taux de 11,11%. Il est a noter que le phénotype C qui correspond a la production de
BLSE de type céftazidimase est retrouvé avec un taux de 0,46%. 27,97% des souches

résistantes au CTX et/ou CAZ ne correspondent a aucun de ces phénotypes.

48,14%

50,00%
45,00%
40,00%
35,00% 27,97%
30,00% -
25,00%
20,00%
15,00%
10,00%
5,00% 0,46%
0,00%

1t 11,11%

Phénotype A PhénotypeB PhénotypeC PhénotypeD Non
déterminé

Figure 12 : Phénotypes de resistance probables pour |es enterobacteries isol ées.

[11. Portage fécal desenterobacteries productricesde BLSE et del’ AmpC
[11.1. Répartition des EB-BL SE et EB-AmpC selon I’ espéce

E. coli productrice de BLSE est I'espece la plus fréquemment isolée avec un
pourcentage de 36, 36%. Les autres EB-BL SE se présentent avec les pourcentages suivants :
15,15% Proteus mirabilis, 6,06% K. pneumoniae et 3,03% pour Salmonella sp, K. oxytoca, E.
cloaceae et Serratia sp (Figure 13).

Figure 13: Répartition des EB-BL SE selon I’ espece.
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[11.2. Répartition des EB-BL SE et EB-AmpC selon les services

La répartition des souches d' EB-BL SE isolées par service est donnée dans la
figure 14. On note que EB-BL SE sont le plus souvent isolées dans |e service de néonatal ogie
avec un taux de 59,10 %. Parmi les souches productrices d AmpC : 5 (55,56%) sont isolées

dans le service de néonatal ogie, et 4 (44,44%) dans le service de pédiatrie.

0,
59’12’6 55,56%

44,44%

40,90%

= EB-BLSE
* EB-Ampc

Neonatalogie Pediatrie

Figure 14 : Répartition des EB-BL SE et EB-AmpC selon le service.

[11. 3. Répartition des EB-BL SE et AmpC selon le sexe

Le portage des EB-BL SE est plus élevé chez le sexe féminin avec un taux de 59,98%
gue chez le sexe masculin avec un taux de 40,02% (figure 15).

Concernant le portage d EB-BL SE, le taux le plus élevé est noté chez le sexe féminin

(66,67%), contre 33,33% chez |le sexe masculin (figure 15).
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Figure N° 15 : Répartition des EB-BL SE et EB-AmpC selon le sexe.
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[11. 4. Larépartition des EB-BL SE et EB-AmpC al’admission et a la sortie

La figure 16 donne la répartition des EB-BLSE et EB-AmpC a I’admission et a la
sortie du centre hospitalier. On remargue que le taux de EB-BLSE a I’admission est le plus
élevé avec un pourcentage de 64, 71%, par contre le taux de EB-AmpC est plus élévé a la
sortie (66,67%).

Figure 16 : Répartition des EB-BLSE et EB-AmpC &I’ admission et 3 la sortie.

V. Etude desfacteursderisquesinfluencant sur la colonisation digestive

Les tests statistiques étaient effectués a I’aide du logiciel XLSTAT (Annexe IlI).
L’ influence des facteurs de risques sur | acquisition des souches résistances a été analysee par
le test Khi-deux et Fisher. Une valeur de p < 0,05 a été considérée comme statistiquement

significative.

V.1 Mode d’accouchement

Il a été observé que le mode d’accouchement a un effet hautement significatif sur
I’ acquisition de souches résistantes avec P < 0,01. Les résultats obtenus sont résumés dans le
tableau VI.

Tableau VI : Répartition des souches résistantes selon le mode d’ accouchement.

M ode d’ accouchement

Résistance i Ssa |
Voiebasse | Cesarienne | qonification

Preésence 55,14% 19,63%
Ooul

Absence 11,21% 14,02%
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IV.2. Antibiothérapie

Test khi-deux et le test de Fisher ont été réalisés afin d étudier I'influence de
I’ antibiothérapie sur la présence des souches résistantes, et qui montre que I’ antibiothérapie
n'est pas retenu comme un facteur de risque avec P > 0,05, les résultats obtenus sont résumés
dansletableau VII.

Tableau V11 : Pourcentage des souches résistantes selon |’ antibiothérapie.

L’ antibiothérapie Signification
Résistance Avec Sans
Présence 22 28% 46,74%
Non
Absence 8,70% 22 28%

1V.3. Allaitement

Selon le test Khi-deux, I’allaitement n’est pas un facteur de risque de |’ acquisition des
souches resistantes (P > 0,05). Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau VII1.

Tableau VIII : Répartition des souches résistantes |’ allaitement.

Allaitement Signification
Résistance| Materne Artificiel
Présence | 40 70% 26,29%
Non
Absence
24,29% 15,70%
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V. Discussion générale

La colonisation postnatale par des BMR peut étre suivie d’ infection en particulier chez
les patients immunodéprimés (prématurés) et les nouveau-nés. Chez les prématurés, la survie
est largement associée a de longues périodes d’ hospitalisation, I’ utilisation de cathéters, et a
I utilisation large d’ antibiotiques. Tous ces paramétres constituent des facteurs de risque de
développement des infections nosocomiales (IN) en particulier dans les services de soins
intensifs. Les infections nosocomiales du nouveau-né présentent certaines particularités. En
effet, ce sont les bacilles & Gram négatif qui sont le plus souvent responsables des infections
nosocomiales dans la population générale. Une des facons de prévenir la survenue
d'infections nosocomiales est la surveillance de la colonisation des nouveaux-nes et la mise
en route de mesures d hygiene permettant d éviter la dissémination des BMR a I'intérieur
d une méme unite.

Dans cette étude la plupart des préléevements sont réalisés au service de néonatologie
75,24%, la population étudiée n'est pas homogene, elle contient un trés faibles effectif des
prématurés 8,47% par rapport aux nouveaux-nés a terme, qui présentent un taux de 32,20%
par rapport a la population totale. Les enfants représentent environ 24,75 % de la population
totale, dont 52,21 % sont du sexe masculin. |l est a noter que les adultes (mamans des
nouveaux-nés) occupent un faible taux (13,98%), ce qui peut étre expliqué par
I” hospitalisation des mamans qui ont accouché par césarienne dans un autre service. Le taux
de souches isolées dans le service de néonatologie (54,66%) est plus important en
comparaison a celui enregistré dans le service de pédiatrie (45, 33%), cela peut attribuer au

nombre de prélévements qui est différent dans|es deux services.

Les bacilles a Gram négatif, dont les entérobactéries restent les bactéries les plus
isolées en clinique, particulierement dans les pays en voie de dével oppement. Dans cette étude
les souches les plusisolées sont E. coli avec un taux de 24,53% suivi par E. intermedius avec
un taux de 20,85 % et E. cloacae avec un taux de 11.04%. Concernant |le genre Enterobacter,
les résultats trouvés sont différent de ceux obtenus par Ho et al., 2005, ou E. cloacae était |3
prédominante avec un taux de 71,22%. Selon Mirabaud (1996), Enterobacter cloacae est un
germe qui colonise souvent les patients hospitalisés et plus particulierement ceux traités par
antibiotiques, et peut étre a I’ origine d'infections urinaires et de pneumonies, ainsi que des
infections cutanées. |l peut également étre responsable de bactériémies, et ¢’ est un pathogéne

dont I’incidence en milieu hospitalier a considérablement augmenté ces dernieres années.
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Selon Quinet et coll., 2010, en néonatologie, les principales épidémies hospitaliéres
dues a des entérobactéries ont concerné principalement Klebsiella pneumoniae et
Enterobacter cloacae. Depuis une décennie, on assiste a une augmentation de fréquence d'E.
coli producteur de béta-lactamase a spectre étendu (BLSE) aussi bien en communautaire
gu’ en intra-hospitalier. La source de I’ épidémie était le lait de mére. Le lait est recuellli le
plus souvent par extraction électrique. D’autres dysfonctionnements ont pu participer a la
propagation croisee de la souche d'E. coli BLSE : le partage du petit matériel entre nouvealix-
nés (balance, toise, loupe pour fond d oeil). L’utilisation du matériel patient dédié ou en

monodose est a privilégier mais n’ est pas toujours possible.

Le taux de souches d'E. coli était de 26% a I’admission et 24% a la sortie, suivi de
celui de K.pneumoniae, 23% a I’admission et 20% a la sortie. Les autres especes sont
faiblement représentées. Nos résultats concordent avec les observations de I'équipe
Lepelletier et coll., (2008) qui a constaté qu’ ala sortie de I’ hopital, les fréquences du portage
des différentes especes étaient pratiguement identiques ou inférieurs a celles observées a
I’ admission en réanimation, sauf pour Pseudomonas. Filius et al., (2005), n’ ont pas enregistré
d’augmentation de Pseudomonas entre |I’admission et la sortie et avait méme tendance a

diminuer et disparaitre aprés la sortie du patient.

Toutes les souches ont été testées pour la production de B-lactamases a spectre étendu.
Le DD-test éait positif chez 31,77% de souches, (35 % E. coli, 32,25% E. intermedius,
17,74 % Proteus mirabilis, 16,12% Salmonella sp. , 11,29% Klebsiella pneumoniae, des taux
plus faibles ont été notés pour les autres especes). Plusieurs autres types de -lactamases telle
I”’AmpC continu a poser de sérieux problemes pour leurs détections ainsi que pour leur
interprétation. En plus de faux résultats négatifs peuvent survenir lorsque I’inoculum n’ est pas
bien contrélé d’ ou la nécessité de réaliser des test complémentaire (Adjidé et al., 2006). Au
cours de cette étude 09 souches ont été retrouvées productrices d AmpC plasmidiques.
La détermination des phénotypes de résistance aux B-lactamines a montré que nous souches
appartiennent majoritairement au phénotype A (CTX-M) avec un pourcentage de 48,14 % qui
correspond ala production de BL SE de type CTX-M-15, CTX-M-16, CTX-M-27 ou CTX-M-
55. Cette classe de BLSE est connue comme un mécanisme important de la résistance aux
C3G et aux CAG utilisé par les pathogénes a Gram négatif. Les BLSE de types CTX-M sont
les enzymes les plus répandues, distribuées a la fois sur de vastes régions géographiques et
entre une large gamme de bactéries cliniques, en particulier, les membres de la famille des
entérobactéries. Des études a |’ échelle nationale ont montré que les CTX-M-15 et CTX-M-3
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sont les plus isolées en Algérie (Ramdani-Bougessa et al., 2006 ;Touati et al., 2006 ;
labadene et al., 2008 ; Messai et al., 2008). Lors de cette étude, la répartition de ces enzymes
est la suivante: 59,10% dans le service de néonatalogie et 40,90 % dans le service de
pédiatrie. La méme répartition est obtenue concernant les enzymes de type AmpC
plasmidique. E. coli productrice de BLSE est retrouvée comme I’ espece majoritaire. Comme
d’ autres études I'ont montré, ces E. coli-BLSE produisant CTX-M sont le plus souvent
importées dans les établissements de soins ou simplement de patients porteurs de la bactérie
au niveau digestif au moment de leur entrée dans I'établissement, le portage digestif
communautaire étant trés fréguent y compris pour des personnes non soumises a des
traitements antibiotiques comme cela a pu étre décrit en Espagne. Il a éé montré récemment
en France que les animaux d’ élevage pouvaient étre porteurs et la consommation de viande
contaminée pourrait étre un des facteurs de dissémination de ce type de résistance au niveau
communautaire (Giraud-Morin et Fosse, 2008).

Durant cette étude, nous avons noté un taux de portage élevé important chez les
patients du sexe féminin (59,98%). Cette étude a montré également que le taux portage des
EB-BLSE est plus élevé a |’ entrée (64,71%) qu’ ala sortie, cela pourrait étre expliquée par la
prise d’ antibiotique des patients durant | hospitalisation. Selon une précédente éude de Van
der Zwet et call., (2002), le risque d acquisition d’'une BMR débute dés le premier jour
d hospitalisation et en moyenne de huit jours. Pour prévenir la survenue dinfections
nosocomiales, notament éviter la dissémination des BMR al’intérieur d'une méme unité. Les
nouveau-nés colonisés doivent étre suivis et les mesures dhygiene doivent étre

soigneusement respectées (Campeotto et al., 2004).

L’ étude statistique des facteurs de risque qui influencent la colonisation de tube
digestif, a montré que le type d'alaitement et I'antibiothérapie n'ont pas une infleunce
significatif sur la colonisation digestive (P>0,05), par contre le mode d accouchement a
montré un effet hautement significatif (P< 0,01). Selon Langhendries (1997),
I’accouchement par césarienne retarde nettement la colonisation initide par les
microorganismes anaerobie chose qui est différente lors d’ accouchement par voie basse. Par
ailleurs, laflore rectovaginale maternelle étant le déterminant essentiel de laqualité de laflore
bactérienne colonisatrice du nouveau-né, il est important de préserver sa diversité en évitant
de donner a la mere dans la période périnatale des antibiotiques a large spectre qui la

modifient significativement (Langhendries, 1997). L’ étude statistique, durant cette étude, n’a
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révélée des facteurs de risque comme c’est déja signalé dans plusieurs études. Cela pourrait
étre du alataille de I’ échantillon qui n’est pas représentative.

Les facteurs de risque de développer une infection a E. coli BLSE chez un patient
hospitalisé et colonisé ont été étudiés chez |’ adulte mais sont extrapolables a I’enfant et au
nouveau-né et sont identiques a ceux observés avec les germes sensibles. Ce sont :
hospitalisation, cathéter veineux central, susceptibilité aux infections nosocomiales — trés
élevée chez le nouveau-né en particulier prématuré— et I’ utilisation antérieure d’ antibiotiques
tels que les céphalosporines de 3e génération et les aminosides qui sont les plus utilisées. Le
risque de translocation digestive pour une EBMR, qu’elle soit d origine pré ou postnatale ne
semble pas différent de la colonisation par des germes sensibles, tant pour les Klebsielles que
les E. coli ou Enterobacter cloacae. Dans certains pays, sont apparues des souches résistantes
a I'ensemble des C3G et aux carbapénemes par production de carbapénémase. Les
septicémies nosocomiales sont secondaires a une translocation digestive directement, ou
associée a une colonisation d un cathéter central, comme pour les infections a entérobactéries
sensibles. La colonisation digestive est physiologique transformant un tube digestif stérile —
axénique — & la naissance, en une flore digestive contenant plus de 10 ’ germes / gramme de
selles en 15 jours de vie. Cette colonisation provient de |’environnement immédiat du
nouveau-né et donc du personnel soignant mais aussi des parents, en particulier lors du « peau
a peau » pour les prématurés. La surveillance de cette colonisation digestive microbienne est
nécessaire chez les nouveau-nés dont le séour est prolongé dans les services de néonatologie.
Elle concerne surtout les prématurés dont |’age gestationnel est inférieur a 32 semaines
(Biran et al., 2010).
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Conclusion

Au terme de cette étude effectuée au niveau de deux laboratoires d’ analyses médicales
celui d' hopital d’ Amizour et celui de la clinique Targa ouzemour (wilaya de BEJAIA), durant
une période de 90 jours, 236 souches de bacilles & Gram négatif (225 souches

d’ entérobactéries, et 11 de Pseudomonas) ont été isolées chez 202 patients.

La résistance la plus marquée était vis a vis les B-lactamines, plus précisément aux
céphal osporines de troisiémes générations a savoir le CTX avec un taux de 75,92%, et la CAZ
avec 81, 94%. Parmi les souches isolées, E. coli était la plus isolée avec un taux de 24.53 %.
Ces souches montrent une résistance importante vis-a-vis des C3G testées.

Le test de synergie a montré que 31,77% souches sont productrices de BLSE dont
64,71% al’admission et 35,29% ala sortie.

Le test de Hodge a confirmée la production de céphal osporinases plasmidiques chez

09 souches.

L’ analyse des phénotypes de résistance a montré que |le phénotype A qui correspond a
la production de BL SE de type CTX-M est le plus prévalent pour nos souches avec un taux de
48,14 %.

L’ étude de la sensibilité de ces souches a I’ égard d’ autres familles d’ antibiotiques a
montré leur caractére multirésistant. Ainsi, le taux le plus elevé est enregistré pour les
aminosides (gentamycine) avec un taux de 67,12%. Un taux de 20,37% est obtenu vis-a-vis de

la Ciprofloxacine.

Les résultats obtenus ont montré que le taux dEB-BLSE a I’admission est plus

important qu’ ala sortie, les taux sont respectivement 64, 71% et 35, 29%.

L’analyse statistique des données a permis de dégager un seul facteur de risque

impliqué dans I acquisition de souches résistantes, qui est le mode d’ accouchement.

Afin de réduire I’'émergence de ces souches dans le service de néonatalogie, la
prévention de la colonisation digestive est indispensable. Elle commence par |a prévention de
la prématurité, une prise en charge de la grossesse et de I’ accouchement qui tienne compte du

risque nosocomial, avec maitrise de la prescription antibiotique chez la mere. Une hygiene
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stricte tout au long de la prise en charge des nouveau-nés est indispensable, il faut favoriser
I’alimentation au lait de femme qui réduirait de 60 % le risque de sepsis. Les procédures
invasives doivent étre limitées en fréguence et durée.
Cette étude reste préliminaire car elle est limité dans le temps et |’ espace. Elle
pourrait étre complétée en :
e FEtudiant un plus grand nombre de souches pour rendre I’ étude statistique plus
fiable.
e Caractérisant les genes de résistance par PCR et sequencage
e Recherchant un lien clona entre les souches par les techniques de typages

moléculaire.
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Annexes

Annexe I

Questionnaire
Partie 1 : nouveaux nés

Code : Hépital :

Service : Salle :

Date d’amission :

Motif d’admission :

Age: Sexe :

Cathéter : Oui/Non

Grossesse a terme: oui/non

Nbre de semaines :

Prématuré : oui/non

Nbre de semaines :

Type d’accouchement :
Voie vaginale

Césarienne

Allaitement
maternel : oui / non

Poids a la naissance:

Jumeaux : oui/non

Malformation
oui/non

Prélévement admission 1 :

Date de prélévement 1 :

Prélévement 2 une semaine aprés :

Date de préléevement 2 ;

Prélévement 3 Sortie :

Date de prélévement 3 :

La durée d’hospitalisation :

Intubation :oui/ non

Nouveau-né transféré d’un autre hdpital Date : Hopital :

Oui/Non

Antibiothérapie :Oui/Non Date : ATB administrés :

Partie 2 : Mamans

Code: Hépital : Service : Salle :

Date d’amission : Motif d’admission :

Age: Sexe : Sondage : Oui/Non | Cathéter : Qui/Non

Voyage a I’étranger : : Oui/Non Date : Pays :

Maladie sous-jacente : Antécédents Date :
chirurgicaux :

Prélévement admission 1 :

Date de prélévement 1 :

Prélévement sortie 2 :

Date de prélévement 2 :

Hospitalisation antérieure : Oui/Non

Date : Hopital :

Patient transféré d’un autre hopital
Oui/Non

Date : Hépital :

Antibiothérapie :Oui/Non | Date :

ATB administrés :
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Partie 3 : Enfants

Code : Hopital : Service : Salle :

Date d’amission : Motif d*admission :

Age: Sexe : Sondage : Oni/Non | Cathéter : OuiNon

Voyage & I'étranger : : Oui/Non Date : Pays :

Maladie sous-jacente : Antécédents Date :
chirurgicaux :

Prélévement admission 1 : Date de prélévement 1

Prélévement sortie 2 :

Date de prélévement 2 :

Hospitalisation antérieure : Oui/Non Date : Hépital :
Patient transféré d’un autre hépital Date : Hépital :
OuiNon

Antibiothérapie :Oui/Non | Date ; ATB administreés ;
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Composition des milieux de cultures et réactifs en g/l

Gélose nutritive :

U= L0 (/=10 [ 1

U= L0 (S L=V (= 2

PEPIONE ... s ra e b nre e nree e 5

(001 Lo T U1 (=X 0 (=010 |11 o ¢ [N 5

o = USRS 15
pH 7,4

Bouillon nitraté :

TV To Mo (YW = Qe AVL= I 1T 25

NTRT= (=Y 0 (ST 010 [ 1 o R 10
pH 7,2

Bouillon nutritif (g/l d’eau distillée

MaCEration e VIANGE. .......cc.n et ettt e e e et e e e e e e 01
S 0] 0] 8 To 1Y/ 0 1 15
N B ] e e e 05
pH=7,7
Gelose M ac conkay:
S 0000 =0 (= 0r= S 1< 17
PEPtONE AE VIANAE. .. ... e e e e e e e 3
ST (01 10
Mélange de SelS biliaireS. .. ... e e 15
ROUJE NEULTE. .. ... e e et neeeaeeaeeneeneene 0,03
Chlorure de SOOIUML. .. ... .ee e e e e e e e e e e e e e e 05
CriStal VIOIEL. .. .ot e e e e et e e e 0,001
= 10
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Gélose KIA :

EXtrait de VIiaNOE A DOSUS ... ... .ot e e e e e e et e e e e e e e e aeeeeeeeeeeeeeaaane 3
EXIrait e IOVUIE. ... e e e e e e e e e e e e 3
Peptone (riche enlysing) ... e e a2 20

1= N { (o
L@ (o = 01 0,3

Tiosulfate de sodium

GlUCOSE. . . e e e e e e e e e e e e e e e 1
Rouge de phénol (SOIUtION AELY0) ... e vuueiiee it et e e e e e e eei e een 2D

0T PP 7
pH 7,4

Citratede Smmons :

Phosphate d’ ammUNIUM ... ... e e e e e e e eae e 1
PhoSphate DIPOtESSIQUE ........coouiiiierieiteriesieeee e 1
Chlorure de sodium

Citrate de sodium
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N SRS 5

Y Lore o = S 10ml
L ErYPLOPNENE ..o 3
N @@L 172 2 S 20
ROUQE dE PNENOI @190 ....ecveeeieieieeie ettt st a e e e sreennesneenneas 25ml
BAU ISHHTER ..ottt sttt n e nes 1

Clark et Lubs:

PEPLONE ... bbb e e nree e 5

GIUCOSE ...t et b et h ettt s bt e b et e s bt et e et e s be et e eaeenas 5

Hydrogénophosphate de POtESSIUM ............ccririiirerierieene e 5

B 0TS == 1
pH 7,5

Milieu Mudler Hinton :

Infusion de viande de DEEUF . .......cceiiiiieece e .300

HYdrolySat 08 CASEINE ......c.eiuiieierierieiee ettt st 17,5

N 11116 (o] o USRS OSSPPN 15

o = PR 17
pH 7,4

Réactif de Griess (NRI et NRII) :

NRI :
ACIAE SUITANITIGUE ...ttt s re e n e sneenne s 0,8
ACIAE BCELIUE BN ...ttt st nas 100ml
NRII :
DIMENYIAMINE ...t sne e 0,6ml
ACIAE ACEIIGUE DN ... e re e 100ml

Réactif de Kovacs:

p-diméthylaminebenzal dENYde ............ccooeeeeieiee e 10
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Alcool amylique .......coeceeiiiiiiee e

Rouge de méthyle (RM)

Rougedeméthyle ...

AlCOOl EhyliQUE A B0Y0 ... et et e e e e e e e e

Réactif de VPI

ALCOO0L A0 e

Réactif VPII

NaOH 4N
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Résultats des tests statistiques
1. Mode d’ accouchement

» Test du Khi?

Khi2 (valeur observée) 7,766

Khi2 (valeur critique) 3,841

ddl 1
p-value unilatérale 0,005
Alpha 0,05

2. Antibiothérapie

» Test du Khi?

Khi2 (valeur observée) 0,327

Khi2 (valeur critique) 3,841

ddl 1

p-value unilatérale 0,568

Alpha 0,05 » Test deFisher:
p-value unilatérale 0,559

Alpha 0,05

3. Typed allaitement

» Test du Khi2
Khi2 (valeur observée) 0,241
Khi2 (valeur critique) 3,841
ddl 1
p-value unilatérale 0,623
Alpha 0,05
» Test deFisher:
p-value unilatérale 0,313
Alpha 0,05
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Tableau | X : Diamétres (mm) des zones d inhibition du DD-test.

CTX CAZ Synergie FEP CPO
AN 70 6R 6R Présence 12R 6R
AN 46 9R 10R Absence 15R 171
AN 53 40S 34S Absence 28S 30S
AN 71 18R 11R Absence 28S 26S
AN 69 15R 201 Absence 23| 20R
AN 31 6R 6R Absence - 6R
AN 68 28S 13R Absence 30S 30S
AN 57 13R 6R Absence 211 24S
AN; 68 26S 12R absence 32S 30S
AN 66 12R 13R Présence 25S 201
AN 59 13R 9R Absence 201 22
AM18 30S 12R Absence 22| 32S
BN104 6R 6R Présence 6R 6R
BMO5 14R 18I Absence S 6R
BN106 6R 6R Présence S S
BN108 6R 6R Présence I I
BM112 6R 6R Présence - -
BN1209 6R 6R Présence S |
BN154 6R 6R Présence S I
BN157 6R 6R présence I I




Tableau X : Diamétres (mm) des zones d’ inhibition du DD-test additionné ala cloxacilline.

CTX CAZ |AMC |Synergie
AN 70 RR RR 6R | Présence
AN 46 38S 265 6R | Absence
AN 53 32S 30S 6R | Absence
AN 71 16 R 10R 12 R | Absence
AN 69 6R 6R 6R | Absence
AN 31 6R 6R 6R | Absence
AN 68 28 S 25S 6R | Absence
AN 57 25S 18R 20 ND
AN 68 24 S 24S 6R | Absence
AN 66 6R 6R 6R | Présence
AN 59 R12 6R 6R | Absence
AM18 36S 34S 24S | Présence
BN,04 32 16 10 |Présence
BMO05 25 10 6 R | Absence
BN,06 25 12 6 Présence
BN,08 29 17 20 |Présence
BM412 29 15 10 |Présence
BN;209 28 15 6 Présence
BN;54 26 16 18 | Présence
BN157 R R R Présence
BN Q 6R 6R 12R | Présence

CTX : céfotaxime (C3G); FEP : céfépime (C4G)

CAZ : céftazidime (C3G); CPO : céfpirome (C4G)



Tableau XI : Résultats de Test de Hodge

Souches Résultats
AM18 Positif
N259 Négatif
N53 Négatif
N68 Positif
N,70 Positif
N69 Négatif
N27 Négatif
N57 Positif
N,66 Négatif
N,46 Positif
N 71 Positif
N241 Positif
BNOG6 Positif
BNO8 Positif
BM12 Positif
BN20 Positif
BMO5 Positif




Résumé
Au cours de cette ¢tude qui s est déroulée dans le laboratoire de bactériologie médicale

de ["hopital d’ Amizour et celui de la clinique de Targa ouzemour de Bejaia, durant une période
allant de mars & juin 2012, nous avons isolé 236 souches résistaﬁce aux C3G (225 souches
d’entérobactéries et 11 souches de Pseudomonas aeruginosa) chez 202 patients.

Les tests de sensibilit¢ vis-a-vis les B-lactamines ont montré que 81,94% de souches sont
résistantes a la CAZ et 75,92% au CXT. Le test de synergie a révélé la production de BLSE
chez 71 souches. 48,14 %, des entérobactéries sont productrices des BLSE de type CTX-M. Le
test de Hodge était positif chez 09 souches indiquant la prodution d’AmpC plasmidiques

L’étude statistique des facteurs de risque de colonisation de tube digestif, a montré que le
mode d’accouchement a un effet hautement significatif, par contre le type d’allaitement et
I"antibiothérapie n’ont pas une infleunce significatif (P>0,05).

Mots clés : colonisation digestive, nouveau-nés, B-lactamines, entérobactéries, BLSE.

Abstract

During this study which was conducted in medical bacteriology laboratory of Amizour
and Targa ouzemour Hospitals in Bejaia. In a period going from March to June 2012, we have
isolated 236 strains (which 225 were enterobacteria and 11 trains of Pseudomonas aeruginosa)
from 202 patients.

Sensitivity tests to B-lactamins showed that 81.94% of stains are resistance to CAZ and
75.92% to CXT. Synegy test revealed the production of ESBL enzymes among 71 strains. 48.14 %
of enterobacteria are CTX-M genotype ESBL.

Statistic study of risk factors that influence digestive tract colonization, showed that birth
mode have a highly significant effect. In contrast, the antibiotherapy and feeding have nc
significant effect (P>0.05).

Key words: digestive colonization, newborns, -lactams, Enterobacteria, ESBL.



