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INTRODUCTION



La résistance des bactéries aux antibiotiques reste aujourd’hui un probléme majeur de
santé publique. La situation apparait particulierement préoccupante en milieu
hospitalier.  La pression de sélection exercée par I’utilisation importante de
I’antibiothérapie et la diffusion épidémique des souches résistantes sont les deux

facteurs principaux conditionnant cette évolution (Soussy, 2007).

Les bacilles a Gram négatif non fermentants occupent une place tres importante parmi
les germes responsables d’infections nosocomiales. Ces bactéries ont un niveau de
résistance naturel élevé, en relation avec différents mécanismes de résistance :
sécrétion d'enzymes, imperméabilité membranaire, efflux. Elles peuvent acquérir des
résistances (Lepape, 2007) qui peuvent étre le fait d'une mutation chromosomique ou
de l'acquisition de plasmides de résistance. Alors que la résistance par mutation
chromosomique ne se transmet pas horizontalement, la résistance par acquisition de
plasmides de résistance peut étre transmise d'une bactérie a une autre, d'ou son
caractere épidémique.

La détection de cette résistance permet de prévenir et de ralentir la diffusion de
souches mutirésistantes et d’optimiser le choix de I’antibiothérapie.

Ainsi cette étude a été menée au niveau de CHU de Tlemcen, dans le but d’évaluer des
niveaux de résistance aux antibiotiques les plus communément utilisés : B-lactamines,

aminosides et fluoroguinolones.
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PARTIE |
SYNTHESE BILIOGRAPHIQUE
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Chapitre I. Les antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances élaborées par des micro-organismes, ou des
substances synthétiques, qui sont bactériostatiques ou bactericides a dose faible. Leurs
cibles d’activité sont des structures moléculaires spécifiquement bacteriennes. Elles
ont donc une toxicité sélective pour les cellules procaryotes et une toxicité faible pour

les cellules eucaryotes (Avril et al., 2002).
1. les B-Lactamines :

1.1. Définition :

Les bétalactamines constituent la famille d'antibiotiques la plus importante, aussi bien
par le nombre et la diversité des molécules utilisables que par leurs indications en
thérapeutique et en prophylaxie des infections bactériennes. Cette famille, qui
regroupe les pénicillines, les céphalosporines, les carbapénémes et les monobactames,
est caractérisée par la présence constante du cycle bétalactame associé a des cycles et
des chaines latérales variables qui expliquent les propriétés pharmacocinétiques et le
spectre d'activité des différents produits. La grande variété de leurs modes
d'administration, leur large spectre d'activité antibactérien associé a une action
bactéricide, une bonne diffusion tissulaire, une bonne tolérance et un faible nombre
d'interactions médicamenteuses expliquent leur popularité et I'importance de leur

utilisation, seules ou en associations (Cavallo, 2004).

1.2. Classification des p-Lactamines :

1.2.1. Pénames :

Penicilline G, pénicillines M, pénicilline A, pénicilline V, carboxy-penicilline et

uréido-pénicillines (Caillon, 2007).
1.2.2. Céphémes :

v' Céphamycines : Les principales molécules sont la céfoxitine et le céfotétan
qui sont rattachées, du fait de leurs propriétés, aux céphalosporines de

deuxieme génération. Elles sont caractérisées par un radical a-méthoxy en
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position 7. Ce radical protége le noyau b-lactame de ’hydrolyse par les b-
lactamases, mais est responsable d’un effet inducteur intense sur les
céphalosporinases chromosomiques (Cavallo et al., 2004).

v' Oxa -1-céphémes : latamoxef (Laurent, 2009).

v Céphalosporines :
Les céphalosporines ont pour noyau commun 1’acide 7 amino céphalosporinique. Leur
classification repose sur leur spectre d’activité de plus en plus large que sur leur
structure chimique commune (Toure, 2004).

= Céphalosporines de premiére genération :

Il existait plus d'une dizaine céphalosporines dites de premiére génération mais
certaines ne sont plus commercialisées. Exemple : Céfaclor, Céfadroxil, Céfalexine,

Céfalotine, Céfatrizine, Céfazoline, Céfradine.
= Céphalosporines de deuxieme génération :

Les céphalosporines de deuxiéme génération comprennent la céfuroxime, le
céfamandole et la céfoxitine. Elles sont caractérisées par une meilleure résistance aux
R-lactamases et un spectre d'action plus large, une activité a faible concentration, une

bonne diffusion tissulaire (Allain, 2008).
= Céphalosporines de troisieme génération :

Exemple : Céfotaxime - ceftazidime — ceftriaxone — céfopérazone (Toure, 2004).
= Céphalosporines de quatrieme génération :

Restent actives chez les enterobactéries ayant acquis une résistance aux C3G par
hyperproductiond'une céphalosporinase, inactives en cas de bétalactamases a spectre
étendu.

Exemple : Cefepime, Cefpirome (Hincky, 2008).
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1.2.3. Carbapénémes :

Les carbapénemes sont des B-lactamines qui présentent un tres large spectre d’activité
et une grande stabilité vis-a-vis de la plupart des B-lactamases. L’imipénéme et le
méropenéme ont été les deux premiers représentants disponibles en clinique. Une
troisieme molécule s’est ajoutée, I’ertapénéme (Zhanel et al., 2005).

Parmi les nouvelles carbapénémes, le doripéneme garde une meilleure activité sur les

bacilles a Gram négatif et particulierement sur les aérobies stricts (Zahar et al., 2010).

1.2.4. Monobactames :
Leur noyau se caractérise par la présence du noyau monocyclique, azétidine, limité au

cycle B-lactame. Exemple : Aztreonam (Cavallo, 2004).

1.2.5. Inhibiteurs des p-lactamases :

Les inhibiteurs des f-lactamases possedent une faible activité antibactérienne
intrinséque. En se liant a la bétalactamase, ils permettent I’activité de la bétalactamine
a laquelle ils sont associés. Il en résulte une action synergique et une augmentation de
I’activité de la bétalactamine.
Actuellement, sont disponibles 1’association

= amoxicilline-acide clavulanique (Augmentin) (Andre et al., 1998).

= pipéracilline-tazobactam (Tazocillin)

= Sulbactam: En plus de son effet inhibiteur irréversible sur les

Rlactamases,
le sulbactam a une activité antibiotique intrinseque sur quelques germes, mais il est
toujours utilisé en association avec les antibiotiques détruits par les b-lactamases.

-Sulbactam+ampicilline estérifiée : Unacim*(Allain, 2008).
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Figure 1. Diversité des antibiotiques de type beta-lactames : principaux cycles et

antibiotiques représentatifs (Tulkens et al., 2002).

1.3. Mécanisme d’action des p-Lactamines :

Le peptidoglycane est un polymere réticulé fait de chaines de glycanes
reliées par des peptides. Ses précurseurs sont synthétisés dans le
cytoplasme et assemblés a 1’extérieur de la membrane cytoplasmique.
Lorsque les bactéries sont en phase de croissance, il existe simultanément
des phénomenes de synthése et de destruction du peptidoglycane.
L’équilibre entre ces deux phénomeénes est rompu par les antibiotiques

inhibant la synthese du peptidoglycane (Perronne, 1999).

1.3.1. Pénétration des p-lactamines dans les bactéries:

Les B-lactamines sont des acides relativement forts et franchissent parfois
difficilement les membranes bactériennes.

Pour les bactéries a Gram négatif il existe une « membrane externe », situee

a I’extérieur du peptidoglycane et la pénétration est conditionnée par des

18



protéines « les porines » dont I’assemblage délimite les pores ou point de
pénetration (Moulin et al., 2002).

1.3.2. Cible des B-lactamine : protéines liant les pénicillines (PLP)

Les B-lactamines se fixent sur les PLP a la place du dipeptide d’alaline avec lequel
elles présentent une analogie structurale. Cette fixation bloque la synthése du
peptidoglycane et de ce fait la croissance bactérienne. La bactéricide est obtenue avec
I’activation du systéme enzymatique de la muréine hydrolase qui provoque
I’éclatement de la bactérie.

B-lactamines — 5 arrét de synthése du peptidoglycane + activation de ’autolyse —

Effet létale (Pourriat et al., 2005).

2. Les aminosides
2.1. Définition :

Les aminoglycosides sont des molécules polaires et polycationiques. Leur structure de

base commune comporte un aminocyclitol (cycle a 6 chainons avec des groupements
amines), auquel se lient par des ponts glycosidiques 2 (ou exceptionnellement 3 dans

la néomycine) hexoses (Tulkens et al., 2002).

2.2. Classification des aminosides:

IIs sont divisés en trois classes :

1 - Les déoxystreptamines bisusbstituées 4-5 qui comprennent: Néomycine B ou C,
Paromomycine,Lividomycine A ou B, Ribostamycine, Framyceétine.

2 - Les déoxystreptamines bisubstituées 4-6 qui comprennent: Kanamycines A, B, C et
dérivés, Amikacine, Tobramycine, Dibékacine, Gentamicine, Sisomycine,
Nétilmicine.

3 - Les autres : Streptomycine, Streptidine, Spectinomycine (Ezaitouni et al., 1999).

2.3. Mécanisme d’action des aminosides:
Les aminosides agissent au niveau du ribosome bactérien et perturbent la synthese
protéique (Eric, 2008).
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La pénétration des aminosides a l'intérieur de la bactérie se fait en 3 étapes :

La premiére étape est un passage passif permet la traversée de la membrane
externe (pour les Gram -) via les porines, puis la traversée du peptidoglycane
(Gram + et -). Les aminosides se concentrent alors au niveau de la membrane
cytoplasmique (Changeur et al., 2009).

La deuxieme étape requiert une énergie metabolique délivrée par un gradient
entre 'intérieur et I’extérieur de la cellule et cette étape peut étre bloquée par
mutation. Elle peut également étre perturbée, si les conditions strictes exigées
par la production d’énergie oxydatif pour le transport des aminosides ne sont
pas respectées. Ceci explique la sensibilité¢ réduite des anaérobies aux
aminosides, et la diminution d’activit¢ des aminosides sur les anaérobies
facultatifs (entérobactérie) en cas d’infection en anaérobiose relative (foyer
profond) (Bryskier, 1999).

La troisieme et derniére étape est rapide, Les aminosides se fixent sur le
ribosome et provoquent la fixation d'un ARNt incorrect sur 'ARNmM, ce qui
perturbe la reconnaissance codon-anticodon et induit la synthése de protéines

erronées.

Un effet supplémentaire induit par l'incorporation de protéines anormales est
I'altération de la membrane cytoplasmique. Cela se traduit par une action

bactéricide rapide et puissante (Marty, 2000).

3. Les quinolones :
3.1. Définition :

Les quinolones sont des molécules obtenues par synthése chimique, qui dérivent

d’acides carboxyliques hétérocycliques diversement substitu¢s. Toutes les quinolones

actuelles présentent une structure bicyclique, avec un azote en position 1, un

carboxylate en position 3 et un carbonyle en position 4. Les fluoroquinolones, ainsi

appelées car contenant un atome de fluor en position 6, dérivent de la quinoléine
(Thomas, 2001).
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3.2. Classification des quinolones:

e Quinolones de premiére génération (a. nalidixique)

e Quinolones de deuxiéme geénération  (ofloxacine, ciprofloxacine,
lévofloxacine, ...)

e Quinolones de troisieme génération (trovafloxacine, gémifloxacine,
moxifloxacine)

e Quinolones de quatrieme génération : des fluoroquinolones (garénoxacine)
(Lafaurie, 2008).

3.3. Mécanisme d’action des quinolones :

Le mécanisme d’action de cette classe pharmacologique consiste en une inhibition de
I’ADN gyrase, topoisomérase II bactérienne composée de deux sous-unités A et deux
sous-unités B et de la topoisomérase V. Ces enzymes sont essentielles a la réplication
et a la transcription de I’ADN bactérien; I’inhibition par les quinolones du complexe
ADN bactérien - enzymes empéche le «surenroulement» de I’ADN, le relachement de
I’ADN «surenroulé» et entraine la séparation de la double chaine hélicoidale de
I’ADN. Les quinolones sont spécifiques a ’ADN bactérien et exercent une activité
bactéricide pendant la phase de multiplication et de repos des bactéries (Larouche,
2001).

4. B-lactamases :
Les B-lactamases constituent toujours le principal mécanisme de la résistance naturelle

et acquise aux B-lactamines, en particulier chez les bactéries a Gram négatif

( Philippon et al ., 2006) hydrolysant le pont amide du cycle b-lactame pour donner

un acylenzyme qui sera ensuite degradé en acide inactif (Barrial et al., 2006).
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Figure2. Schéma réactionnel de I’ouverture du cycle b-lactame

(Barrial et al., 2006)

4.1. Classification des -lactamases :
Actuellement deux classifications s’imposent

v' Classification structurale de Ambler
Proposée en 1980, cette premiere classification dite structurale, est basée sur la
structure primaire de I’enzyme, notamment du le site actif. Elle individualise quatre
classes moléculaires A, C et D (appelées sérines enzyme) et B (dont les enzymes
comportent deux atomes de zinc au niveau de leur site actif).
-la classe A correspond aux peénicillinases et aux f-lactamases chromosomiques ou
plasmidiques sensibles a I’acide clavulanique.
-la classe B comprend les métalloenzymes, inhibés par ’EDTA.
- la classe C inclut les céphalosporinase résistantes a I’acide clavulanique
habituellement chromosomiques.
- la classe D regroupe les Oxacillinases (Jacob, 2003).

v’ Classification fonctionnelle de Bosh-Jacoby-Medeiros
La classification fonctionnelle réactualisée en 1995 et proposée par Bosh et al, est
basée sur le spectre préférentiel des enzymes et sur leur comportement aux inhibiteurs
(Jacob, 2003).
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Tableau 1. Classification des 3-lactamases bactériennes (Bush et al, 1995)

Bush- 1989 Richmond | Mitsuhashi | Molecular Preffered Inhibite | Representative
Jacoby- Bush -Sykes -Inoue class substracts d enzymes
Meidero | group | class type (Ambler) by
S group CA
EDTA
1 1 Ia, Ib, Id CSase C Céphalosporins - AmpC enzymes from
Gram negative
bacteria; MIR-1
2a 2a Not PCase V A Penicillins + - Penicillinases from
included Gram positive
Bacteria
2b 2b I PCase | A Penicillins, + - TEM-1,TEM-2,SHV-1
cephalosporins
2be 2b’ Not CXase A Penicillins, + - TEM-3 to TEM-26,
included narrow- SHV-2 to SHV-6,
except K1 spectrum and Klebsiella oxytoca
in class IV extended K1
spectrum
cephalosporins,
monobactams
2br Not Not Not A Penicillins +/- - TEM-30 to TEM-36,
included | included included TRC-1
2c 2c I,V PCase IV A Penicillins, + - PSE-1, PSE-3, PSE-4
carbenicillin
2d 2d \Y PCase ], D Penicillins, +/- - OXA-1 to OXA-11,
PCase III cloxacillin PSE-2 (0XA-10)
2e 2e Ic CXase A Cephalosporins | + - Inducible
cephalosporinases
from Proteus vulgaris
2f Not Not Not A Penicillins, + - NMC-A from
included | included included cephalosporins, Enterobacter
Carbapenems cloacae, Sme-1 from
Serratia marcescens
3 3 Not Not B Most b-lactams, - L1 from
included included including Xanthomonas
carbapenems maltophilia,
CcrA from
Bacteroides
Fragilis
4 4 Not Not ND Penicillins -
included included
Penicillinase from
Pseudomonas
cepacia

CSase, cephalosporinase ; PCase, penicillinase ; CXase, cefuroxime-hydrolasing
betalactamase.

CA, clavulanic acid; ND, not determine.
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Chapitre I1. Les bacilles a Gram négatif non fermentaires

Les bacilles a Gram négatif non fermentants (BGNnF) sont des bactéries ubiquitaires
retrouvées dans I’environnement (sols, eaux...) et pouvant étre responsables
d’infections cliniques. Elles sont dites pathogénes opportunistes car, bien que pouvant
étre isolées d’infections communautaires, elles sont le plus souvent responsables
d’infections nosocomiales. Outre la famille des Pseudomonadaceae, les BGNnF
comportent aussi Acinetobacter, Moraxella, Kingella, Alcaligenes, Achromobacter,
Bordetella, Flavobacterium et Sphingobacterium. Au sein des Pseudomonadaceae,
Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia, et Stenotrophomonas maltophilia,
sont les bactéries les plus fréquemment isolées lors d’infections nosocomiales
(Berthelot et al., 2005).

Ces bactéries, cultivent sur milieux ordinaires et possedent un métabolisme
respiratoire strict (utilisation de I’oxygeéne comme accepteur terminale d’électrons). A
noter que certains genres peuvent utiliser les nitrates comme accepteur terminal

d’électrons en anaérobiose (Denis et al., 2007).
1. Pseudomonas aeruginosa :

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie Gram-négatif opportuniste vivant
normalement a I’état saprophyte dans 1’eau, les sols humides et les végétaux, mais qui
peut également vivre a I’état commensale sur la peau ou a I’intérieur du systéme
digestif de divers animaux (Sabin, 2006).

Les souches de cette espece sont constituées de bacilles de 0,5 a 0,8 um de diametre
sur 1,5 a 3,0 um de longueur, se présentant de maniére isolée ou groupés par deux ou
en courtes chaines, mobiles grace a une ciliature monotriche (quelques rares cellules

portent cependant plusieurs flagelles polaires) (Euzéby, 2005).

P. aeruginosa posseéde une versatilité nutritionnelle remarquable pouvant utiliser une
variété de sucres simples et complexes, d’alcools et d’acides aminés comme seule
source de carbone. Elle est capable de se multiplier a I’intérieur d’un large spectre de
température allant de 4 a 45°C. La température optimale de croissance se situe entre 30
et 37°C (Potvin, 2007).
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Comme d'autres Pseudomonas, P. aeruginosa sécréte un certain nombre de pigments,
entre autres la pyocyanine (bleu-vert), la fluorescéine (jaune vert fluorescent) et la
pyorubine (brun-rouge) (Khalilzadeh, 2009). On peut noter également la production
d’un voile fragile visqueux et peu épais a la surface des milieux liquides avec une
odeur aromatique caractéristique (odeur de seringa). P. aeruginosa est capable de
produire de nombreuses exoprotéines aux fonctions diverses : ’entérotoxine A,
I’exotoxine A, I’exoenzyme S, la phospholipase (enzyme hydrolisant la Iécithine), les
protéases (Jean, 2004). Pseudomonas aeruginosa n'est pas capable de fermenter les
sucres mais peut les attaquer (le glucose en particulier) par voie oxydative, entrainant
une acidification du milieu. Les milieux MEVAG (Milieu pour I'Etude de la Voie
d'Attaque des Glucides) ou de Hugh et Leifson sont spécialement destinés a mettre
cette propriété en évidence. Comme la plupart des Pseudomonas, Pseudomonas
aeruginosa possede une oxydase. D'autres caracteres sont utiles pour le diagnostic
d'espéce : Indole -, urée -, TDA - (tryptophane-désaminase), H2S -, gélatine +, ONPG
- (orthonitrophényl-galactose), Nitrate-réductase +, LDC -, (Lysine-décarboxylase),
ODC - (Ornithine-décarboxylase), ADH + (Arginine-deshydrogénase) (Lie, 2002). P.
aeruginosa est responsable de 16 % des infections pulmonaires, de 12% des infections
du tractus urinaires, de 8% des infections touchant les grands brilés et de 10% des
infections du sang (bactériémie et/ou septicémie). Cette bactérie est également une des
causes majeures de mortalité et de morbidité chez les personnes atteintes de

mucoviscidose (Rossignol, 2007).

1.1. Mécanismes de résistance aux p-lactamines chez Pseudomonas aeruginosa

Le développement de la résistance aux [-lactamines chez Pseudomonas aeruginosa a
été associé a la production de B-lactamases acquises, la surproduction constitutive de
la céphalosporinase AmpC ou mécanismes non enzymatiques tels que I’efflux ou

I’imperméabilité de la membrane externe (Cavallo et al., 2002).

1.1.1. Résistance naturelle
P. aeruginosa possede une membrane externe faiblement perméable, ce qui lui confére

une résistance naturelle a de nombreux antibiotiques, dont la plupart des
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bétalactamines hydrophiles (Carpentier et al., 2003), la bactérie produit d’une beta-
lactamase chromosomique inductible de classe C qui n’est pas inhibée par le
clavulanate et qui hydrolyse préférentiellement les céphalosporines de premiére
génération (Sougakoff et al., 2003), et en fin I’existence des systémes d’efflux sont
souvent des complexes protéiques ternaires avec une pompe transmembranaire, une
protéine périplasmique de jonction et une porine de la membrane externe. La pompe
la plus fréquemment rencontrée chez Pseudomonas aeruginosa est de type MexAB-
OPrM (Cattoir, 2004).

Pseudomonas aeruginosa est donc naturellement résistante aux aminopenicillines,
benzylpénicilline, C1G, C2G, et certains C3G comme le Céfotaxime et le moxalactam
(Vedel, 2005), P. aeruginosa est naturellement sensible aux carboxypénicillines,
comme la ticarcilline et la carbénicilline, aux uréidopénicillines, comme la
pipéeracilline, a certaines céphalosporines (cefsulodine, céfoperazone et ceftazidime),
aux monobactames, comme I’aztréonam, et aux carbapénemes, comme I’imipénéme et

le méropéneme (Poirel, 2006).

1.1.2. Résistance acquise

Les bactéries peuvent également acquérir la résistance a un antibiotique. Dans ce cas,
la résistance acquise est présente seulement dans certaines souches de I’espéece. Cette
résistance résulte d’une modification génétique par mutation ou d’une acquisition de

matériel génétique étranger (Faure, 2009).

1.1.2.1. Résistance enzymatique

Les R-lactamases sont des enzymes d'inactivation de type sérine (classes A, C et D) ou
métalloenzymes (classe B) dont les substrats sont des R-lactamines. L'inactivation
enzymatique (perte de l'activité antibiotique) survient lors de I'ouverture du cycle B-
lactame (Philippon, 2005).
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v" Hyperproduction de céphalosporinase chromosomique de classe C

La pB-lactamase chromosomique de type AmpC a été décrite chez une large variété de
bacilles a Gram négatifs tel que P. aeruginosa (Parveen et al., 2010). Des mutations
dans le systéme de régulation de la production entrainent une production stable a haut
niveau d’AmpC affectant I’activité de I’ensemble des B-lactamines a I’exception de
celle des carbapénemes (Poirel, 2006).

La régulation de I’expression de la B-lactamase AmpC fait intervenir les genes ampR,
ampD,ampG (Gautier, 2007) Le géne ampR correspond notamment a un activateur
transcriptionnel du géne ampC qui est inductible en présence de R-lactamines et qui est
réprimé par la protéine codée par le gene ampD (Barrial, 2006).

Figure 3 : Régulation du géne ampC (Barrial, 2006)

v" Oxacillinace de classe D
Chez P.aeruginosa des BLSE dérivées d’OXA-10 et OXA-2 ont été isolée (OXA-10, 11,
14, 15,16, 19) ainsi que la B-lactamase OXA-18. Ces enzymes sont localisés sur des
plasmides (sauf OXA-18) (Pourriat et al., 2005). Ils hydrolysent la plus part des -
lactamines y compris les céphalosporines, I’imipénéme et le méropénéme. L’aztréonam et
la pipéracilline sont moin touchés, mais leurs activité n’est pas inhibée par 1’acide
clavulanique ou le tazobactam (Pechére et al., 2008). L’OXA-18 est la seule B-lactamase
de classe D inhibée par I’acide clavulanique identifiée chez P.aeruginosa, blagxa.1g €st

localisé au niveau de chromosome ( Naas et al., 1999).
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v' Carbapénémases de classe B
La résistance acquise aux carbapénemes (imipéneme), initialement rapportée comme
liée a un déficit de la porine OprD2, peut étre maintenant en relation avec la synthése
de B-lactamases de type carbapénémase (classe B). Ce sont des meétallo-enzymes
(MBL) qui sont dépendantes de la présence d’ions Zn'*, donc inhibables par des
chélateurs d’ions tel PEDTA (Philippon et al., 2006).

v B-lactamase a spéctre étendu ou élargi

Les béta-lactamases a spectre élargi (BLSE) sont des enzymes récemment apparues a
la suite de mutations des pénicillinases. Elles sont plasmidiques donc transférables et
sensibles a l'action des inhibiteurs enzymatiques (Emmanuel, 2004). Elles
sont trés actives contre les pénicillines et moyennement actives contre les
céphalosporines de premiére génération. Les mutations génétiques a l'origine des
BLSE élargissent le spectre de ces enzymes et touchent également les céphalosporines
de troisieme génération (ceftazidime et céfotaxime) et les monobactames (aztréonam).
Les bacteries produisant une BLSE n’hydrolysent pas les céphamycines (céfoxitine) ni

les carbapénemes (Vora et al., 2010).

Cinque types de BLSE de classe A (TEM, SHV, PER, VEB et GES) ont été détecté
chez P.aeruginosa. Il existe actuellement neuf types connus de BLSE GES, jusqu’a
présent quatre de ces types de GES (GES-1, -2, -8 et -9) ont été trouvé dans
P.aeruginosa (Wang et al., 2006). Il nous faut bien distinguer les résistances acquises
aux céphalosporines de 3° génération (C3G), soit par hyperproduction de
céphalosporinase, soit par BLSE car les phénotypes de résistance sont différents. Ces
enzymes sont habituellement détectées par une synergie entre une C3G (notamment la
ceftazidime) ou I’aztréonam et 1’acide clavulanique (aspect en “bouchon de

champagne” sur un antibiogramme) (Emile, 2008).
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1.1.2.2. Résistance non enzymatique
v Surexpression de systéme d’éfflux

Le systeme MexAB-OprM, produit constitutivement, cause une résistance naturelle
a la plupart des B-lactamines; par dérepression genétique, il occasionne une
résistance acquise a ces molécules. Les systemes MexCD-OprJ et MexEF-OprN ne
se manifestent pas normalement, mais, suite a des mutations, peuvent étre
responsables de réesistances acquises multiples, dont le spectre est légerement
différent (Pechére et al., 1998).

ONMNL

Periplasmic space

CNM

Figure 4. Représentation schématique de la pompe MexAB-OprM. CM et OM indique

les membranes cytoplasmique et exterieure respectivement (Barrant et al., 2009)
v Perte de la porine OprD2

Dans les bactéries a Gram négatif, les porines bactériennes sont une des voies
principales d’entrée pour les antibiotiques usuels comme les B-lactamines et les
fluoroquinolones (Pages, 2004).Cette protéine canalaire de la membrane externe
posséde un site spécifique de liaison aux carbapénemes, et permet la pénétration
sélective de I’imipénéme (Lahlou et al., 2008). Des modifications de la quantité
absolue ou de I'état fonctionnel de ces porines ont pour conséquence une diminution de

la diffusion des antibiotiques empruntant cette voie de pénétration. Ce mécanisme par
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diminution de perméabilité peut entrainer une résistance croisée a plusieurs familles
d'antibiotiques (Van et al., 1994).
Chez P. aeruginosa, la modification de la protéine de membrane externe OprD reste le

mécanisme le plus fréquent de résistance a I’imipénéme (Barbier et al., 2010).

1.2. Résistance aux fluroquinolones

Chez P. aeruginosa, la résistance de haut niveau est principalement liée a des
mutations au niveau de gyrA. Cependant, chez cette espéce, les systémes d’efflux actif
MexAB-OprM, MexXY-OprM, MexCD-OprJ et MexEF-OprN jouent un role

important dans la résistance intrinséque aux fluoroquinolones (Mérens et al., 2010).

1.3. Résistance aux aminosides

Pseudomonas aeruginosa contient des enzymes de modification des aminoglycosides
AAC (6°), APH (2 ), APH (3°)-VI et AAC (3°)-11 (Kettner et al., 1995). Considérant
que, chez P. aeruginosa la pompe d'efflux MexXY est décrite comme la principale
manifestation de la résistance aux aminosides, la modification de la cible (ARNr 16S)

a également représenté plusieurs cas de résistance aux aminosides (Sohidul, 2008).

2. Acinetobactere baumanni :

Bergey’s manual de bactériologie systématique a classé le genre Acinetobacter dans la
famille de Neisseriaceae mais cette disposition a jamais été formellement approuvée
par les taxonomistes. Apres cela les développements taxonomiques sont aboutis a la
proposition que les membres du genre doivent étre classés dans la nouvelle famille
Moraxellaceae (Islam, 2009).1l y’a en fait 32 especes genomiques, dont 17 Avec un

nom validé. Seulement 10 espéces ont eté isolées dans des échantillons humains

(A. baumannii, A. calcoaceticus, A.haemolyticus, A. johnsonii, A. junii, A. lwoffii, A.
parvus, A. radioresistens, schindleri A. et A. ursingii), et 7 espéces nouvellement
décrites ont été isolées de boues activées (A. baylyi, A. bouvetii, A. gerneri, A.

grimontii, A. tandoii, tjernbergiae A. et A. towneri) (Dortet, 2006).

Acinetobacter .baumannii est considérée comme une bactérie ubiquiste ayant pour

principal habitat le sol, les eaux, les végétaux, et des animaux (Euzéby, 2003). Chez
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I’homme, elle peut coloniser la peau, les plais et les tractus aériens et digestifs, elle
peut résister la dessiccation pendant plusieurs semaines (Marrakchi, 2008). L’espéce
est un cocobacille a Gram négatif, généralement regroupé en deux ou en chainettes de
longueur variable, ne fermente pas le glucose, immobile, catalase positif et oxydase
négatif (Van et al., 2004).

Acinetobacter baumanii est responsable de 5 a 10 % des infections nosocomiales dans
des services accueillant des patients fragilisés, notamment les services de soins
intensifs et de réanimation. On observe surtout des infections pulmonaires chez des
patients sous ventilation assistée, des infections urinaires sur sonde et des infections

liées aux cathéters avec le risque de septicémie.

Les individus en bonne santé ne sont généralement pas infectés (Laure et al., 2004).

2.1. Mécanisme de résistance aux p-lactamines chez Acinetobacter baumannii
2.1.1. Résistance naturelle

Les souches d’Acinetobacter baumannii  produisent une beta-lactamase
chromosomique de classe C, qui n’est pas inhibée par le clavulanate, qui hydrolyse
préférentiellement les céphalosporines de premiére génération mais n’a pas d’activité

pour les pénicillines et la pipéracilline (Sougakoff et al., 2003).

2.1.2. Résistance acquise
2.1.2.1. Résistance enzymatiques
v' Céphalosporinase de classe C

Différents mécanismes de résistance aux B-lactamines ont éte signalés et identifiés
chez Acinetobacter baumannii (Corvec et al., 2003) liés principalement a la
production de [-lactamases. Acinetobacter baumanni produit naturellement une
céphalosporinase de type AmpC qui est normalement exprimé a bas niveau, et ne
diminue pas l'efficacité des céphalosporines a large spectre (Céphalotine) ou des
carbapenems. L'insertion d’une séquence spécifique ISAbal en amont du gene bla ampc
favorise 1'expression de cette -lactamase de type AmpC en fournissant des sequences

promoteur ce qui entraine la résistance a la Ceftazidime (Nordmann et al., 2009).
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v Oxacillinase de classe D

Les oxacillinases en général hydrolysent I'oxacilline, la méthicilline, cloxacilline et la
benzylpénicilline, et leur activité est inhibée par NaCl (Héritier et al., 2008). ), De
plus, elles sont faiblement inhibées par 1’acide clavulanique. La plupart des f-
lactamases de type OXA n’hydrolysent pas de facon significative les C3G/C4G mais
I’évolution par mutation(s) ponctuelle(s) vers un élargissement du spectre a dii avoir
lieu comme pour les dérivés de TEM/SHV (Cattoir, 2008).

A. baumanni produit une béta-lactamase de classe D qui est I’oxacillinase representée
par le cluster d’enzyme OXA-51/0OXA-69(Gerischer, 2008), les B-lactamases de type
OXA-51/69 pourrait contribuer a la résistance aux carbapenems par l'insertion d'IS
Abal dans la région promotrice du gene bla OXA-51/69(Poirel et al., 2009).

Des oxacillinases aux propriétés de carbapénémases sont identifiés chez A. baumanni,
ces oxacillinases sont de trois grands types : OXA-23, OXA-24/0XA-40 et OXA-58.
Elles conferent des degrés variables d’hydrolyse des carbapénémes dépendant de leur
niveau d’expression (Héritier et al., 2009).

v' Métallo-B-lactamases de classeB
Les P-lactamases de classe B ont besoin d’un atome de zinc pour détruire les -

lactamines (Clavilier et al., 2001) elles sont inhibées par ’EDTA (Ruppé, 2010).
Trois groupes ont éte identifies chez A. baumannii (IMP-like, VIM-like et SIM-1)
(L.Poirel et P. Nordmann, 2006), cette classe d’enzymehydrolyse tous les [-
lactamines a I’exception des monobactames (Conly et al., 2011).

v/ B-actamases a spectre élargi

Chez A. baumannii les BLSE sont soit chromosomiques ou plasmidiques (Sinha et al.,
2007) Les enzymes du type GES et PER, VEB et IBC-2, ont été largement retrouvées
chez A. baumannii, Les enzymes du type VEB hydrolysent de préférence la
ceftazidime et Il'aztréonam (Rodriguez-Villaloboset al., 2006). Les genes
correspondant a ces BLSE sont le plus souvent retrouvés dans des structures de type
intégron comme génes cassettes (VEB-1, IBC-1, GES-1, GES-3) et donc sous la
dépendance de promoteurs situés a ’extrémité 3’ du gene de I’intégrase (Philippon et

al., 2006).
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2.1.2.2. Résistance non enzymatiques

v Surexpression du systéme d’efflux
Les pompes a efflux illustrent un phénomene unique dans la résistance aux
médicaments: un seul mécanisme provoquant la résistance contre les différentes
classes d'antibiotiques. A. baumannii posséde une pompe a efflux AdeABC dont les
substrats  sont:  Aminoglicosides, les tétracyclines, I'érythromycine, au
chloramphénicol, triméthoprime, fluoroguinolones, des béta-lactamines, et encore

récemment, la tigécycline (Wieczorek et al., 2008).

v' Modification de I’expression des PLP
L’efficacité des béta-lactamines est liée a leur capacité de se fixer aux PLP. La liaison
antibiotique / cible est liée a la structure de la cible. Diverses mutations peuvent
entrainer des modifications diminuant 1’efficacité de I’antibiotique (Toure, 2004).
2.2. Résistance aux aminosides
La résistance d’A. baumannii aux aminosides résulte principalement de 1’inactivation
de I’antibiotique par certains enzymes de modification (Moniri et al., 2010), on a
décrit depuis 1988 la production d’enzymes : APH (3°)-I, APH (6), AAC (3)-I, ANT
(2’)-1 et APH (3’)-1V (Bergogne-Bérézin et al., 1999).
A.baumannii possede une pompe a efflux de type Ade ABC qui confere la resistance a
divers classes d’antibiotiques y compris les aminosides, elle est composée de protéines

AdeA, AdeB et AdeC (Marchand et al., 2004).
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Sites de modification d’aminosides par les enzymes:AAC |
ANT et APH

Streptomycine

AAC=Aminoside acétyl
Transférase

APH = Aminoside
phosphotransférase

ANT= Aminoside
nucléotidyltranstérase

Figure 5. Sites de modification d’aminoside par les enzymes : AAC, ANT et APH
(Saidani, 2008)

3. Stenotrophomonas maltophilia

Précédemment connu sous le nom Xanthomonas maltophilia, est un bacille a Gram
négatif aérobies. Il est lié au groupe de bactéries Pseudomonas.
L'organisme a été isolé de I'eau, du sol, de sources animales, matieres végétales, les
aliments, les produits pharmaceutiques, les equipements hospitaliers et les humains.
Stenotrophomonas maltophilia est habituellement un organisme non-pathogéne et peut
faire partie de la flore transitoire des patients hospitalises (Alfred, 2007). Les souches
de Stenotrophomonas maltophilia rassemblent des bacilles a Gram négatif, d'environ
0,5 um de diameétre sur 1,5 um de longueur, non sporulés, mobiles grace a la présence
de plusieurs flagelles polaires, possédant des fimbriaes. (Euzéby, 2005)

Dans la culture les colonies sont lisses, brillantes avec des bords entiers et sont de
couleur blanche a jaune pale. Cette bactérie est un aérobie strict qui se développe a des
températures entre 5 et 40°C et un optimale de 35°C (Echemendia et al., 2010).
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S.maltophilia est catalase positive et oxydase négative, elle a une réaction spécifique

positive pour DNase extracellulaire (Mohammed Darwish, 2009).

S.maltophilia est une bactérie ubiquitaire qui colonise le plus souvent les patients par
voix exogeéne. Cette espéce sous 1’effet de la pression de sélection des antibiotiques est
a lorigine de nombreuses infections nosocomiales. Elle est responsable de

septicémies, d’infections pulmonaires et d’infections urinaires (Denis et al, 2007).
3.1. Résistance aux p-lactamines
v Production de B-lactamases

Résistance naturelle a la plupart des béta-lactamines, sauf le moxolactame, par
production d’une métallo-béta- lactamase (L1) de classe B et d’une béta-lactamase a
sérine active (L2) de classe A hydrolysant les penicillines et les céphalosporines, en
particulier le céfotaxime. La béta-lactamase L2 est inductible et inhibée par I’acide
clavulanique, ce qui explique la sensibilitt de S. maltophilia a 1’association
ticarcilline-acide clavulanique (Sougakoff et al., 2003).
v’ Systéme d’efflux

Plusieurs systemes d'efflux ont été identifiés dans S. maltophilia, y compris SmeABC
et SmeDEF. SmeABC ne semble pas contribuer a la résistance intrinséque a S.
maltophilia (Li et al., 2001), smeDEF confére une résistance aux antibiotiques
appartenant a différentes familles structurales

3.2. Résistance aux aminosides

La résistance de S. maltophilia aux aminosides est traditionnellement attribuée soit a
I'imperméabilité des bactéries, soit a I'export de I'antibiotique par les cellules, soit a la
production d'une 6'-N-aminoside acétyltransférase. Le géne responsable, aac(6")-1z, a

été localise dans le chromosome ( Courvalin, 2000).
3.3. Résistance aux fluoroquinolones

Une résistance acquise a ces fluoroquinolones liée a des modifications de la membrane

externe et supportée par le chromosome. Un systeme d’efflux actif li¢ a une protéine
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de la membrane externe (OMP54) est responsable de la multirésistance cryptique
(MDR) (Eyquem et al., 2000).

4. Burkholderia cepacia

En 1950, William Burkholder, un microbiologiste américain, le premier qui a décrit ce
microorganisme comme agent causal du rot bactérien des bulbes d’oignon au niveau
du Cornell University. Jusqu’a 1992, la bactérie était classée comme Pseudomonas.
cepacia. En 1992 P. cepacia et d’autre six espéces appartenant au genre de
Pseudomonas étaient transférées dans un nouveau genre : Burkholderia (Gautam et
al., 2011). Un certain nombre de microorganisme ont été classé dans ce genre par
exemple : B. endropogonis, B. cepacia, B. mallei, B. peudomallei, B. graminis, B.

pyrrocinia, B. siamensis, B. thailandensis, B. vandii, etc (Tong, 2001).

La bactérie occupe diverses niches écologiques, comme les sols, I'eau, les animaux, les
plantes et les humains (Peter, 2009). Burckolderia cepacia est un bacille & Gram
négatif qui est 1.06 a 3.02 pum de longueur, c’est un aérobie stricte et
chimioorganotrophe, avec une température optimale de 30 a35°C (Steenhoek, 2000).
Il est rare que cette bactérie soit la cause d'infections chez les personnes en santé, mais
elle peut toute fois entrainer des complications chez les personnes atteintes de fibrose
kystique (FK), de méme que chez les personnes dont l'organisme ne peut combattre
efficacement (Speert, 2002).

4.1. Résistance aux antibiotiques
B. cepacia est caractérisé par une résistance naturelle & de nombreux antibiotiques
dont les carboxypenicillines, les aminosides et la colistine (Le Bourgeois et al., 2005)
La pipéracilline, la ceftazidime, le méropénéme (contrairement a 1’imipénéme), et la
témocilline sont les molécules les plus actives (Segonds et al., 2006).

v’ Systéme d’efflux
Burkholderia cepacia présente un haut niveau de résistance intrinseque a de

nombreux antibiotiques (B-lactamines, aminosides, fluoroquinolones). Ceci est
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partiellement di a la présence de différentes pompes MDR comme SmeABC, CeoAB-
OpcM, AmrAB-OprA ou BpeAB-OprB (Cattoir, 2004).

v' Imperméabilité
Burkholderia cepacia est le plus souvent multirésistant aux antibiotiques. Les
mécanismes impliqués sont essentiellement I'imperméabilite (résistance naturelle aux
antibiotiques polycationiques : aminoglycosides, polypeptides, dont le passage a
travers la membrane externe nécessite la présence de récepteurs anioniques au niveau
du LPS, récepteurs qui sont tres peu nombreux chez B. cepacia, imperméabilité a
I'imipénéme) (Segonds et al., 2001).

v B-lactamase de classe A (PenA)
La résistance du complexe B. cepacia a été liée a une B-lactamase chromosomique
inductible qui a été faussement identifiée comme une enzyme de type AmpC. Puis,
Trépanier et al a décrit une B-lactamase de classe A (Pen A).
Pen A posséde un profil a spectre étroit, et elle est régulée par un régulateur
transcriptionnel de type Lyse R, PenR. Cette régulation négative est responsable de

I’expression inductible de Pen A (Nordmann et al., 2009).

5. Ochrobacterum anthropi

Le genre Ochrobactrum a été proposé en 1988 par Holmes et collaborateurs, et la
premiére espéce a avoir eté décrite est O. anthropi. Le genre Ochrobactrum est
aujourd’hui composé de 11 espéces : O. anthropi, O. intermedium, O. tritici, O.
grignonense, O. gallinifaecis, O. lupini, O. oryzae, O. cytisi, O. pseudintermedium, O.
haematophilum et O. pseudogrignonense (Bounaadja., 2010).

O. anthropi Gram neégatif, aux extrémités arrondies, non sporulé, mobile gréce a une
ciliature peritriche, strictement aérobie, & métabolisme strictement respiratoire,
oxydase et catalase positive, chimio-organotrophe, capable d'utiliser de nombreux
acides aminés, sucres ou acides organiques comme unique source de carbone.

La croissance est optimale pour une température comprise entre 20 et 37 °C. Sur
gélose nutritive, les colonies sont non pigmentées (Euzéby, 2008).

O. anthropi présente une capacité de coloniser une large variété d’habitats, a partir des

environnements hostiles jusqu’a les plantes, nématodes, insectes, animaux et ’homme
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(Romano et al., 2009). Genéralement, la souche est considérée moin virulente, un
nombre limité d’infections li¢é & 'homme du a O. anthropi est décrit chez les sujets
immunodéprimés (Rihova et al., 2009) elle est impliquée dans la contamination de
matériel médicale (Arora et al.,, 2008) et rarement dans la bactériémie chez les

patients qui font I’hémodialyse (Javaid et al., 2008).

5.1. Résistance aux antibiotiques

O. anthropi est résistance a la plus part des céphalosporines et des penicillines, cette
résistance est due a I’expression d’une P-lactamase inductible de type AmpC qui
hydrolyse principalement les céphalosporines, cet enzyme est résistant a ’acide
clavulanique. L’expression du géne AmpC est inductible via un régulateur AmpR qui
existe en amon (Higgins, 2001). O. anthropi est résistant a l'aztréonam, il est
généralement sensibles aux carbapénémes, aux aminosides, au triméthoprime-

sulfaméthoxazole, a la ciprofloxacine, et aux les tétracyclines (Nadjar et al., 2001).
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PARTIE Il
MATERIEL ET METHODES
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1. Matériel
1.1. Matériel biologiques
1.1.1. Souches étudiées

Ont été incluses dans 1’étude des souches de Pseudomonas aeruginosa

et

Acinetobacter baumannii isolées a partir de divers prélevements (aspiration trachéale,

sonde urinaire, prélevement rectal, plaie chirurgicale)
1.1.2 Souches de reférences et plasmides utilises

v" ATCC 27853
v" Escherichia coli 25922
v' VP 517

1.2 Milieux de culture

v' liquide
-Bouillon nutritif (BN) (Fluka)
-Bouillon cceur cerveau (BHIB) (Fluka)
-Eau physiologique

v' solide (Fluka)
-Gélose nutritive
-Mac Conkey
-Mueller Hinton.

1.3 Tests biochimiques

»Galerie API 20 NE (Bio Mérieux)
»Disques d’oxydase.
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1.4 Antibiotiques
1.4.1 En disque (Bio Rad)

Ticarcilline (Tic), Ticarcilline/ Acide clavulanique (TCC), Imipénéme (IPM),
Aztréonam (ATM), Ceftazidime (CAZ), Céfépime (FEP), Céfopérazone (CFP),
Gentamycine (GM), Tobramycine (TM), Amikacine (AN), Ciprofloxacine (CIP),
colistine (CS).

1.4.2. En poudre

Ticarcilline (Glaxo Smith Kline), Ticarcilline+ Acide clavulanique (Glaxo Smith
Kline), Pipéracilline (Dakota® Pharm), Pipéracilline+Tazobactam (Wyeth
Pharmaceuticals), Cloxacilline (Bristol-Mayers Squibb), Imipénéme (MSD),
Aztréonam (Sanofi-Synthelabo), Ceftazidim (Glaxo Smith Kline), Céfépime(Bristol-
Mayers Squibb), Tobramycine (Merck), Amikacine (Merck), Gentamycine

(Panpharma), Ciprofloxacine (Bayer Pharma).
2. Méthodes
2.1. Prélévements

Les différent prélevements sont effectués (sondes ou écouvillons) sont mis dans un

bouillon nutritif et acheminés au laboratoire pour étre incubés a 37°C pendant 24 h.
2.2. Isolement et purification

L’ensemencement des souches a été réalisé sur le milieu Mac Conckey a 37°C pendant
24 h. Elles sont ensuite purifiées aprés plusieurs passages sur le méme milieu. La
gélose nutritive additionnée au cétrimide est le milieu sélectif pour les bacilles

pyocyaniques.
2.3. Identification

La galerie APl 20 NE comporte 20 microtubes contenant des substrats sous forme

déshydratée, les tests sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les
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milieux. Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des

virages colorés spontanés ou révélés par I’addition des réactifs.
La lecture de ces réactions est réalisée a 1’aide du tableau de lecture (Annexe 1).
2.4. Test d’oxydase (Guillaume, 2004)
v" Principe

Ce test permet de mettre en évidence une enzyme : la phényléne diamine oxydase des

bactéries a partir de leur culture en milieu gélosé.
v Technique

Ce test est réalis€ en ajoutant un disque d’oxydase a une suspension bactérienne

épaisse en eau physiologique.
v’ Lecture
Une réaction positive se traduit par une coloration violette en 2minutes environ.
2.5. Antibiogramme (CA-SFM, 2010)

L’antibiogramme a été réalisé selon la méthode de diffusion sur milieu gélosé,

méthode recommandée par le CA-SFM.
v'Préparation de I’inoculum

A partir d’une culture de 18h, la suspension est calibrée pour avoir un inoculum de 10°
UFC/ml, correspondant & une densité optique de 0,08 a 0,1 a une longueur d’onde de

625 nm, soit une densité égale a 0,5 Mc Farland.
v'Ensemencement
-La solution est diluée au 1/100 dans I’eau physiologique.
-La suspension diluée est ensemencée sur les boites de Muller-Hinton.

-L’exces est rejeté, et les boites sont mises a sécher a 37°C pendant 30 minutes.
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v'Application des disques

Les disques d’antibiotiques sont appliqués sur les boites. Pour les B-lactamines,

I’application des disques suit le schéma de Vedel (Figure 6)

TZP PIP

TIC TCC ATM

CTX CAZ

IPM CFS
FEP CFP
CPO  MOX

Principaux marqueurs

Marqueurs secondaires

Liste des complémentaires

TIC : Ticarcilline
CTX : Céfotaxime
CAZ : Ceftazidime

IMP: Imipéneme

TCC:Ticarcilline/ acide

clavuianique
ATM: Aztréonam

CFS: Cefsulodine

TZP:Pipéracilline/Tazobactam

PIP: Pipéracilline
FEP: Céfépime
CFP: Céfopérazone
CPO: Cefpirome

MOX: Moxalactam

Figure 6. Schéma de Vedel (2005)
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v'Lecture

Apres 24 heures d’incubation, les diametres d’inhibition sont mesurés afin de

déterminer les catégories cliniques selon les valeurs critiques.
2.6. Détermination des CMI en milieu solide (CA-SFM, 2010)

La méthode de dilution en milieu solide est la méthode quantitative qui permet

d’évaluer la sensibilité des souches vis-a-vis des antibiotiques.
v' Préparation des solutions d’antibiotiques

Pour chacun des antibiotiques préparer une solution mére a 5120 mg /ml puis réaliser

des dilutions sériées de progression géométrique.

v Préparation des boites
-Distribuer 2ml de chaque dilution dans des boites.
-Ajouter 18 ml de Mueller-Hinton gélosé maintenu en surfusion a 45°C.
-Homogénéiser et laisser les boites se solidifier a la température du laboratoire.
-sécher les boites a 37°C pendant 30minutes a 1’étuve.

v Préparation de I’inoculum

Préparer des suspensions de densité de 102 UFC/mI pour chacune des souches a tester.
La souche de référence Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 a été utilisé comme

contrdle de la concentration des boites.
v" Ensemencement
-Diluer la suspension au 1/10.

-Ensemencer par spot 2pl, soit un inoculum de 10* UFC/spot.
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v'Lecture

La lecture se fait apres 24 heures d’incubation. La CMI est la plus faible concentration

pour laquelle la croissance est inhibée.

2.7. Test a la cloxacilline (Brasme et al., 2009)

v" Principe
La cloxacilline est un antibiotique qui permit d’inhiber les -lactamase de type AmpC.
v Techniqque

Realiser un antibiogramme par diffusion sur gélose Miller-Hinton additionné de
cloxacilline a 500 pg/ml et a 1000 pg/ml.

v' Lecture
On observe une restauration de I’activité des céphalosporines de 3™ génération.
2.8. Test de synergie (T. Naas, 2003)
v Principe

La démonstration phénotypique de la présence de [B-lactamase a spectre élargie
consiste a mettre en évidence une image de synergie entre un disque de céphalosporine

de troisiéme génération et 1’acide clavulanique.
v Technique

Appliguer sur une gélose Mueller Hinton additionnée de cloxacilline a 500ug /ml,
préalablement ensemencée par la souche a tester, un disque de ceftazidim (CAZ) et/ ou
de céfépim (FEP) et un disque de ticarcilline + acide clavulanique (TCC), distant

1,5cm.

v’ Lecture
- Si BLSE, la synergie est visible entre les disques FEP et/ou CAZ et TCC.
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2. 9. Test de Hodge (Lee et al., 2003)
v" Principe

Ce test permet la mise en évidence d’une enzyme hydrolysant I’imipenéme chez

une souche résistante a cet antibiotique a 1’aide d’une souche sensible.
v Technique
-Préparer une suspension d’Escherichia coli 25922 de 0.5 Mc Farland

-Diluer la suspension a 1/10 (par I’addition de 0.5 ml de la suspension de 0.5 Mc
Farland dans 4.5 ml de MHB)

-Ensemencer par écouvillonnage une gélose Muller Hinton et laisser sécher
-Déposer un disque d’imipéneme au centre

-Dans une ligne droite, ensemencer la souche a tester du bord de disque jusqu’au bord

de la boite
-Incuber a 35°C pendant 16 a 24 heures.
v’ Lecture

L’hydrolyse de I’'imipénéme par la souche a tester se traduit par échancrure de la zone

d’inhibition de la souche d’Escherichia coli indicatrice.
2.10. Test IMP-EDTA (Behera et al., 2008)
v" Principe

Ce test permet de différencier les métallo-B-lactamases (MBL) des autres B-lactamases

hydrolysant les carbapénémes.
v" Technique

Elle consiste a déposer 5 ul ’EDTA 0,5 M sur un disque blanc (papier filtre
wathmann, diamétre 6mm), placé 10 a 25 mm centre a centre avec un disque

d’imipéneme.
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v' Lecture

Un résultat positif se traduit par une image de synergie entre le disque d’imipéneme et
celui de PEDTA.

2.11. Extraction de ’ADN plasmidique (Kado et Liu, 1981, modifiée)
v Principe

La technique repose sur la lyse bactérienne par un traitement SDS (Sodium Dodécyl
Sulfate) alcalin combiné a la chaleur suivie d’une élimination des protéines, ADN

chromosomique, et ARN de haut poids moléculaire par des solvants organiques.
v" Technique

e Réaliser une culture bactérienne dans 5ml de LB et incuber 24 heures a
37°C

e Centrifuger 2 a 3 ml de la culture a 14000 rpm pendant 2 minutes a
température ambiante

e Jeter le surnageant et remettre en suspension le culot dans 100ul de
solution contenant 0.04 M Tri-acetate, pH 8.0 et 0,02 M d’EDTA. Bien
vortexer.

e Ajouter 200 pl de solution de lyse et mélanger par inversion 5 a 10 fois

e Incuber a 55°C pendant une heure

e Ajouter a chaud 600ul a [I’échantillon le phénol-chloroforme-
isoamylalcool et mélanger doucement

e Séparer les phases par centrifugation a 14000 rpm pendant 15minutes a
température ambiante et transférer la phase aqueuse supérieure (eviter

I’interphase qui contient les débris) dans un nouveau microtube.
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2. 12. Electrophorése sur gel d’agarose (Sinniger, 2001)
v Principe

En milieu basique, les fragments d’ADN sont chargés négativement. Placés dans un
champ électrique, ils vont donc se déplacer vers I’anode, mais leurs charges
respectives €tant a peu pres €équivalentes, c’est leur masse moléculaire qui va régler
leur vitesse de déplacement a travers les mailles du gel dans lequel ils ont été placés.
Plus les fragments sont petits, plus ils vont migrer rapidement et donc loin de leur

point de départ.
v" Technique
Préparation du gel d’agarose

e Réaliser le gel d’agarose par dissolution a chaud de poudre d’agarose
dans 200 ml tampon TBE 1X et refroidir jusqu’a une température
voisine de 50°C.

e Couler le gel dans un moule dont les 2 extrémités ont été préalablement
fermées par du ruban adhésif

e Disposer le peigne nécessaire a la réalisation des puits dans le gel

o Laisser solidifier

e Enlever délicatement le peigne et le ruban adhésif

e Placer le moule avec le gel dans la cuve d’électrophorése : les puits sont
placés du c6té de la cathode et la cuve est remplie de tampon TBE

jusqu’au niveau supérieur du gel.
Ensemencement

e Répartir dans les tubes eppendorfs 20ul de chaque solution d’ADN
e Ajouter 5ul de tampon de charge
e Me¢élanger a I’aide d’une micropipette puis transférer les 25 ul des

mélanges dans les puits du gel.
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Migration

Brancher le générateur apres avoir raccordé la cuve. Appliquer un voltage de 90 volts

pendant 4 heures.
Révélation

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

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

50



1. Résultats
1.1. Prélevements

Sur une période de cing mois (Avril a Juillet 2011), 153 prélevements ont été réalises
dont 91 au niveau du service de réanimation, 24 prélevements au niveau du service de
chirurgie, 13 prélevements au niveau du service de neurochirurgie et 25 prélevements

au niveau du service de I’O.R.L (Oto-rhino-laryngologie).

120 prélévements ont été réalisés sur patients a partir de différents sites, dont 32 a
partir de plaies chirurgicales, 31 a partir des sondes d’intubation, 05 des sondes
vésicales, 15 des cathéters, 26 de prélévements urinaires et 11 de prélévements

rectaux.
1.2. Souches étudiées

L’analyse des prélévements a permis d’isoler 115 bacilles & Gram négatif (BGN) dont
52 appartiennent a la famille des entérobactéries (45,21%) et 63 au groupe des non

fermentants, ce qui correspond a une fréquence d’isolement de 54,78%(Figure 7).

Parmi les 63 bactéries non fermentants 56 ont été isolées a partir de 120 prélévements
effectués sur patients (88,88%) dont 23 P. aeruginosa (41,07%) et 33 A. baumannii
(58,92%) (Figure 8).

A partir de 33 prélévements de 1’environnement, 02 souches d’A. baumannii (28,57%)

et 05 de P. aeruginosa (71,42%) ont été isolées (Figure 9).
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Figure 7. Répartition des bactéries non fermentants et des entérobacteries.

Figure 8. Répartition d’A. baumannii et P. aeruginosa isolés a partir des patients
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Figure 9. Répartition de P. aeruginosa et A. baumannii a partir des
prélévements de I’environnement

Les bactéries étudiées ont €té isolées de différents services de 1’hdpital et a partir de
différents prélevements, le service le plus étudié étant celui de réanimation au niveau
du quel 94 BGN ont été isolés, dont 55,31% correspond aux non fermentaires et
44,68% aux entérobactéries. Alors qu’au niveau des autres services les entérobactéries

ont éte isolé avec une fréquence de 47% et les non fermentants 53%.

La répartition de 63 souches appartenant aux Gram négatif non fermentants (35 A.
baumannii et 28 P. aeruginosa) en fonction de la nature du préléevement est comme
suit: Prélévements respiratoires (48,57% A. baumannii, 39,28% P. aeruginosa),
prélevements rectaux (11,42% A. baumannii et 10,71% P. aeruginosa), urines
(11 ,42% A. baumannii et 14,28% P. aeruginosa), cathéters (5,71% A. baumanni),
plaies chirurgicales (8,57% A. baumannii et 17,85% P. aeruginosa), aucune BGNF
n’a été retrouvée au niveau des sondes urinaires. AU niveau des préléevements de
I’environnement P. aeruginosa occupe la premicre place avec un taux d’isolement de

17,85% (Figure 10).
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Figure 10. Répartition des souches selon les prélévements

Pv : prélevement.

1.3. Etude de la résistance aux antibiotiques d’Acinetobacter baumannii

Les pourcentages de résistance aux antibiotiques des souches d’A. baumannii ont été
les suivants : 100% vis-a-vis de la ceftazidime, 80% vis-a-vis de I’imipénéme, 82,85%
vis-a-vis de I’amikacine, 74,28% vis-a-vis de la gentamicine, 5,71% vis-a-vis de la

tobramycine, 57,14% vis-a-vis de la colistine et 97,14% vis-a-vis de la ciprofloxacine.

Dix souches sont résistantes a ’ensemble des antibiotiques testés a 1’exception de la

tobramycine (Figure 11).

120%

100%

80%
60%
HR%
40%
20%
0% .
CAZ IPM AN GM ™ (&) CIP

Figure 11. Taux de résistance aux antibiotiques des souches d’A. baumannii
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1.4. Détermination des niveaux de CMI

Pratiquement toutes les souches étudiées sont apparues résistantes a toutes les [B-
lactamines testées (70%). Ces isolats présentent des niveaux élevés de CMI pour la
ceftazidime (>512ug/ml), la pipéracilline (>512ug/ml), la ticarcilline (>512ug/ml) et
I’imipénéme (64ug/ml) (Tableau 2) (Annexe 7).

Tableau 2 : Valeurs des CMI des p-lactamines (ug/ml)

Souches TIC TCC PIP TZP CAZ IPM
<£16>64 | £16>64 | <16>64 | <16>64 | <4>8 <2>8
A143 >512 >512 >512 >512 >512 32
Al46 256 128 64 >512 8 2
A148 16 16 8 8 32 0,5
A151 >512 >512 >512 >512 >512 32
A152 >512 >512 >512 >512 256 64
A153 >512 >512 >512 >512 >512 64
A154 >512 >512 >512 512 >512 32
A159 >512 >512 >512 64 256 32
Al161 >512 >512 >512 512 >512 32
A162 32 8 4 <1 32 0,5
A168 >512 >512 >512 >512 128 2
A169 >512 >512 >512 512 >512 32
Al171 16 16 8 8 16 0,5
A173 >512 >512 >512 >512 >512 64
Al174 >512 512 >512 >512 128 32
Al176 >512 256 >512 >512 256 1
A177 >512 >512 >512 512 256 32
A179 >512 >512 >512 >512 256 64
A180 >512 >512 >512 >512 256 64
A183 >512 >512 >512 256 128 32

La moitié des souches sont résistantes a la gentamicine avec des CMI de 32 et 64
ug/ml, 75% des souches sont résistantes a I’amikacine avec des CMI de 32 et 128

ug/ml, la tobramycine reste I’aminoside le plus actif avec un bas niveau de CMI

(>0,25 et 2ug/ml).

Prés de la totalité des souches testées (80%) sont résistantes a la ciprofloxacine avec
des CMI de 16 et 32 pg/ml (Tableau 3) (Annexe 7).
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Tableau 3. Valeurs des CMI des aminosides et des fluoroquinolones (pg/ml)

GM ™ AN CIP
>16<16 >16<16 >17<15 >22<19
Souches
A143 64 1 128 32
A146 2 2 32 1
A148 2 2 16 0,5
Al151 64 1 128 32
A152 2 0,5 32 64
A153 64 2 64 8
Al154 64 2 128 32
A159 32 0,25 32 32
Al161 32 1 64 32
A162 <0,5 <0,25 <1 0,25
A168 <0,5 <0,25 4 16
A169 64 2 128 32
Al71 <1 0,25 <1 0,25
Al73 32 1 64 32
Al74 2 1 16 16
Al176 32 2 4 0,5
Al77 2 0,25 32 32
Al179 2 1 32 32
A180 2 0,5 32 32
A183 2 2 4 16

1.5. Test a la cloxacilline

La production de la céphalosporinase a été observée chez deux souches d’A.
baumannii testées : A 165 et A 175. Ce phénotype a été confirmé par la restauration de
I’activité des céphalosporines de troisieme génération en présence de concentration

définie de cloxacilline (Figure 12).
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Figure 12. Résultat du test a la cloxacilline

Une concentration de 500pug/ml permettait de récupérer 1’activité de C3G utilisée.
1.6. Test de synergie

La recherche de BLSE, est réalisée grace au test de synergie avec formation de I’'image
caractéristique en «bouchon de champagne » sur gélose de MH additionnée de

cloxacilline avec une concentration finale de 500 pg/ml.

Aucune souche n’a montré une image de synergie entre C3G et I’acide clavulanique

traduisant la production de BLSE (Figure 12).

1.7. Recherche d’enzymes ayant une activité de cabapénémases

La recherche d’enzymes ayant une activité de carbapénemases a été systématique chez
les souches résistantes et/ou de sensibilité réduite a I'imipéneme. Deux techniques
phénotypiques ont été réalisées afin de chercher la présence de telles enzymes. Un
témoin positif correspondant a une souche de Pseudomonas aeruginosa productrice de
métallo B-lactamase VIM-1 a été utilisé.

Le test de Hodge permet la mise en évidence ’enzyme a activité carbapénémase.

Toutes les souches d’A .baumannii testées se sont révelées positives (Figure 13).
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Figure 13. Résultat de test de Hodge

Le test IMP-EDTA a permis de mettre en évidence les métallo-fB-lactamases. Les
souches testées n’ont pas montré un accroissement de la zone autour du disque
contenant I’'IPM + EDTA, et aucune image de synergie n’a était observée. Les souches
testées ne possedent pas de métallo-B-lactamases conférant leur résistance a

I’imipénéme (Figure 14).

Figure 14. Résultat du testa EDTA

(A) Souche de référence productrice d’une métallo-p-lactamase (VIM-1), (B)

Souche d’Acinetobacter baumannii testée.
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1.8. Plasmides : visualisation sur gel d’agarose

Les plasmides de 16 souches d’Acinetobacter baumannii ont été extraits en utilisant la
méthode de Kado et Liu (1981), les extraits ont été soumis a une éléctrophorese sur gel
d’agarose selon Sinniger (2001) dont la migration était liee inversement a leur poids

moléculaire.

La description des profils plasmidiques pour les souches d’A baumannii testées est
illustrée sur la figure 15. Ces résultats nous révelent une fréguence assez importante
d’A. baumannii hebergeant plus d’un plasmide dont les tailles varient de 55 kb a 7,56
kb. Par ailleurs, ces souches portant des plasmides présentent une méme bande

plasmidique dont la taille approximative est de 55 kb.

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 1

7,56 Kb

5.8 Kb
5.35Kb
4.1 Kb
3.15Kb
2.8Kb

22Kb

Figure 15. Visualisation des plasmides sur gel d’agarose.

1 (V517) ;2 (A 149) ; 3(A 165) ; 4(A 183) ; 5 (A 155) ; 6 (A 189) ; 7 (A 191) : 8 (A
188) : 9 (A 207) ; 10 (A 195) ; 11 (A 138) : 12 (A 159) ; 13 (A 210) ; 14 (A 161) ;
15(A 154).
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1. 9. Résistance aux antibiotiques de Pseudomonas aeruginosa

Les souches de Pseudomonas aeruginosa se sont révélées moins multirésistantes
(32%) qu’ Acinetobacter baumannii (94%).

Les taux de résistance aux -lactamines étaient les suivants : ticarcilline (60%),
ceftazidime (7,14%), imipéneme ( 3,57%), cefépime (32, 14%), cefsulodine (25%).

Pour la famille des fluoroquinolones, 10% des souches étaient résistantes a la

ciprofloxacine.

Un faible pourcentage a été observé pour la gentamicine (7,14%), alors que pour les
deux autres aminosides, aucune résistance n’a €té observée. 75% des souches sont en

revanche résistantes a la colistine (Figure 16) (Annexe 9).

80%

70%

60% -

50% -

40% -

30% -

20% -

10% -

0% - —_— : : : :
CFS CFP GM TM AN

TIC CAZ IPM

B R%
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Figure 16 : Taux de résistance aux antibiotiques des souches de
Pseudomonas aeruginosa.
1. 10. Phénotype de résistance aux p-lactamines de Pseudomonas aeruginosa

La répartition des phénotypes de résistance vis-a-vis des P-lactamines a révelé la
prédominance d’un seul mécanisme non enzymatique représenté par I’efflux (50%).
Les meécanismes enzymatiques ¢étaient représentés par 1’hyperproduction de
céphalosporinase associée a une perte de porine OpreD2 (3,57%), le reste est

représenté par le phénotype sauvage (46,42%) (Figure 17).
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Figure 17 : Répartition des phénotypes de résistance aux p-lactamines

de P. aeruginosa

Une seule souche (P360R) présente un niveau de résistance élevé a 1’imipéneéme

associée a une résistance a la ceftazidime, ce phénotype peut etre attribué a une

céphalosporinase AmpC associée au mécanisme perte OprD2.

Le phénotype d’efflux actif a été observé chez 14 souches qui se caractérise par une

diminution de I’activité de la ticarcilline (Tableau 4).

Le caractere inductible de la céphalosporinase chromosomique est obsevé par image

d’antagonisme entre un inducteur de la céphalosorinase (imipénéme) et son substrat

(C3G).

Tableau 4. phéenotypes de résistance observeés chez les souches de

Pseudomonas aeruginosa

TIC CAZ IPM CFS CFP Mécanisme suspecté
P16C R R R R R Case +perte de porine Opre D2.
P360R R S S R S Efflux
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2. Discussion

Cette étude a été effectuée sur un collectif de 63 souches de bacilles & Gram négatif
non fermentants isolées au niveau de CHU de Tlemcen. Globalement le profil
bactériologique des isolats est marqué par une légére prédominance d’Acinetobacter
baumannii (55,55%) par rapport a Pseudomonas aeruginosa (44,44%) dont la
fréquence est probablement liée au caractere nosocomial des infections dans lesquelles

elles sont impliquées.

Les souches d’Acinetobacter baumannii sont dans de plus de 32% des cas isolés a
partir de service de réanimation dont les prélevements concernés proviennent dans
plus de la moitié des cas du tractus respiratoire suivis par les prélevements réctaux,
urinaires et de cathéters. Nos résultats concordent avec les données d’une étude
marocaine décrivant I’importance de cette espéce surtout en unité de soins intensifs
(Elouennass., 2003). Les principaux facteurs de risque dans ces services reconnus
dans la littérature sont : la ventilation assistée, l'antibiothérapie a large spectre, la durée
de séjour prolongée, le cathétérisme artériel et la sévérité de la pathologie sous-jacente
(Lahsoune et al., 2007).

Acinetobacter bamannii est un germe saprophyte, répandu dans la nature, capable de
survivre sur des surfaces et colonisant la peau des sujets sains, c’est une bactérie
aérobie stricte souvent responsable d’épidémies d’infections nosocomiales dans les
services de soins intensifs. La survenue d’épidémie est favorisée par sa tolérance a la
dessiccation et son antibiorésistance naturelle contribuant au maintien de cette bactérie

dans I’environnement hospitalier (Lortholary et al., 1995, Fournier et al., 2006).

La grande diversité des plasmides conférent a la bactérie un grand potentiel
d'acquisition des résistances. Aussi, l'utilisation croissante d'antibiotiques a large

spectre sélectionne les souches multirésistantes (Chastre, 2003).

La fréquence de résistance aux antibiotiques a été élevée pour toutes les molécules
¢tudiées y compris pour les B-lactamines, utilisées en premiere intention dans notre
centre. Acinetobacter baumannii est une espéce qui dispose d’un arsenal enzymatique

extrémement vaste et divers pour contrecarrer 1’action des antibiotiques (Mansour et
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al., 2008), cette espéce possede des mécanismes de résistances naturelles aux -
lactamines, correspondant principalement a la production d’une céphalosporinase (ou
B-lactamase de type AmpC) chromosomique. Ce mecanisme de resistance
enzymatique peut étre hyperproduit, il s’agit dans ce cas de la conséquence de
I’insertion en amont du géne codant cette AmpC naturelle d’une séquence d’insertion
appelée ISAbal qui apporte des séquences promotrices fortes (Poirel et al., 2006). A
signaler que 100% de nos souches avaient une résistance a la ceftazidime, 90% a la
ticarcilline et 85% a la pipéracilline, résultats proches a ceux apportes par plusieurs
études (Chahmout, 2011). Acinetobacter baumannii posséde également de maniere
naturelle une oxacillinase ayant une faible activité¢ carbapénémase qui est I’OXA-69

(Héritier et al., 2005).

Pour la résistance acquise a I’'imipénéme plusieurs mécanismes peuvent intervenir: la
modification de la cible ou la modification de la barriere de permeéabilité. Ce dernier
mécanisme, implique soit la mise en place de pompes a efflux, soit une diminution du
flux entrant d’antibiotiques par I’intermédiaire des porines.

Chez Acinetobacter baumannii, la sous-expression d’une protéine homologue (38%
d’identité) a la porine OprD de Pseudomonas aeruginosa a pu étre associée a
I’apparition d’un phénotype résistant aux carbapénémes (Nehmé et al., 2006).

Pour les mécanismes de résistance enzymatiques, des enzymes de type KPC et des
meétallo-B-lactamases ont été identifiées, mais chez cette bactérie, la résistance aux
carbapénemes est le fait essentiellement d’oxacillinases spécifiques (Nordmann,
2010). La détection phénotypique des métallo-B-lactamases est fondée sur des critéres
habituels propres a cette classe : inhibition par ’EDTA (Arlet, 2003)

Récemment, le nombre de carbapénémases de type OXA a considérablement
augmenteé et ils ont été divisés en huit sous-groupes d'enzymes (Cavallo et al ., 2009),
quatre d'entre eux identifiés dans A. baumannii : OXA-23, OXA-40, OXA-58, OXA
143 et OXA-51 qui constitue une famille d’enzymes chromosomiques présente dans A.
baumannii (Drissi et al., 2010). Notre étude montre une résistance trés élevée a
I'imipéneme (80%) principalement dans le service de réanimation (83,70%) il dépasse
celui d’une étude marocaine qui est de 37% (Arsalane et al., 2010), dans une autre

étude turque, elle rapporte que la résistance des isolats d’Acinetobacter baumannii
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était augmenté considérablement de 43,3% a 72,9% pendant une période de 5ans
(2003-2007) (Dizbay et al., 2010).

Les aminosides sont largement utilisés pour le traitement des infections a
Acinetobacter baumannii, mais un nombre croissant de souches hautement résistantes
a éte signalé depuis la fin des années 1970.

La cause la plus fréquente de la résistance d’A. baumannii aux aminosides est la
modification de groupes hydroxyle ou amino de l'antibiotique par des enzymes. Tous
les trois types d'enzymes de modification des aminoglycosides (acétylases, adenylases
et phosphotransferases) ont été détectés dans des isolats cliniques d A. baumannii mais
avec des variations géographiques (Looveren, 2004), Ces enzymes peuvent
compromettre l'activité de tous les membres de cette classe. Cela représente un
mécanisme enzymatique de la majorité des isolats résistants, lI'altération des protéines
cibles ribosomales, le transport inefficace de ces agents dans des bactéries et des
systemes de pompe a efflux sont des mécanismes supplémentaires impliqués dans la
résistance aux aminosides qui ne sont pas particulierement significatifs chez
les Acinetobacter baumannii (Ferrara, 2006).

Dans notre série la résistance a la gentamycine atteint 74% et celle de ’amikacine
dépasse 82%. Cependant, la tobramycine reste 1’agent le plus actif contre cette
bactérie. Ces résultats concordent bien avec ceux obtenus dans une étude britannique
(Libera-Costa, 2003).

La resistance des souches d’A. baumannii a la ciprofloxacine était tres élevee
(97,14%), ce résultat est en accord avec celle d’une étude roumaine qui rapporte que
93,1% des souches d’A. baumannii testées étaient résistantes a cet antibiotique (Radu-
Popescu, 2010). Les fluoroquinolones sont des molécules couramment prescrites
aussi bien en milieu hospitalier qu’en milieu extra hospitalier générant la sélection de
souches resistantes avec le risque de transmission des génes de resistance
(Heinemann, 2000), cette résistance étant principalement liée d’une part a la
modification de la cible (gyrase et topoisomérase IV), et d’autre part a I’augmentation

d’un efflux actif (Varon et al., 2002).
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Concernant la colistine, 57,14% des souches se sont révélées résistantes. A. baumannii
peut développer une résistance aux polymyxines, par la modification du groupement

phosphate de lipide A composant de lipopolysaccharide (LPS) (Moffatt et al., 2010).

En milieu hospitalier, 1’épidémiologie de P. aeruginosa varie selon le type de 1’unité
concernée. Cette bactérie infecte préférentiellement les sujets hospitalisés dans les
unités de soins intensifs et de chirurgie, services ou le risque de colonisation et
d’infection est important vu le terrain particulier des patients et la fréquence des
manceuvres invasives.

Dans plusieurs études, P. aeruginosa a éte isolé surtout chez des malades hospitalisés
dans les services de réanimation, de chirurgie et d’ORL (Benabdallah et al., 2008).
Outre sa résistance naturelle a de nombreuses B-lactamines, Pseudomonas aeruginosa
est caractérisé par sa capacité a acquerir de nouvelles résistances vis-a-vis de
composés habituellement actifs. Les B-lactamines demeurant le plus souvent efficaces
sont I'imipéneme, la ceftazidime et I'association pipéracilline-tazobactam (Bert et al.,
2000). L’acquisition de nouvelles résistances est facile et rapide, favorisée en milicu
hospitalier par une forte concentration bactérienne et une pression de sélection par les
antibiotiques, notamment ceux a large spectre ( Boutiba-Ben Boubaker et al., 2003).
Dans cette étude, les souches de Pseudomonas aeruginosa ont montré une sensibilité
¢levée a tous les antibiotiques testés a I’exception de la ticarcilline (60%) et la colistine
(75%). 3,57% ont présenté un niveau de résistance élevé a I’imipénéme associé a une
résistance a la ceftazidime.

La résistance a la ticarcilline est du probablement a un mécanisme non enzymatique,
semble probablement liée a 1’association d’une faible perméabilité de la membrane
externe de Pseudomonas aeruginosa associée a une hyperexpression du phénomene
d’efflux. Elle confére souvent un faible niveau de résistance aux B-lactamines anti-
Pseudomonas autre I’imipénéme. Elle touche essentiellement la ticarcilline puis

I’aztréonam (Cavallo et al., 1998).

La résistance a I'imipénéme est souvent liée a une perte de la porine D2 (OprD) et

couplé a une faible hydrolyse par la céphalosporinase périplasmique (Bricha et al.,
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2009), peut étre expliquée par la forte consommation de l'imipénéme dans I'h6pital de
Tlemcen, ou ce compose est prescrit pour le traitement des infections a P. aeruginosa

( Drissi et al., 2008).

Chez P. aeruginosa la résistance a la colistine résulte d’une modification de LPS. En
effet, la fixation de la colistine a la membrane externe est rendu possible grace a des
interactions électrostatiques entre les cations et les groupements négatifs portés par le
LPS, la colistine franchit la membrane externe puis s’insére dans la membrane
cytoplasmique créant une fuite des composeés cellulaires et un arrét de la respiration
cellulaire fatale pour la bactérie (Vettoretti, 2009).

En ce qui concerne les aminoglycosides, on remarque que l'amikacine et la
tobramycine restent les antibiotiques les plus actifs. Cette constatation est aussi valable
dans [l'étude de Hamze et Dabboussi qui ont trouvé que la sensibilité de P.
aeruginosa est de 71,5% a l'amikacine, 65,6 % a la gentamicine et 65,6 % a la
tobramycine (Hamze et al ., 2004). Dans I'étude tricentrique francaise la sensibilité
des souches de Pseudomonas aeruginosa était de 73 % a la tobramycine et 86 % a
I'amikacine (Vachée et al ., 1997).

Le taux de resistance a la ciprofloxacine (10%) a été un peu élevé a celui observé dans
une étude réalisée dans le laboratoire « Antibiotiques, Antifongiques » de I’université
Abou Bekr Belkaid a Tlemcen durant la période 2005-2006 qui était 4,7% (Drissi et
al., 2011).
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CONCLUSION

67



Les bacilles a Gram négatif non fermentants sont des germes responsables de
pathologies variées, fréquentes et parfois redoutables. Ce caractere redoutable des
infections a bacilles a Gram négatif non fermentants est due en grande partie, au
pouvoir toxique de ces agents infectieux et a leur grande capacité de résistance aux

antibiotiques.

D’aprés les résultats de ce travail, [’analyse bactériologique des prélévements
cliniques émanant des différents services de CHU de Tlemcen a permis I’isolement des
bactéries comportant Acinetobacter baumannii, bactéries qui ont montré un profil de
multirésistance, et des souches de Pseudomonas aeruginosa résistantes a la ticarcilline

et a la colistine.

En effet, la fréquence élevée des souches d’Acinetobacter baumannii résistantes a
I’imipénéme est devenue un probléme clinique important dans notre hopital. La
recherche de cette resistance par les methodes phénotypiques a permis de détecter la

présence probable de souches productrices de carbapénémases.

L’usage abusif des antibiotiques exerce une pression Sur les micro-organismes, qui
développent de la résistance par plusieurs mécanismes. L’évolution des résistances,
comprenant ’apparition incessante de mécanismes nouveaux et la complexité des
phénotypes de multirésistance, exige la mise au point rapide de nouveaux outils
diagnostiques. Le développement de nouvelles stratégies, et la découverte de cibles
nouvelles constituent une nécessité évidente. L’implémentation de mesures sensibles
pour réduire les risques d’acquisition d’infections nosocomiales et la conduite des
traitements sur des bases microbiologiques et pharmacologiques plus solides doivent

constituer des priorités.
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Annexe 1. Tableau de lecture de la Galerie API 20 NE

RESULTATS
TESTS SUBSTRACTS | REACTIONS/ENZYMES | NEGATIF POSITIF
réduction des nitrates en NIT1 + NIT2/5min
nitrites incolore rose
NO3 Potassium nitrate
réduction des nitrates en Zn/5mn
azote rose | incolore
James/ immédiate
TRP L-tryptophane formation d’indole Incolore/vert rose
pale/jaune
GLU D-Glucose fermentation bleu vert jaune
L-aginine arginine dihydrolase jaune orange/
ADH rose/rouge
urée uréase jaune orange/
URE rose/rouge
esculine Hydrolyse jaune Gris/marron/
ESC citrate de fer (B-glucosidase) noir
gélatine Hydrolyse pas de diffusion du
GEL (origine bovin) (protéase) diffusion du | pigment noir
pigment
PNPG | 4-nitrophénil-BD- B-galactosidase incolore jaune
galactopyranoside
GLU D-glucose assimilation transparence trouble
ARA L-arabinose assimilation transparence trouble
MNE D-mannose assimilation transparence trouble
MAN D-mannitol assimilation transparence trouble
NAG N-acétyl-glucosamine assimilation transparence trouble
MAL D-maltose assimilation transparence trouble
GNT potassium gluconate assimilation transparence trouble
CAP acide caprique assimilation transparence trouble
ADI acide adipique assimilation transparence trouble
MLT acide malique assimilation transparence trouble
CIT trisodium citrate assimilation transparence trouble
PAC acide phénylacétique assimilation transparence trouble
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Annexe 2. Concentrations, diameétres critiques et régles de lecture interprétative

pour Pseudomonas aeruginosa (CA SFM, 2010)

Antibiotique Charge du Concentrations Diametres critiques
disque critiques (mm)
(mg/L)
S R S R

Ticarcilline 75 ug <16 > 16 >22 <22
Ticarcilline/ac.clavulanique | 75/10ug <16/2 > 16/2 >22 <22
Pipéracilline 75 ug <16 > 16 >18 <18
Pipéracilline/tazobactam 75/10ug <16/4 > 16/4 >19 <19
Imipéneme 10 g <4 > 8 >22 <17
Méropénéme 10 ug <2 >8 >22 <15
Doripénéme 10 pg <1 >4 >24 <19
Aztréonam 30 ug <1 > 16 >27 <19
Ceftazidime 30 ug <8 >8 >19 <19
Céfépime 30 g <8 >8 >19 <19
Cefpirome 30 ug <8 >8 >19 <19
Tobramycine 10 ug <4 >4 > 16 <16
Amikacine 30 g <8 > 16 >17 <15
Isépamicine 30 pug <8 > 16 >17 <15
Gentamicine 15 ug <4 >4 > 16 <16
Nétilmicine 30 g <4 >4 >19 <19
Colistine 50 pg <2 >2

Ciprofloxacine 5 ug <0,5 >1 > 25 <22
Lévofloxacine S5 Hg <l >2 >20 <17
Rifampicine 30 ug <4 > 16 >19 <14
Fosfomycine 50 ug <32 > 32 >14 <14

+ 50 ug
G6P
Sulfamides 200 ug <64 > 256 >17 <12
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Annexe 3. Concentrations, diameétres critiques et regles de lecture interprétative
pour Acinetobacter spp., Stenotrophomonas maltophilia et Burkholderia cepacia

(CASFM,2010).

Charge du Concentrations Diameétres
Antibiotique disque critiques critiques
(mg/L) (mm)
S R S R

Sulbactam <8
Ticarcilline 75 pg <16 > 64 >22 <18
Ticarcilline/ac.clavulanique 75/10 ug | <16/2 > 64/2 >22 <18
Pipéracilline 75 Ug <16 > 64 >18 <12
Pipéracilline/tazobactam 75/10 ug | <16/4 | >64/4 >19 <14
Imipénéme 10 pg <2 >8 >24 <17
Méropéneme 10 pg <2 >8 >22 <15
Doripéneme 10 ug <1 >4 >24 <19
Ceftazidime 30 ug <4 > 8 >21 <19
Céfépime 30 g <4 > 8 >21 <19
Cefpirome 30 g <4 >8 >21 <19
Tobramycine 10 pg <4 >4 >16 <16
Amikacine 30 ug <8 > 16 >17 <15
Isepamicine 30 g <8 > 16 >17 <15
Gentamicine 15 pg <4 >4 >16 <16
Nétilmicine 30 ug <4 >4 >19 <19
Chloramphénicol 30 ug <8 >16 =23 <19
Tétracycline 30 UI <4 >8 =219 <17
Colistine 50 ug <2 >2 215 <15
Péfloxacine 5ug <1 >4 222 <16
Ofloxacine 5ug <1 >1 222 <22
Ciprofloxacine 5ug <1 >1 =22 <22
Lévofloxacine 5ug <1 >2 =20 <17
Rifampicine 30 ug <4 > 16 >19 <14
Triméthoprime/sulfaméthoxazole | 1,25/23,75 | <4/76 >4/76 =13 <13

ug <2/38 >4/76 216 <13
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Annexe 4. Préparation des solutions d’antibiotiques (Courvalin, 2006)

Solution initiale Solution Eau Concentration Concentration
(g /ml) mere distillée | obtenue (ug/ml) | finale dans le
(ml) (ml) milieu (pg/ml)
5120 2 2 2560 256
5120 1 3 1280 128
5120 0,5 3,5 640 64
5120 0,5 7,5 320 32
320 2 2 160 16
320 1 3 80 8
320 0,5 3,5 40 4
320 0,5 7,5 20 2
20 2 2 10 1
20 1 3 5 0,5
20 0,5 3,5 2,5 0,25
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Annexe 6. Solution et tampon pour I’extraction de ’ADN plasmidique
(Kado et Liu, 1981)

e Solution de lyse

SDS (SIGMA) ...ttt st reenenre s 3%

TS (SIGMA) ..ttt naeneenes 50mM pH 12,6
e Tampon TE

I T TSRO P PP PRT PP 50mM

E D T A 10mM
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Annexe 6. Tampons et solutions pour électrophorése de I’ADN plasmidique
(Sambrook et Russel, 2001)

e Tampon TBE 5X

THIS DASE. ..o 549
ACIAE DOFIQUE ... e 27,59
EDTA 0,5 Moottt 2ml

EaU diStHIEE ..o g.s.p 1 litre

e Tampon de charge

GIYCEIO ...ttt 3mi
Bleu de bromophénol ... 75 mg
EaU dISHIHIER ... 7ml
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Annexe 7. Résultats des CMI des souches d’Acinetobacter baumanni

e p-lactamines
Souches TIC TCC PIP TZP CAZ IPM
<16>64 <16>64 <16>64 <16>64 <4>8 <4>8
A143 >512 >512 >512 >512 >512 32
Al46 256 128 64 >512 8 2
A148 16 16 8 8 32 0,5
A151 >512 >512 >512 >512 >512 32
A152 >512 >512 >512 >512 256 64
A153 >512 >512 >512 >512 >512 64
A154 >512 >512 >512 512 >512 32
A159 >512 >512 >512 64 256 32
Al61 >512 >512 >512 512 >512 32
Al162 32 8 <1 4 32 0,5
A168 >512 >512 >512 <1 128 2
A169 >512 >512 >512 512 >512 32
Al171 16 16 8 8 16 0,5
A173 >512 >512 >512 >512 >512 64
Al174 >512 512 >512 >512 128 32
Al76 >512 256 >512 >512 256 1
Al177 >512 >512 >512 512 256 32
A179 >512 >512 >512 >512 256 64
A180 >512 >512 >512 >512 256 64
A183 >512 >512 >512 256 128 32
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Aminosides et fluoroquinolones

souches GM ™ AN CIP
>16<16 >16<16 >17<15 >22<19

Al143 64 1 128 32
A146 2 2 32 1
A148 2 2 16 0,5
A151 64 1 128 32
A152 2 0,5 32 64
A153 64 2 64 8
Al54 64 2 128 32
A159 32 0,25 32 32
Al61 32 1 64 32
A162 <0,5 <0,25 <1 0,25
A168 <0,5 <0,25 4 16
A169 64 2 128 32
Al71 <1 0,25 <1 0,25
Al173 32 1 64 32
Al74 2 1 16 16
Al76 32 2 4 0,5
Al77 2 0,25 32 32
Al179 2 1 32 32
A180 2 0,5 32 32
A183 2 2 4 16
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Annexe 8. Résultats de I’antibiogramme des souches d’Acinetobacter baumannii

e p-lactamines, aminosides, fluoroquinolone et colistine

Souches

CAZ
>21<19

IPM
>24<17

GM
>16<16

AN
>17<15

™
>16<16

CIP
>22<22

>15<15

133R

134R

136R

137R

138R

139R

140R

141R

143R

155R

158R

160R

164R

165R

173R

175R

176R

180R

Al83

186R

187R

189R

191R

195R

198R

203R

207R

210R

211R

217R

219R

Al3C

Al7C

A22C
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Annexe 9. Résultat de ’antibiogramme des souches de Pseudomonas aeruginosa.

e p-lactamines, aminosides, fluoroquinolones et colistine.

Souches

TIC

>22<22

CAZ
>19<19

CFS
>19<19

CFP
>19<19

IPM

>22<17

GM
>16<16

AN
>17<15

™
>16<16

CIP

>25<22

0O
w

P137

P141

P144

P145

P146

P147

P148

P149

P150

P151

P152

P167

P174

P175

P176

P183

P186

P187

P188

P192

P193

P194

P195

P206

P207

P208

P209

P211

O 000 PVOKZDO0nOnIO0NIONNIDN0nIOnnn 000 Aan

NIV |TOOnV ! W,

Tl owlnnmunonxnooownonoou g oononononongononon

Tl oo nonono oo ownonDnou o oononononongxnonon

NP NOINVININNIBIBININNINOHONHNHnNNHNnNNIO0n 0N

NDITONLINLINILILILILILILILILITODNDIOVILILILVIOVIOVIOIONIOnIOn W,

NN NINHLILINILILILILILILILILINILIVILILIVIVIVIOIOIOID W,

NN LILILILILILILILILILIOVILIOVIOIVIOIVIOIOIOInOnOn mOm

NNNNILIMLILILILILILILILIOITOIDVILVIVIOVIOVIOV|IODNDOnOnnmwm

A|0|0|0WDAD D ADAO00NNDNNONIDOAD0DNADOAHOD00N00VONIO0N

93




uadla

& bl | cilidiual 5 sae g A e A e Gl je¥) i & B jedall e ol jall dpli adil )
e die 153 (e Ay jmall A B3 e o pd aaly slsuS 55l 5 25 Salas il A (aliSY-3 dused

. Olsalil w\ai\ il

Elaiay s LuiCall Uy jrall Llay/ 4 le gd SISV o 080 £ 4ill 58 Acinetobacter baumannii
Acinetobacter baumannii ¢« 35 Cw (e gl Cblad o EOlle i s Logliadl SLIT 520
gt bl o8 Cpasol g gill | illal] 5 o) g 5 800 B4 olay (5 siasay arivedl Lo glio & el lgic 80% |
Pseudomonas aeruginosa <Y iei, _pa ¥/ gl 4o slie <y g lif ADLl) 038 5 71% (e LS ISV
Y cpa A efflux 4l cwad 50% , 40l 28 (w (<. Acinetobacter baumannii (e 4eslée B
.3,57% 4wy ¥) 1ad W porine OprD, o ki 4l céphalosporinase

Ao glio ¢ 4y4n Clolas « Pseudomonas aeruginosa ¢ Acinetobacter baumannii : 4alidal) cilalsl)

Résumé

Les bacilles a Gram négatif non fermentants sont des bactéries pathogénes opportunistes responsables
d’infections nosocomiales. La sensibilité a cinq [-lactamines, a trois aminosides et a une
fluoroquinolone a été étudiée sur 63 souches isolées de 153 prélévements au niveau de CHU de
Tlemcen. Acinetobacter baumannii est une des espéces les plus impliquées dans les infections
nosocomiales du fait de ’association de plusieurs mécanismes de résistance. Sur un total de 35
souches d’A. baumannii, 80% ont présenté une résistance a I’imipénéme avec un niveau de CMI de
64ug /ml. La tobramycine est 1’antibiotique le plus actif avec 5,71% de souches résistantes. Les
souches de Pseudomonas aeruginosa sont moins multirésistantes que celles d’Acinetobacter
baumannii. En effet, sur un total de 28 souches, 50% ont présenté un mécanisme d’efflux alors que le

phénotype de céphalosporinase (3, 57%) associé a une perte de porine OprD, a été moins observé.

Mots-Clés : Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, antibiotiques, résistance.

Abstract

The Gram negatif non-fermenting bacteria are opportunistic pathogens responsible for nosocomial
infections. The sensitivity to five B-lactams, three aminoglycosides and to one fluoroquiniolone was
stadied in 63 strains isolated from 153 samples at the University Hospital of Tlemcen. Acinetobacter
baumannii is the species most involved in nosocomial infection due to the combination of several
mechanisms resistance. A total of 35 strains of A. baumannii, 80% presented resistance to imipenem
with an MIC level 64ug/ml. tobramycine is the most active agent, 5, 71% of the isolates being
resistant. Pseudomonas aeruginosa strains are less multidrug resistant than of Acinetobacter
baumannii. Indeed, a total of 28 strains, 50% presented an efflux mechanism, while the phenotype

cephalosporinase (3, 57%) associated with a loss of porin was OprD2 unless noted.

Keywords: Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa,antibiotics, resistance.
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