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Résume :
Aujourd’hui le probléeme de la propagation des entérobacteries productrices de béta
lactamases a spectre élargie est devenu une insomnie pour les lla plus part des savants et

médecins a cause de son danger et la rapidité de sa propagation, ce qui cause une difficulté
dans le traitement des infections causes par cette bactérie résistances aux antibiotiques.

Notre étude consiste a déterminer la prévalence des EBLSE au niveau de I’hopital de

Mohamed Boudiaf —Ain Sefra- Naama-.

Les souches des entérobactéries ont été isolées et identifiées, la sensibilité aux antibiotiques
a été testée par la méthode de diffusion des disques sur milieu gélose, et la recherche des
EBLSE a été effectuée selon le test de synergie et le test du double disque.

Nous avons collectés environ 13 échantillons de sites différentes : selles, cathéters, pertes
vaginale et les plais infectées.

Selon les études effectués et comparées avec quelque résultats obtenus de quelques
mémoires d’études, il a était constatés qu’il y a une différence dans le pourcentage des génes
blaCTX-M, blaTEM, blaSHV. Cette difference est du au nombre de germes productrices de

béta lactamases a spectre élargi d’une étude a une autre .

Mot clés : les entérobacteries, béta lactamase a spectre élargi, antibiotiques.



Abstract :

Nowday the problem of the propagation of entérobacteries produvtive of beta lactamase has
a big problem for most scientists and doctors because of the danger and the rapidity of its
propagation wich cause a difficulty in treating the infections caused by the bacteria resistant

to antibiotiques.

Our study consist to determine the prevalence of EBLSE at the level of Mohamed Boudiaf —
Ain Sefra- provice of Naama.

Enterobacteria were isolated and identified, antibiotic susceptibility was tested by the
agar disk diffusion method. As we have done also another reseaech on the béta lactamase of
wide caracters under the sunergy test and double dise test.

We collected about 13 samples of different sites : stools, catheters, vaginal discharge and
infected pleasures.

Basing on the research we did and compared to a certain results obtained from a few theses
of stady it seems that there is a difference in the percentage of produvtives of beta lactamase
and the percentage of blaCTX-M, blaTEM, blaSHV genes. Such a difference is due to the

number of species producing R lactamase from a stady to another.

Key words : enterobacteria, Extended Spectrum B-Lactamase Producing

Enterobacteriaceae, antibiotique.
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Introduction



Introduction

Les entérobactéries forment une vaste famille de bacilles a Gram négatif regroupés en
plusieurs genres et especes. Ces bactéries sont a I’origine des maladies de gravité tres

variable, en raison des mécanismes pathogéniques distincts (MIRABAUD, 2003).

Les entérobactéries ont en commun une localisation préférentielle au niveau du systeme
digestif, d’ou leur appellation « entérobactéries ». Ces bactéries occupent une place
importante en pathologie humaine et constituent plus de 80% des germes isolés au laboratoire
de biologie médicale (PEAN et al, 2001).

La lutte contre les maladies infectieuses est une priorité de sante dans les pays en voie de
développement. Toutefois, cette lutte est aujourd’hui compromise par certaines pratiques
Récurrentes dans nos sociétés. Ce sont, la forte pression de sélection des antibiotiques,
L’automédication et la vente anarchique de médicaments en dehors des structures légales qui
Favorisent I’émergence et la dissémination de bactéries multirésistantes (BELBEL, 2014).
Aujourd’hui, le niveau de résistance aux antibiotiques a atteint un seuil inquiétant pour de
nombreuses bacteries (PAVAGEAU, 2017).

Les entérobactéries ont la capacité de produire des B-lactamases qui sont des enzymes
inactivent les antibiotiques de la classe des B-lactamines par I’ouverture du cycle béta-lactame
(JALALZAI, 2018) qui est I’élement structural commun a toutes les molécules de cette
famille (BOUTAL, 2017). A ce jour, de nombreuses BLSE (> 230) ont été décrites a travers

le monde représentant un probleme majeur de santé publique (COQUE et al, 2008).

Les entérobactéries productrices de BLSE sont en effet, souvent associées a des épidémies
nosocomiales, notamment en unités de soins intensifs et s’accompagnent fréquemment d’une
multi-résistance aux différentes classes thérapeutiques (PATERSON, 2006). Les infections
causées par ces entérobactéries productrices de BLSE sont genéralement associées a une
morbidité et une mortalité élevées puis a une prolongation de la durée d’hospitalisation et a
une augmentation des colts de traitement (MASTERTON et al, 2003 ; PATTERSON,
2001).

La connaissance du profil épidémiologique des entérobactéries productrices de béta
lactamases a spectre élargi a intérét médical est indispensable pour une meilleure optimisation

du traitement empirique des infections a entérobactéries (PATTERSON, 2001).

Page 1



Introduction

Dans cette étude, nous intéresserons plus particulierement a :

» Isolement et identification des entérobactéries productrices de BLSE au niveau de
I'ndpital Mohammed Boudiaf de Ain sefra -Naama-.

> Evaluer la prévalence de résistance au B lactamase des entérobactéries productrice de
BLSE isolées.
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Synthése bibliographique

Chapitre 01 : Les entérobactéries

1. Entérobactéries :

Les entérobactéries forment une vaste famille de bactéries Gram-négatif, qui sont a I’origine
de maladies de gravité tres variable, en raison de mécanismes pathogéniques distincts. Cette
famille est hétérogene car elle se compose d’environ 30 genres de bactéries et de plus de 100
especes. Cependant, tous ces germes ont en commun leur localisation préférentielle au niveau
du systeme digestif — certains faisant d’ailleurs partie de la flore normale — bien qu’ils soient
également présents dans I’environnement (MIRABAUD, 2003).

2. Historique :

La période de naissance de la famille des Enterobacteriaceae est commencée a partir 1937,
lorsqu’Otoo Rahn proposa le genre Enterobacter pour regrouper les microorganismes
présentant des propriétés biochimiques et morphologiques communes et parmi lesquels
ontrouve déja des noms tels qu’Escherichia, Salmonella, Klebsiella, Proteus, Serratia et
Shigella. Deux années apres cette description qui concerne 112 especes, ce nombre futramené
a 67. Avec les travaux de Don Brenner et de Patrick Grimont, cette famille a connuun essor et
beaucoup de nouveaux genres et especes furent decouvertes (FARMER et al., 1985).

En 1972, Edward et Ewing intégraient 11 genres et 26 especes dans la famille
desEnterobacteriaceae (BURDASH et al, 1981). Une année apres, 31 genres et 139 especes
taient caractérisés. En 1985, FERMER et COLL décrivaient 22 genres comprenant 69
especes et 29 groupes entériques (FARMER et al, 1985).

3. Habitat :

Les entérobactéries sont des bactéries ubiquitaires avec un habitat tres large. Ce sont des
hotes normaux ou pathologiques du tube digestif de I’hnomme et de nombreux animaux ils
sont retrouveés soit a I’état de pathogene, soit a I’état de commensaux dans I’intestin terminal,
ces bactéries représentent plus de 10% de la flore totale (GUIRAUD, 2012).
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4. Caractéristique Bactériologique :

4.1. Les caracteres morphologiques :

Toutes les entérobactéries ont une morphologie habituellement typique de type bacilles a
Gram négatif de 2-3p de long sur 0,6 de large, généralement polymorphes. De nombreuses
especes sont mobiles grace a une ciliature péritriche, et d’autres sont immobiles comme
Klebsiella, Shigella, Yersinia pestis. La présence d’une capsule chez les Klebsielles. La
plupart des especes pathogenes pour I’homme possédent des fimbriae ou pili qui sont des
facteurs d’adhésion (QUINTEIRA, 1999).
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Figure 01 : Structure et aspect microscopique des Enterobacteriaceae (DENIS et al., 2007).

4.2. Caracteres culturaux :
Le temps de présence des entérobactéries est rapide ; pour la plupart des espéces, les

colonies sont formées apres 18-24 heures d'incubation a 35-37 °C
(JOLY et REYNAUD, 2002).
Ainsi on distingue 5 types de colonie :

= Colonie S (smooth) : Arrondies, lisses, humides, blanches ou translucides.

= Colonies R (rugueuses): A contours irréguliers et mates (bactéries vieillies ou

anormales).
= Colonies M (muqueuses) : Grosses colonies plus ou moins confluentes

(Klebsiella sp).
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= Colonies E(envahissantes) : Formation d’un tapis uniforme (Proteus) (AKEL, 2014).

4.3. Caractéres biochimiques :

L’identification des Enterobacteriaceae repose sur I’étude des caractéres essentiellement

« Biochimiques » et utilisent des tests qui étudient le meétabolisme des sucres (glucose,
lactose, saccharose etc...), la capacité d’utiliser le citrate, la présence d’enzyme
(décarboxylases, désaminases), la production d’hydrogéne sulfuré ou la formation de gaz
(KASSAMA et HAMADI, 2013).

Tableau 01 : caractéres biochimiques de quelque Entérobactéries (KASSSAM et HAMADI.,
2013).

E.coli Citrobacter Enterobacter Klebsiella Serratia Salmonella Shigella Proteus Providencia Yersinia

GLU + + + + + + + + + +
LAC + + + + - - - = = =
ONPG 4+ + + + + - +/- - - +
Indole + - - +/- - - +/- +/- +/-
VP - - + + + - = = = +
CIT - + + + + +/- = +/- + =
Mob + + + = + + - + + +
Urée - - - + - - - + - +
H2S - +/- - - - + - +/- - -

5. Principaux Groupes :
5.1. Escherichia coli :

Une bactérie du genre Escherichia est un bacille a coloration de Gram négative, aérobie-
anaérobie facultatif (AAF), possédant une nitrate réductase et une catalase, dépourvue
d’oxydase et non halophile. E. coli est une bactérie mobile avec une structure flagellaire
péritriche et non-sporulée. Sa température optimale de croissance est de 37°C. Bactérie non
exigeante, elle est capable de croitre sur des milieux ordinaires tels que le milieu TSA
(trypticase-caséine-soja) (KING et al, 2014).
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Les E. coli sont des hétes normaux du tube digestif, de la partie distale de I’iléon et du colon
de I’lhomme et de la plupart des animaux a sang qu’ils colonisent des les premieres heures de
la naissance (LE MINOR et VERON, 1998).

Cependant, bien que la majorité des souches d’Escherichia coli soient commensales, certaines
d’entre elles sont associées a des pathologies intestinales (MONTET, 2009) ou extra-
intestinales trés diverses chez I’homme. Comme la plupart des pathogenes des muqueuses, les
souches d’Escherichia coli pathogenes utilisent une stratégie d’infection dont les points clés
sont la colonisation de muqueuses, éventuellement I’invasion des cellules, la multiplication,
I’évasion des défenses de I’hOte et les dommages a I’hdte (BERGEY'’S, 2001). La
détermination des combinaisons de propriétés particulieres associées a la virulence d’une
souche (LEVINE, 1998).

Figure 02 : E. coli (DANNETTE, 2016).

5.2. Klebsiella pneumoniae :

Klebsiella pneumoniae est une entérobactérie appartenant au genre Klebsiella. Il s’agit d’un
bacille a Gram négative toujours immobile et trés souvent capsulé poussant sur milieu
ordinaire en atmosphére aéro-anaérobie, oxydase négative, fermentant le glucose et le lactose
en produisant de I’indole et une uréase et fermentant I’acétoine, réduisant les nitrates en
nitrites (CHIKHANI, 2012).

K. pneumoniae est freqguemment isolée de I’environnement (eaux usées, sol, etc....) et de la
flore commensale des muqueuses et des voies respiratoires supérieures (SOUGAKOFF et
TRYSTRAM, 2003).
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K. pneumoniae subsp. pneumoniae est surtout actuellement un agent d'infections
nosocomiales, responsable d'infections urinaires sur sonde, de bactériémies de pneumonies,
d'infections de sites opératoires et d'infections néonatales (CARPENTER, 1990).

K. pneumoniae subsp. ozaenae a été également isolée a partir de surinfections de bronchite
chronique, de bactériémies, de méningites, d’abceés cérébraux d'otites, de mastoidites,
d'infections urinaires, de surinfections de plaies et d'ulcéres de la cornée

(STRAMPFER et al, 1987). K. pneumoniae occupe une place importante dans la pathologie
infectieuse du nouveau-né (BENNET et al, 1985).

Figure 03 : Klebsiella pneumoniae (COHEN, 2018).

5.3. Enterobacter cloacae :

Les Enterobacter cloacae est une espéce du genre Enterobacter qui fait partie de la famille
des Enterobacteriaceae. Ils sont des bacilles & Gram négatif, anaérobies facultatifs, mesurant
0,6 a 1 um de diametre et 1,2 a 3 um de longueur ; ils se déplacent grace a un flagelle
péritriche (PATERSON et BONOMO, 2005).

C’est un germe qui colonise souvent les patients hospitalisés et plus particulierement ceux
traités par antibiotique (STACKEBRANDT et al, 2002). Ils peuvent causer de nombreux
types d'infections, y compris abcés cérébraux, pneumonie, méningite, septicémie et infection
de plaies, infection des voies urinaires et des infections de la cavité abdominale ou des
intestins (FARMER et al, 1985).
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Figure 04 : Enterobacter cloacae (SANDLE, 2019).

5.4. Salmonella enterica :

Le genre Salmonella appartient a la famille des Enterobacteriaceae qui sont des hotes
habituels du tube digestif. Sur la base de critéres biochimiques, le genre Salmonella est
subdivisé en deux espéces : S. enterica et S. bongori. Sur la base de criteres phénotypiques,
L’espéce S.enterica est elle-méme divisée en 6 sous-espéces (enterica, salamae, arizonae,
diarizonae, houteanae et indica). (TARGANT, 2010).

La plupart des sérotypes de salmonelles connus sont pathogénes pour I’lhomme, I’animal ou
bien les deux comme Salmonella Typhimurium (STm) ou S. Enteritidis (SE). Chez I’lhomme,
S. Typhi est responsable de fievres typhoidiques. Les sérotypes ubiquistes, tels que STm et SE
déterminent, lorsque la dose infectante est importante (10°-10°bactéries), des gastro-entérites
d’origine alimentaire, avec diarrhées, douleurs abdominales, nausees, vomissements. Chez les
enfants, les vieillards ou les immunodéprimés des doses plus faibles suffisent a déclencher la
pathologie. Chez les nourrissons prématurés et les immun déficients.

Ces infections d’origine digestive peuvent évoluer vers une septicémie ou une méningite
(MILLEMANN, 1998).
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Figure05 : Salmonella enterica (TRANA, 2017).

5.5. Shigella :

Le caractere constant chez les Shigelles est I’absence de mobilité, ce qui permet de dire que
le milieu de culture (mannitol-mobilité) est le milieu d’identification de ces especes. Se sont
de bactéries auxotrophes, exigent pour leurs croissance la présence de I’acide nicotinique et
produisent peu de gaz lors de la fermentation du glucose (LE MINOR et RICHARD, 1993).
Les Shigelles sont des bactéries strictement humaines, elles ne font pas partie de la flore
intestinale normale. On ne les retrouve que chez les malades, les convalescents et les rares
porteurs sains (BENNANI, 2014).

Les shigelles provoquent chez I’adulte de colites infectieuses et chez I’enfant de gastro-
entérites séveres avec diarrhée mucopurulente et sanglante, fievre et déshydratation. Elles
détruisent I’épithélium de c6lon et provoquent la production d’une micro ulcération

(DENIS, 2011).

Figure 06 : Shigella (MERIGGI, 2015).
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Chapitre 02 : B-Lactamine

Les antibiotiques sont des agents dont la toxicité sélective résulte d'un mode d'action
specifique. lls agissent a faible dose pour inhiber la croissance des micro-organismes ou pour
les détruire. lls peuvent étre produits de maniére naturelle par des champignons et des
bactéries ou obtenus par synthese et hémisynthése. (BEATRICE et al., 2018).

B-lactamines représentent la principale famille d’antibiotiques la plus développée et la plus
utilisée dans le monde. Cette large utilisation est due a leur large spectre d’action, leur
efficacité, leur faible toxicité et leur faible colt pour certaines molécules bactéricides
(LABID, 2014).

1. Définition :

Ce sont des antibiotiques caractérises par la présence constante du cycle béta lactame associé
a des cycles et des chaines latérales variables (CATTOIR, 2004).

2. Classification :

Les P -lactamines sont classees en quatre groupes 4 sous familles qui sont : les pénicillines,
les cephalosporines, les Monobactames et les Carbapénéme. Chaque sous-familles aura sa
propre biodisponibilité et son spectre d’activite (BOUTAL,2017).

2.1. Pénicillines (pénames) :

Il s’agit d’un groupe de molécules, ayant en commun le noyau péname ,qui est caractérisé par
un pentacycle saturé (cycle thiazolidine) associe au noyau B-lactame, selon la nature de la
Chain laterale, on peut définir plusieurs sous classes dont les plus utilisées sont les
Aminopénicillines (Ampicilline, Amoxicilline) les Carboxypéneme (Ticarcillines) les
Uréidopenicillines (Pipéracilline) et les Amidinopemicillines (Pivmecilliname) quisont tres
actives sur certaines entérobactéries comme : E. coli, Klebsiella, Salmonella(AYAD,2017).
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Figure 07 : Structure des peénicillines G, V, M, A, et d’alpha-carboxyle-pénicilline
(BRYSKIER, 1999).

2.2. Céphalosporines :

Les céphalosporines constituent une famille de molécules dérivees par hémi synthéese de la
céphalosporine C. La structure de base, canevas a partir duquel toutes les céphalosporines
sont développées, est I’acide 7-aminocéphalosporanique (7-ACA).

Elle est composée d’un noyau Céphéme qui comprend un cycle B-lactame fusionné a un cycle

dihydrothiazine (NEU,1986). Les céphalosporines sont classées en cing générations :

e Céphalosporines de premiére génération (C1G) : Les céphalosporines de premiére
génération sont utilisées comme alternatives aux pénicillines pour les infections
Staphylococciques et Streptococciques (BRATZLER et al.,2013).1ls sont plus actifs
sur les bactéries a Gram positif, essentiellement les Streptocoques et les
Staphylocoques sensibles a la Méthicilline et sur quelques Entérobactéries ne
produisant pas de Céphalosporines comme E coli, Salmonella, P mirabilis et
Klebsiella spp (GHAROUT-SAIT, 2016).
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Deuxiéme génération (C2G) : Leurs propriétés sont trés proches de celles des
céphalosporines de premiére génération, elles different cependant par leur plus grande
activité vis-a-vis d’un certain nombre de souches Gram-, mais moins actives sur les
bactéries Gram+. Les représentants de C2Gsont le Céfamandole et Céfoxitine, sont
caractérisées Par une meilleure résistance aux [B-lactamases a large spectre et un

spectre d'action plus étendu au sein des entérobactéries (LIMBERT et al., 1991)

Troisieme génération (C3G) : Telles que Céfotaxime, Céftazidime, Cette famille
comprend des céphalosporines proprement dites et des Céphamycines. Elles se
distinguent par un accroissement important de leur spectre antibactérien et par leur
stabilit¢ a la plupart des p-lactamases comme les pénicillinases et les
Céphalosporinases chromosomiques des entérobactéries (CAVALLO et al., 2004).

Quatrieme génération (C4G) : comme Le Céfépime elle a une activité accrue contre
les bacilles a Gram négatif, en particulier les entérobactéries. C’est un zwitterion qui
traverse la membrane externe des bacilles a Gram négatif plus rapidement que les
autres céphalosporines. Elle est également moins sensible a I’inactivation par les
Céphalosporinases (BOYER et JEHL, 2019).

Figure 08 : Structure générale des Céphalosporines (BOYER et JEHL, 2019).
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2.3. Carbapéenemes (Imipenéme) :

Les Carbapénémes sont des B-lactamines possedant un tres large spectre antibactérien
doublé d’une grande stabilité envers la quasi-totalité des p-lactamases. Pour cette raison, ils
font partie des antibiotiques utilisés en premiére ligne au cours du traitement probabiliste des
infections nosocomiales severes. Trois molécules sont commercialisées : I’Imipéneme, le
Méropéneme et I’Ertapéneme (WOLFF et al., 2009). L’activité in vitro des Carbapénémes
est conservée a I’égard des entérobactéries productrices de BLSE ou de Céphalosporinases
déréprimées, mais les CMI augmentent d’un facteur 2a 3 selon I’espéce bactérienne et
I’antibiotique concernés (GRALL et MULLER-SERIEYS, 2013).
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Figure 09 : Structure des Carbapénemes (GRALL et MULLER-SERIEYS, 2013).

2.4. Monobactames :

Ce sont des PB-lactamines caractérisées par une structure monocyclique différant du
double cycle rencontré dans les pénicillines ou les céphalosporines (CAVALLO et al.,2004).
Les Monobactames naturels sont de faibles agents antibactériens, mais ils se caractérisent par
une trés bonne résistance a I’action des p-lactamases. La seule molécule commercialisée est
I’Aztréonam 1l est actif sur un nombre élevé d’Enterobacteriaceae (GAZENGEL et
ORECCHIONI, 2013 ; MOULIN et COQUEREL, 2002).
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Figure 10 : Structure de monobactame (BEATRICE,2018).

3. Mécanismes d’action :

Les cibles des B-lactamines sont les protéines liant la pénicilline (PLP), situées sur la
surface de la membrane cytoplasmique. La membrane externe représente la seule barriére de
Perméabilité importante pour la pénétration des B-lactamines. Les B-lactamines empruntent
Principalement la voie des porines pour franchir la membrane externe.

Les PLP sont des enzymes impliquées dans la synthese du Peptidoglycane. Généralement,
seules les glycosyltransférases et les transpeptidases sont Sensibles a 1’action des B-lactamines

(COURVALIN et al., 2012).

Les B-lactamines présentent une analogie structurale entre le noyau B-lactame et le
dipeptide terminal D-alanine-D-alanine du pentapeptide constitutif du peptidoglycane. Leur
reconnaissance par les transpeptidases et les carboxypeptidases (PLP) aboutit a la fixation du
cycle B-lactame sur le site actif de ces enzymes cibles, qui comporte en général une sérine.
Cette fixation entraine une ouverture du cycle pB-lactame par rupture de la liaison amide et une
acylation du site actif sérine avec formation d’un complexe pénicilloyl-enzyme covalent qui
aboutit a I’inactivation du site actif de I’enzyme, provoquant une inhibition de la synthése du

peptidoglycane et I’arrét de la croissance bactérienne (LIVERMORE, 1995).
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Figure 11 : Mécanisme d’action des B lactamines (KOHANSKI et al., 2007).
4. Resistance bactérienne :

La resistance bactérienne se définit comme la capacité de continuer a croitre ou a survivre en
présence de l'antibiotique. Les conditions d’activité d’un antibiotique sont de posseder une
cible spécifique, de demeurer sous forme active, d’accéder a la cible et d’interagir
efficacement avec elle en la désactivant. Il existe de nombreux mécanismes aboutissant a
I’expression de la résistance et suivant son caractére inné ou acquis : la résistance naturelle et
la résistance acquise (DIALLO, 2013).

5. Types de résistances :
5.1. Résistance naturelle :

Elle fait partie du patrimoine génétique de I’espéce et est donc présente chez toutes les
Souches d’une méme espéce. Héréditairement, elle se transmet a la descendance de maniere
Verticale et reste stable en fonction du temps (DEMORE et al., 2012).

Par exemple : Klebsiella pneumoniae, grace a sa pénicillinase naturelle de bas niveau, est

naturellement résistante aux aminopénicillines (Par exemple : I’amoxicilline) et aux
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carboxypeénicillines (Par exemple : la ticarcilline) par sécrétion de pénicillinases (CAVALLO
et al., 2004).

5.2. Résistance acquise :

La résistance acquise, de support chromosomique ou plasmidique, fait suite a une mutation ou
une acquisition de genes conférant la résistance. Cette résistance est transmissible aux
descendances (verticale) ou a d’autres bactéries de la méme espece ou d’espéces différentes
(transmission horizontale). Les entérobactéries présentent fréquemment des résistances

acquises aux antibiotiques a large spectre. (BRAHIMI, 2013).

6. Support de la résistance :
La résistance acquise est due a une modification génétique qui peut étre de 2 types, soit

chromosomique ou extra-chromosomique.

6.1 Résistance chromosomique :

Elle résulte d’une mutation-génétique affectant un gene de structure ou de régulation. Ce
phénomeéne est rare (10 a 20%), il se fait de maniére spontanée et reste stable dans le temps,
sa transmission se fait de maniere verticale expliquant qu’il soit spécifique d’un antibiotique
ou d’une famille(FOSSEPREZ,2013).

6.2. Résistance extra-chromosomique :

Principalement due a la présence de trois types d’éléments extra-chromosomiques portant des
genes de résistance : les plasmides, les transposons et les intégrons (DIALLO, 2013). Ce type
de résistance est transmissible de la fagon horizontale entre des bactéries phylo-géniquement
éloignées selon trois modes de transmission, qui sont : la conjugaison, la transduction et la
transformation (KOUJANE, 2011).

7. Mécanismes de la résistance bactérienne aux B lactamines : Quatre grands mécanismes

permettent aux bactéries de résister face a un antibiotique.
7.1. Modification de la cible d’antibiotique :

Les cibles des B-lactamines sont des protéines enzymatiques insérées dans la surface externe

de la membrane cytoplasmique dénommées protéine liant la peénicilline (PLP). Les PLPs
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interviennent dans la synthése et le remodelage du peptidoglycane constituant principal de la
paroi bactérienne. Les PLP sont des cibles physiologiques des antibiotiques de la famille des
B-lactamines. Des modifications des PLP par mutation ont été impliquées dans la résistance
aux B-lactamines. (BOUGUENOUN, 2017). Chez les bactéries a Gram négatif, I’altération
des PLP n’a été que rarement observée: elle a été mise en évidence chez Serratia
maercescens, Pseudomonas aeruginosa, Niesseriagonorrhoeae et Haemophilus influenzae
(COLLIGNON et al., 2007).

AR -
vi PLLP modifiéee

Figure 12 : Mécanisme de la modification de la cible de I’antibiotique (ARCHAMBAUD,
2009).

7.2. Diminution de la perméabilité :

Ce mode de résistance se rencontre chez les bactéries a Gram négatif du fait de leur
enveloppe externe plus complexe. En effet, I’antibiotique ne peut pénétrer au niveau
intracellulaire que par I’intermédiaire de canaux protéiques transmembranaires, les porines.
Ce phénomene passif laisse traverser plus facilement les molécules de petites tailles, neutres
et hydrophiles. Les modifications de ces porines par des mutations au niveau des génes qui
codent pour les porines et qui conduisent a leur perte, ou a la réduction de leur taille ou encore
a une diminution de leur expression, se traduiront par I’acquisition de bas niveaux de
résistance vis-a-vis de nombreux antibiotiques Citons comme exemple, la réduction de
I’expression de la porine OmpF chez Escherichia coli qui entraine une réduction de sensibilité
aux quinolones, aux béta lactaminees, aux tétracyclines et au chloramphénicol
(FOSSEPREZ, 2013).
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7.3. Efflux actif :

Médie par des protéines transmembranaires connues sous le terme de pompes a efflux ou
transporteurs actifs, est un mécanisme nécessitant de I’énergie et utilisé par les bactéries, pour
expulser & I’extérieur des métabolites et des composés toxiques étrangers tels que des
antibiotiques. Ces pompes a efflux ont genéralement une spécificité de substrats assez large,
et seulement certaines d’entre elles conférent une résistance aux antibiotiques. La résistance
provient de la réduction de concentration en antimicrobien dans le cytoplasme de la bactérie,
ce qui prévient et limite I’accés de I’antibiotique a sa cible (POOLE, 2001). Les systémes
d’efflux ont été décrits pour la premiére fois chez les bactéries a Gram négatif comme E. coli
(HOCQUET et al., 2004).

Antibiotique Antibiotique

Figure 13 : Mécanismes de la résistance bactérienne aux B lactamines par efflux actif
(ARCHAMBAUD, 2009).

7.4. Inactivation enzymatique de I'antibiotique :

Un des mécanismes de résistance les plus répandus chez les entérobactéries repose sur la
production d'enzymes dont l'origine peut étre intrinséque (géne chromosomique appartenant a

I'espece) ou extrinseque (génes transmis par des plasmides ou des transposons).

Les béta lactamases responsables de I'nydrolyse des béta lactamines par ouverture du cycle
béta lactame (BEATRICE,2018).

Page 18



Synthése bibliographique

Chapitre 03 : p-lactamases
1. Définition :

Les B-lactamases sont des enzymes produites par certaines bactéries et sont responsables de
leurs résistances aux [-lactamines comme les pénicillines, les céphalosporines, les
Céphamycines, et les Carbapénémes. Ce sont des enzymes dont 1’action hydrolytique sur les B
lactamines conduit a leur inactivation. Le mécanisme le plus répandu de la résistance
bactérienne aux B-lactamine est donc la production des B-lactamases (LIVERMORE, 1995).
2. Mode d’action :

Les B lactamases sont des enzymes d'inactivation des 3-lactamines. 1ls sont capables d’ouvrir
le cycle B-lactame en créant un intermédiaire acyl-enzyme instable donc perte d’un
groupement carboxyle qui est responsable de I’inactivation de I’antibiotique (LIVERMOR,

2003).

ﬂ.\‘ ﬂ.“
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coo COOH i COOH
b-laclamase décarboxylalion
spontanée

Figure 14 : Mécanisme d’hydrolyse d’une B-lactamine par une B-lactamase (LIVERMOR,
2003).
3. classification :

Les B -lactamases sont des enzymes d’inactivation, d’une extréme diversité, de type sérine ou
métallo-enzymes. Deux types de classification sont principalement utilisés pour ces enzymes :
Classification d’Ambler et Classification de Bush, Jacoby et Medeiros (CARDINALE et al,
2001).

3.1. La classification d’Ambler :

Cette classification reflete la structure fondamentale de I’enzyme, elle est basée sur la
séquence peptidique du site enzymatique ou sur la sequence totale du gene codant la B
lactamase. Cette classification est dérivée en quatre classes : classes A, B, C (sérine enzymes)
et D (métallo-enzymes) (AMBLER, 1980).
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Tableau 02 : Classification simplifiée des p-lactamases (AMBLER et al, 19980) :

Classe  Enzyme substrats préférentiels Exemple
Peénicillinase Pén +/- Céph TEM-1, TEM-2, SHV-1
A B-lactamase a spectre étendu Pén, Céph, Mono Dérivés de TEM/SHV
CTX-M, PER, VEB
(BLSE)

Pénicillinase résistante aux Pén TRI

Inhibiteurs Carbapénémas Pén, Céph, Mono,Carb KPC
B Meétallo-B-lactamases Tous (sauf Mono) IMP, VIM, NDM-1
C Céphalosporinase Céph AmpC, CMY
D Oxacillinase Pén (oxacilline) +/-Céph ou C OXA (notamment

OXA-48 chez Ent ;
OXA-23, -24, -58 chez
Ab)

Pén : pénicillines ; Céph : céphalosporines ; Mono : monobactames ; Carb : carbapénemes ;
Ent : entérobactéries ; Ab : Acinetobacter baumannii.

3.2. La classification fonctionnelle de Bush-Jacoby-Medeiros :

Cette classification est plus complete et plus récente, elle reflete le spectre d’activité de
I’enzyme et répartit les B-lactamases en quatre groupes en fonction de leur profil de substrat
(pénicilline, Oxacilline, Carbénicilline, Céphaloridine, C3G et imipeneme) et d’inhibition par
acide Clavulanique et EDTA (BUSH et al, 1995).

4. B-lactamases a spectre étendu

4.1. Définition

Les béta-lactamases a spectre étendu (BLSE) sont des enzymes qui hydrolysent I’ensemble
des pénicillines et les céphalosporines a I’exception des Céphamycines (Céfotixine,
Céfotétan), du Moxalactam et des Carbapénemes. Les premiéres BLSE dérivaient des
pénicillinases de type TEM ou SHV-1 par mutation ponctuelle. Plus récemment, de nouvelles
BLSE non dérivées des pénicillinases ont emergé : les Céfotaximases de type CTX-M et les
Céftazidimases de type PER, GES et VEB (DOIT et al., 2010).
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4.2. Principaux types de BLSE :

4.2.1. BLSE de type TEM (Temoneira-Nom du patient) :

L’enzyme parentale TEM-1 est la premiére R-lactamase plasmidique décrite chez les bactéries
a Gram négative en 1965 (DATTA et KONTOMICHALOQU, 1965).

Elle était produite par une souche d’E.coli isolée chez une patiente nommeée Temoneira en
Gréce, d’ou la nomination. Les substitutions d’acides aminés qui ont eu lieu au niveau de
I’enzyme TEM sont localisées a des positions limitées. Les substitutions d’acides aminés aux
positions 104, 164, 238 ou 240 produisent un phénotype BLSE mais les BLSE de type TEM
avec un plus large spectre possedent plus d’une substitution.

A noter que certains mutants de TEM-1 ne sont pas des BLSE mais présentent une diminution
de sensibilité aux inhibiteurs des B-lactamases (acide clavulanique par exemple). On parlera
alors de B-lactamases TEM résistantes aux inhibiteurs (TRI) (BRADFORD, 2001).
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TEM-27
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TEM-22 Met
TEM-46 TEM-4
Pha TEM-47 TEM-8
-} TEM<48  TEM-13
T Thr Thr TEM-49 TEM-25
TEMS TERSo TEMs  TEM&1 TEM-27
e TEMA3 TEMas TEM-88 TEM-42
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TEM-E3  TEM-42 TEM-56 TEM-56 TEM-72 TEM22 reppsoe  TEMSE™
| ’ '
TEM-1 Len  Gin Ala Leu Gly G His  Arg Met Gly Ala Giy Glu Arg Thr Ser
I 2 39 42 59 92 104 153 184 182 218 237 238 240 244 265 268
£ £ i ¥
! | Ser T T T
s P Luz TEM5 S Ser _ Leu G
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TEM-18 TEM-15 TEM-25 T
TEM-21 TEM-17 Towas EH??
TEM-22 TER-15 TEM 45 TEM-22
iy TEM-21 TEM-53 3
TEm-2 TEM22 TEM-50 TEM-25
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TEM-50 T 28 ; TEM-
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Figure 15 : Les BLSE dérivées de TEM (AMBLER et al,1991).
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4.2.2. BLSE de type SHV (Sulfhydryl variable) :

Les BLSE de type SHV ont été détectées parmi de nombreuses entérobactéries notamment

K. pneumoniae (BRADFORD, 2001). Comme les dérivés de TEM, les mutations dans SHV-
1 (68% d’identité avec TEM-1) ont lieu classiqguement au niveau de quelques positions
notamment 238 et 240 (GNIADKOWSKI, 2008).

Ser
SHV-Z
SHV-2a
SHv-3
SHV-4
SHV-5
SHV-T
SHY-10
SHv-12
SHV-20
SHV-21
SHv-22
Phe
SHW-T
Ser Phe Alz
SHY-14 SHV-T val SHV-18 Ly SHV-13
SHV-18 SHY-14 SH\IES SHW-20 SHV-28 SH‘IH
SHV-1 lie Leu Argleu Leu  Met Ser 158  Lew Asp Ala Arg Gly Glu
8 35 43 51 122 125 4130 Asn 173 179 187 208 238 240
F 3
ot t 1 .i t i
Gl P Fhe By Lys Ala Ley
cHvs.  TEMS0 SHv21 SHv-10 SHY2Z  SHv.6  SHV3 s
a1 SHv-4 e
SHV-12 5 =] SHV-T
SHV-13 Hy-8 SHV-10
SHW-25 iy SHv-12
SHW-18
SHY-24 S22

Figure 16 : Les BLSE dérivées de SHV (BRADFORD et al, 1999).

4.2.3. BLSE de type OXA (Oxacillinase) :

Les Oxacillinases sont des Carbapénémases de classe D, La majorité des OXA n’hydrolysent
pas les céphalosporines de large spectre. Certaines sont inhibées, in vitro, par les ions CI’
(BARRIAL et SCOTET, 2006)

Il existe neuf sous-groupes de Carbapénémases de classe D, basés sur I’homologie des
séquences protéiques (OXA-23, OXA- 51, OXA-24, OXA-58, OXA-48, OXA-55, OXA-50,
OXA-62 et OXA-60), mais leur spectre d’activité est assez proche : hydrolyse des
Aminopénicillines, des Carboxypénicillines, partiellement de I’ Imipéneme malgré une grande
affinite de I’enzyme pour ce substrat, et hydrolyse quasi-inexistante des céphalosporines. Leur
activité n’est pas inhibée par I’acide Clavulanique ou le Tazobactam. En I’absence d’autres
mécanismes de résistance (autres p-lactamases de type BLSE ou Céphalosporinase
plasmidique, perte de porines ou pompes a efflux), elles n’entrainent qu’une légére
diminution de la sensibilité aux Carbapénemes (WALTHER-RASMUSSEN, 2006).
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Les entérobactéries peuvent exprimer une Carbapénémase particuliere, OXA-48 cette [3-
lactamase de classe D’hydrolyse les Carbapénemes plus faiblement que KPC et n’hydrolyse
pas les Céphalosporines de troisieme génération (CARRER et al., 2010 ; UZUN et al.,
2008).

4.2.4. BLSE de Type CTX-M :

Les BLSE de type CTX-M ont eté décrites initialement en 1986 au Japon, Allemagne et
France en 1989 (CTXM-1) et ont depuis lors disséminé largement dans le monde Au niveau
structural, les CTX-M ne sont pas proches des B-lactamases de type TEM ou SHV (< 40 %
d’identité), Au niveau de leur spectre d’activité, elles hydrolysent préférentiellement le
Céfotaxime, d’ou leur nom de Céfotaximases (BONNET, 2004). A ce jour, de nombreux
variants de CTX-M ont été décrits (>50), et sont classés en 6 groupes phylogénétiques
distincts : CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-25 et CTX-M-45
(D’ANDREA et al., 2008) A la différence des types précédents, les CTX-M conférent une
résistance marquée au Céfotaxime (origine de son nom) et au Céfépime. En revanche,
I’inactivation de la Céftazidime est plus limitée, a I’exception d’enzymes récemment décrites
(CTX-M-15, CTXM- 16, CTX-M-27) qui ont une forte capacité hydrolytique pour la
Céftazidime. Les CTX-M sont plus fortement inhibées par le Tazobactam que par I’acide
Clavulanique. Ces BLSE ont été retrouvées majoritairement chez Escherichia coli et
Salmonella enterica. Leur émergence parmi d’autres espéces et genres d’entérobactéries est
rapide (BONNET, 2004 ; WALTHER-RASMUSSEN, 2004).
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Figure 17 : Division des béta-lactamases de type CTX-M en sous-groupes et positions des
substitutions d'acides aminés (RUBTSOVA et al., 2010).

5. facteurs de risques de portage des entérobactéries productrices des BLSE et les
patients a prélever :
Selon la littérature et les différentes études microbiologiques portant sur la prévalence, le
portage et I’acquisition des EBLSE, différents facteurs peuvent étre incriminés dans la
prévalence du portage des EBLSE, dont les principaux sont :

» Un antécédent récent d’antibiothérapie longue ou utilisant plusieurs antibiotiques.

» Une antibiothérapie utilisant une céphalosporine de 3eme genération.

» Une hospitalisation dans les services a haut risque d’acquisition d’EBLSE (service de
la réanimation, oncohématologie, EPAHD, etc.).
Un voyage récent dans une zone connue a forte prévalence d’EBLSE.

Un transfert inter-service dans le méme établissement hospitalier.

Y V V

Etre en contact d’une personne connue porteuse d’EBLSE.

» Exposition a des dispositifs invasifs (cathéters veineux, tube endotrachéal ...)
(AIT-KACI, 2019).

Page 24



Deuxgéme partie: Matériel
et Méthodes



Matériel et méthodes

1. Lieu et Période d’étude :

Notre étude a été faite au niveau de I’hopital Mohammed Boudiaf d’Ain Sefra wilaya de
Naama, construit en 1987, comprenant 20 services qui sont: UMC (Urgence Médicaux
Chirurgicale), Pédiatre, Bloc Opératoire, Réanimation, Hémodialyse, Radiologie, Médicine
Légale, Laboratoire, Maternités, Chirurgie Générale, Traumato Orthopédie, Ophtalmologie,
Chirurgie Infantile, Meédicine Interne, Neéphrologie, Cardiologie, Maladie Infectieuse,

Pneumologie, Oncologie, Rééducation.

La partie pratique de cette étude a été réalisée durant une période de deux mois a partir de 15
Janvier jusqu'a 15 mars, au niveau de laboratoire microbiologie de centre universitaire
SALHI AHMED de -Naama-.

Images

= Sireet View @ Photo-sphére
Cliquer sur les zones mises en évidence pour afficher les images

Figure 18 : Lieu des prélévements Hopital Mohammed Boudiaf Ain Sefra -Google Maps
2020-.

2. Prélévements et Patients :

Notre recherche a été réalisée sur I’ensemble des patients en séjours a partir trois services :

» Réanimation.
> Pédiatre.
> Maternités.
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Nos souches ont été isolées essentiellement a partir des : selles, cathéters, pertes vaginale et
les plais infectées.

Les prélevements ont été faits par un écouvillonnage, cette technique consiste de préléver a
I’aide d’un écouvillon stérile et humidifié par I’eau distillé stérile au niveau de site infection.

Tous les prélevements obtenus acheminer rapidement au laboratoire pour étre analyser.

3. Ensemencement :

Le déchargement des écouvillons de chaque prélévement se fait par I’ensemencement sur
des boites de gélose Mac-conkey qui est un milieu sélectif pour les entérobactéries. Les boites
ensemencées sont incubées a 37°C pendant 18 a 24H.

4. Isolement et Purification :

Apreés I’incubation on applique une séries d’isolement successifs a fin d’obtenir des souches
pures.

‘

Photo 01 : Isolement et purification d’E. coli (A, B, C).
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5. Identification des entérobactéries :
Dans cette étude, on s’intéressé a I’identification des entérobactéries par :
5.1. Identification macroscopique :

L’identification macroscopique repose sur I’observation a I’eil nu, elle permet d’observer
I’aspect des colonies (lisse, rugueux, contour régulier ou irrégulier), I’odeur, la couleur, la

forme (bombé ou plat) et le virage de milieu sélectif de culture utilisé. (Voire le figure 02).

=

Photo 02 : souche d’E. coli sur Mac-conkey roses, rondes, semis bombés et lisse.
5.2. Identification microscopique :

Cette étape consiste a la recherche de la morphologie et le Gram des bactéries par la
coloration de Gram.

5.2.1. Coloration de Gram

¢ Principe :

Cette technique repose sur une différence fondamentale entre les compositions chimiques des
parois des bactéries Gram positif et négatif, elle permet de mettre en évidence la taille, la
forme et le mode de regroupement des bactéries (DELARRAS, 2007).
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s Technique :

1- Préparation du frotti.

2- Coloration par Violet de gentiane (cristal de violet), laisse 1 minute aprés on rince avec
I’eau distillé.

3- Fixation par Lugole pendant 1 minute puis on rince avec I’eau distillé.
4- Décoloration par Alcool pendant 30 s aprés ringages par I’eau distillé.

5- Recoloration par Fushine (Safranine) 1 minute apres on a rincé avec I’eau distillé.
*» Lecture:

Observation a I’objectif x100 a I’aide de I’huile a émersion, si on observe une couleur rose

donc les bactéries a Gram négatif et si la couleur est violette les bactéries a Gram positif.

Photo 03 : Observation microscopique de bacilles a Gram négatif (Gx 100).
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5.3. Identification biochimique :

L’identification biochimique permet d’identifier les bactéries selon leurs caractéres

biochimiques et métaboliques.
5.3.1. Test oxydase

¢ Principe :
C’est un test permet la détection de I’enzyme oxydase qui considére comme critere
d’identification des bactéries & Gram négatif (BENSOUILAH et al., 2012).

% Technique :
A I’aide d’une pince flambée on mettre le disque de N diméthyle paraphényléne diamine
oxalate sur une lame stérile puis avec une pipette pasteur on préléve une colonie et la dépose

sur le disque tous doucement.

Photo 04 : Test oxydase.

% Lecture :

v Test positive : la présence d’une tache rose violet sur le disque c’est a dire la bactérie
possede enzyme oxydase on appelle oxydase (+).
v Test négative : Il n’y a pas une tache rose violet donc oxydase (-).
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5.3.2. Mannitol mobilité :
% Principe :

C’est un milieu de culture utilisé pour I’identification des entérobactéries, il permet d’avoir le
métabolisme de la bactérie aussi leur mobilité (FRENRY et al., 2007).

% Technique :

Avec une pipette pasteure on préléve une colonie bactérienne et on I’a ensemencé par piqure
centrale jusqu’au fond de tube, la lecture se fait apres incubation a 37°C pendant 24h.

% Lecture :

v'S’il y a un virage de milieu en rouge au jaune donc il y a une fermentation de mannitol.

v'La présence des bactéries au-dela I’axe de pique centrale c’est-a-dire les bactéries sont
mobiles, mais s’il y a une présence uniquement au niveau de la pique c’est-a-dire les
bactéries sont immobiles.

Photo 05 : Test mannitol mobilité positif

5.3.3. Galerie Api 20E :

% Principe :

La galerie présent une version d’un systeme miniaturisé et standardisé pour I’identification
des entérobactéries et d’autre bactéries a Gram négatif, elle présente se forme d’une série des

tests (20 tests) et chacun correspondant a un test biochimique spécifiqgue (JOFFIN et
LEYRAL, 2006).
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s Technique :
1-Préparation inoculum : A partir d’une culture pure et jeun de 18 a 24 h, on preéleve a I’aide
d’une pipette pasteur une colonie et on la mettre dans un tube contient 5 ml d’eau physiologie
stérile pour I’obtention d’une suspension bactérienne de 0,5 McFarland apres on va
homogeénéiser la suspension par I’utilisation d’un vortex.
2- Préparation de la galerie : Créé une atmosphere humide dans la plaque par le remplissage
d’environ 5 ml d’eau distillé dans les alvéoles en suite on place la galerie dans la boite
d’incubation.
3-Ensemencement : A I’aide d’une pipette pasteur on remplit les tubes des tests non
soulignés par la suspension et les cupules par les réactifs, remplissant les tubes LDC, ADH,
URE, H2S et ODC par la suspension et les cupules par I’huile de paraffine ou huile de
vaseline pour créer I’anaérobiose, concernant les tests encadrés on remplit les tubes et les
cupules par la suspension.

Refermer la boite et on la mettre dans I’étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures.

wopl ¢

ah  MAC AL T AR

-9 NEE,

]

Photo 06 : Galerie Api 20 E.

«» Lecture:
Se fait selon catalogue analytique de la galerie utilisée, certains tests nécessitant I’addition
des réactifs (VP, TDA, RM, Nitrate) et on utilise le tableau identification pour identifier la

souche exacte.
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Photo 07 : Réactifs de Galerie Api 20E.

6. Antibiogramme

% Principe :

Nous avons utilisé I’antibiogramme pour teste I’activité des antibiotiques ces antibiotiques ont
été choisis a partir la liste standard et complémentaire des antibiotiques qui ont un effet sur les
Entérobactéries selon la CA-SFM en 2019.

L’ antibiogramme est réalisé suivant la technique de diffusion en milieu gélosé et selon les
recommandations du comité de I’antibiogramme de la société frangaise de microbiologie
(CA-SFM, 2019).

¢ Technique :

A partir d’une culture visible et jeune on va réaliser une suspension bactérienne en solution salée Pour ce faire on
préléve plusieurs colonies de méme morphologie afin d’éviter de sélectionner un variant atypique. Puis on mettre
ces colonies en suspension en milieu salé avec un écouvillon. Cette méthode convient pour toutes les bactéries y
compris a croissance lente. La suspension bactérienne est standardisée par un spectrophotometre est pour ajuster
la densité bactérienne au tube 0,5 McFarland, on ajoute soit la solution salée soit les bactéries. Aprés on
ensemence la suspension sur gélose MH par la méthode d’écouvillonnage et a l'aide d’une
pince on dépose les disques des antibiotiques.

On incube les boites a 37°c pendant 24 & 48h est passe au lecteur des résultats.
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Photo 08 : Antibiogramme de EBLSE vis-a-vis 6 antibiotiques.

RO

¢ Lecteur:
L’ antibiogramme permet de classer la souche comme sensible (S), intermédiaire (1), ou
résistante (R) a chaque molécule, selon les diamétres critiques, aprés incubation a 35+2°C,

pendant 20+4 heures
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Tableau 03 : Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibitions pour les Entérobactéries

(CA SFM, 2019).

Diametre critique mm
Les familles Antibiotiques Charge des
d’antibiotiques testes disques
S R
Amoxicilline 20 pg >19 <19
Amoxicilline
+Acide 20+10 pg >18 <13
clavulanique
Ticarcilline-acide 85 ug
clavulanique >23 <20
Imipéneme 10 pg >22 <16
Céphalothin 30 pug > 14 <18
B lactamines
Céfotaxime 30 ug >26 <22
Céfepime 30 ug >27 <21
Céftazidine 30 ug >26 <19
Aztréoname 30 pug >26 <21
Aminoside Amikacine 30 pg >16 <13
Quinolone
Classique Acide nalidixique 30 pug > 14 <14
Fluoroquinolone Ciprofloxacine
5ug =26 <24
Trimétoprime Cotrimoxazole 25 ug >14 <11
Fosfomycine Fosfomycine 50 pg >16 <12
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7. Tests de détection de BLSE

Les BLSE sont des béta-lactamases plasmidiques de type SHV, TEM, OXA et CTX-M
capables d’inactiver les PB-lactamines en particulier les C3G mais sensibles a I’acide
Clavulanique. Les tests de recherche de BLSE que nous avons utilisés sont : le test de
synergie et un test complémentaire qui est le test de double disque. La production de BLSE
est détectée sur gélose Mueller Hinton.

7.1. Test Synergie
% Principe :

Le test de synergie est un test permettant de confirmer la présence de BLSE (CHAMPS,
1989). IlIs reposent sur la mise en évidence d’une synergie entre le Clavulanate et des C3/4G,
le Céfotaxime, la Ceftazidime et le Céfépime c’est I’'un des premiers tests a étre décrit et le
plus utilisé. Ce test posséde plusieurs variantes et est basé sur la mise en évidence d'une
restauration de l'activité des Céphalosporines de troisieme génération ou de I’Aztréonam en
présence d'un inhibiteur enzymatique. La distance entre les disques centre a centre est
comprise 25 mm chez certaines espéces telles que Porteus mirabilis, P vulgaris, P penneri,
Morgannella morganii, Providencia stuartii et Rettgeri. Les BLSE s’expriment faiblement.
Dans ces cas, le test de synergie est optimisé en placent les disques a une distance de 40 — 45
mm au lieu de 25 mm (CA-SFM, 2007).

Le test de synergie peut étre insensible pour plusieurs raisons :

» Ladistance entre les disques.

» L’inaptitude des inhibiteurs & inhiber toutes les B-lactamases (Céphamycinases qui ne
sont pas inhibées par exemple).

» L’inaptitude du test a detecter la présence des BLSE (montrer I'image de synergie «
tire-bouchon » chez les souches productrices des Céphalosporinases chromosomigques)
(JARLIER et al., 1988).

Malgré ces défaillances, c'est une méthode assez utilisée en routine car elle ne nécessite pas

beaucoup de matériel et est de réalisation facile.
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s Technique :

A I’aide d’une suspension de 0,5 Mac Farland préparé selon CA SFM on ensemence le milieu
Muller-Hinton. Sur ce milieu on dépose 5 disques d’antibiotiques : I’'un est composé de
I’Amoxicilline et acide Clavulanique (respectivement 20 et 10 pg), Céfotaxime (30 ug),
Céftazidime (30 pg), Céfépime (30 ug) et I’Aztréonam (30 pg). La distance entre la bordure
des disques est préalablement déterminée pour optimaliser la sensibilité du test.

Figure 19 : Disposition du disque d’antibiotiques pour le test de synergie.

% Lecteur :

Un resultat positif donne une image caractéristique en « bouchon de Champagne » est basé
sur l'inhibition des BLSE par l'acide Clavulanique, et par conséquent l'augmentation de
I'activité des Céphalosporines de troisiéme et quatrieme génération est décrété négatif s'il n'y a
pas d'augmentation du diametre d'inhibition (JARLIER et al., 1988).

6.3. Méthode des disques combinés : double disque.
¢ Principe :

La méthode des disques combinés consiste a mesurer la zone d'inhibition autour d'un disque
de céphalosporine et le diamétre d'un disque de la méme céphalosporine additionné d’acide
Clavulanique (CARTER et al., 2000).
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A partir d’une suspension bactérienne d'une opacité égale a 0,5 MC Farland a été préparée a
partir d'une culture de 18 h, on ensemence une gélose Mueller-Hinton selon la technique de
I'antibiogramme. Apres on dépose deux disques d’antibiotique I’un contenant I’AMC, I’autre
une céphalosporine de troisieme génération (CTX) la distance entre les disques est compris 25
mm (voir figure 20). La diffusion était faite a la température ambiante du laboratoire pendant
une heure, puis le disque I'AMC est remplacé par un disque contenant la méme
céphalosporine de troisiéme génération (ABID et al., 2007).

T T, T T
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1 €D
M N

Figure 20 : Schéma de détection des BLSE par le test espagnol (RAHAL, 2005).

% Lecteur :

Si il ya plus de 5 mm de différence entre les deux zones d’inhibition cela démontre la
production d’une BLSE (CARTER et al., 2000).
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Résultats et Discussion

|. Résultats
1. Prélévements :

Au cours de notre étude, nous avons analysées 13 prélevements, ces prélevements ont été
prélevés a partir de différents sites. Apres incubation, 92% des prélévements donnent des
cultures bactériennes (préléevement + )et les 8% des prélevements qu’ils restent ne contiennent

pas des germes (prélévement - ) (voire la Figure 21).

92%

m Culture positive  ® Culture négative

Figure 21 : Répartition des prélevements positifs et négatifs
2. Recherche sur les EBLSE :

Dans les 12 prélévements positifs, un total de 17 souches d’Entérobactéries ont été isolées, La
répartition des souches isolées montre une diversité importante avec prédominance des
entérobactéries non productrices de 3 lactamases avec un pourcentage de 71% et seulement 5

souches productrices de B lactamase a spectre étendu (29%) (voire la Figure 22).
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® Souche non EBLSE
= Souche BLSE

1%

Figure 22 : Répartition des souches des entérobactéries.

3. Identification bactériennes :
D’apres le résultat ci-dessous, E. coli est I’espéce la plus fréguemment isolée avec un taux de

60% et le reste sont des souches de K pneumoniae avec un taux de 40% (voire la Figure23).

40%

00%

m E coli ® K pneumoniae

Figure 23 : Répartition des entérobactéries productrice de BLSE selon les especes.

Photo 09 : Profil biochimique Api 20E de la souche d’E coli avec un biotype 5144570.
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Photo 10: Profil biochimique Api 20E de la souche Klebsiella pneumoniae avec un biotype
521577317.

4. Répartition des EBLSE selon la nature de prélévements :

La répartition des souches des Entérobactéries productrices de BLSE selon les différents sites
de prélevements, a montré que le prélevement dominant est celles de rectal avec un taux 40%
suivis par préléevement a partir perte vaginal 20% et buccal 20% et pharynx 20% (voire la
figure 25).

20% 20%

Buccale
H Réctale
H Perte vaginale
B Pharynx

Figure 25 : Répartition des EBLSE selon les différents sites de préléevements.

4.2. Répartition des EBLSE selon le sexe des patients :

D’apres les résultats obtenus nous constatons que les infections aux entérobactéries
productrice de BLSE touchent les femmes avec une fréquence 75% par rapport les hommes
avec une frequence 25% (voire la Figure 26).
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B Femme Homme

Figure 26 : Répartition EBLSE selon le sexe.

6.3. Répartition des EBLSE selon I’age des patients :

La tranche d’&ge qui semble la plus touchée par les infections a EBLSE dans notre étude est la
population des enfants de moins d’une année (50%), suivi par la population des personnes
entre 20 et 40 ans et les personnes qui ont un age supérieur a 40 avec un pourcentage de
(25%).

2,5

nombre des patients

0,5 -

<1lans 1a20ans 20 240 ans > 40 ans
I'age des patients

Figure 27 : Répartition des EBLSE selon I’age des patients

Page 41



Résultats et Discussion

4.4. Répartition les EBLSE selon les services :

Les services d’ou provenaient les souches productrices de BLSE a des taux éleves ont été la

réanimation et le Pédiatre avec un taux de (40%) par contre un taux moindre dans la Maternité

‘ 20%

40

avec un pourcentage de (20%).

40%

m Matérnité Pédiatre ™ Réanimation

Figure 28 : Répartition des EBLSE selon les services.
5.Etude de la sensibilité des EBLSE aux antibiotiques :

Les 5 souches des EBLSE qui ont trouves testés vis a- vis 15 antibiotiques durant notre étude.
Ces antibiotiques appartiennent a 3 familles antibiotiques : 8 lactamines, les Aminosides et les
Quinolones classiques / Fluoroquinolone et d’autre antibiotiqgues comme Trimétoprime et

Fosfomycine.

D’aprés I’histogramme, nous avons montrés que tous les EBLSE sont sensibles a le
Céfotaxime et I’Aztréoname par contre une résistance totale vis-a-vis le Ceftazidime, une
résistance élevé pour le Céfépime avec un pourcentage de 60% et une résistance faible vis-a-

vis I’Amoxicilline- acide Clavolanique avec un taux de 40% (voire la Figure29).
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120%

100%

80%
60%
40%
=
0%
CTX AMC ATM CAZ FEP

Antibiotiques

taux de résistance aux antibiotiques

Figure 29 : Taux de résistance des EBLSE aux Blactamines.

Les résultats obtenus nous ont permis de constater que les antibiotiques les plus actifs sur les
souches isolées sont : I’ Imipeneme avec un pourcentage de sensibilité de 100%, I’Amikacine
avec un pourcentage de sensibilité de 80% et le Triméthoprime Sulfamethoxazole avec un
pourcentage de sensibilité de 60%, par contre les EBLSE résiste 100% a: Tétracycline,
Fosfomicine, Cepholotine, Ticarcilline+acide Clavolanique et Amoxicillin et une résistance

de 80% vis-a-vis Ciprofloxacine et I’Acide Nalidixique (voire la Figure 30)

120%

100%
80%
60%
40% -
20% ]
==
SXT AK TE FOS CIP KF IPM NA

TTC AML

Taux de résistance aux antibiotiques

Antibiotiques

Figure 30 : Taux de résistance des EBLSE aux autres antibiotiques.
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I1. Discussion :

La résistance aux antibiotiques est devenue un probléme majeur de santé publique dans le
monde. En effet ces dernieres annéees, nous avons constatés une importante augmentation de
la résistance aux antibiotiques en particulier chez les bacilles a Gram négatif. La résistance
aux P-lactamines chez les entérobactéries est dominée par la production de BLSE de type
CTX-M alors que ceux de la famille des TEM ou des SHV semblent diminuer
(RONDINAUD et al., 2020 ; EL HAMZAOUI et al., 2020 ; CHERVET et al., 2018 ;
MUELLER et al., 2019; OTTER et al., 2019).

Une étude a été réalisée par NDIR en 2016, portant sur I’impact de la production de BLSE sur
la mortalité, comparé aux infections a des organismes non BLSE, a montré que les infections
causées par des enterobacteries produisant des BLSE sont plus virulentes et associées a des
résultats cliniques indésirables, y compris I’augmentation de la mortalite, des hospitalisations

prolongées et des colts économiques plus élevés (NDIR, 2016).

Les objectifs de cette étude consiste a évaluer le niveau de résistance aux antibiotiques des
souches d’Entérobactéries isolées au niveau de I’hépital d’Aine Sefra, de mettre en évidence
la prévalence des souches productrices de BLSE, d’identifier le support génétique de la

résistance aux -lactamines.

Notre résultats ont montés que les souches d’EBLSE ont été le plus souvent isolées des
prélevements rectales avec un pourcentage de 40%, mais dans des autres résultats les
échantillons biologiques d’ou ont été isolées les entérobactéries productrices de BLSE a des
taux éleves ont été les urines (CARDINALE et al., 2020 ; OURGHANLIAN et al., 2020 ;
TSAIl et al., 2018 ; JUNG et al., 2019 ; TIDRARINE, 2019), Les services d’ou provenaient
les souches productrices de BLSE a des taux eleves ont été la réanimation avec un
pourcentage de (70.1%) a Tlemcen et (42.3%) a Oran (AYAD, 2017), ces résultats sont
presque identiques a celle qu’on a trouvé le service de réanimation et de pédiatre viennent en
premiére place avec un pourcentage de 40%, par contre une autre étude réalisée au Maroc a
montré que Le service d'hospitalisations le plus concerné étaie lI'urologie (72%) (SBITI et al.,
2017). Ces résultats pourraient-étre du a certains facteurs tels que la durée d’hospitalisation,
I’utilisation de sondes, une chirurgie récente et I’antibiothérapie. En effet, nombreuses sont les
classes d’antibiotiques dont I’utilisation a été associée a I’émergence d’entérobacteries
productrices de BLSE (AIT KACI, 2019).
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Le sexe et I’age sont des facteurs de risque importants pour contracter une infection par
EBLSE. En effet, dans notre étude il y a une prédominance du sexe féminin avec un
pourcentage de 75% contre 25% pour le sexe masculin. Cette susceptibilité féminine a
développer cette infection est rapportée egalement par différentes études, nationales et
internationales.

A France la majorité des infections EBLSE sont enregistrées chez des femmes (KARDAS-
SLOMA et al.,, 2019 ; LARRAMENDY et al., 2020) Une étude Marocaine rapporte aussi
une prédominance féminine (SBITI et al., 2017) Et en Mexico les fréquences enregistrées
sont de I’ordre de 77,7% pour le sexe féminin et de 22,3% pour le sexe masculin
(GOLZARRI et al., 2019).

La prévalence des entérobactéries productrices de BLSE déterminée dans cette étude s’élevait
a 29,41% Ce taux est inferieur a ceux des études antérieures qui ont rapporté des prévalences
de 54 % en 2013, 39,2% en 2017,et supérieur a 12,50 % en 2016 et 14,97% en 2019 chez des
entérobactéries productrices de BLSE en Algérie (TANI et ARLET, 2014; AYAD, 2017 ;
RAHAL et al., 2018; AIT KACI, 2019) Des travaux similaires réalisés dans certains pays de
monde ont mis en évidence la production de BLSE chez les entérobactéries d’origine humaine
a des taux variables.

Au France, les résultats d’une étude ont montrés que 10% d’entérobactéries ont été
productrices de BLSE (JOLIVET et al., 2020). Une autre étude réalisée au Maroc a montré
13% d’entérobactéries testées étaient productrices de BLSE (OUARDI et al., 2019). De
méme, au Tunisie, les résultats des travaux de SAADI et al en20190ont rapporte un taux de
28 % d’entérobactéries productrices de BLSE (SAADI et al., 2019).

Dans cette étude, nous avons isolé 5 souches d’entérobactéries productrices de BLSE, dont 3
souches d’E coli avec une prévalence de 60%. Ce résultat est relativement proche de celui
rapporté en korai avec un pourcentage de 71,7%(AHN et al., 2019) et aux USA le taux de E
coli productrice de BLSE atteindre (56,1%). (THOMPSON et al., 2020).

Au France les deux espeéces les plus fréequentes étaient E. coli (75,9 %) et Klebsiella
pneumoniae (9,1 %) Les souches d’E. coli produisaient significativement moins de BLSE que
les souches de K. pneumoniae (6,4 % vs 18,9 %,) (GUILLARD et al., 2019).
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Le profil de résistance aux antibiotiques des entérobactéries isolées a été détermines par la

technique de I’antibiogramme vis-a-vis 15 obtenus antibiotiques.

Les résultats que nous avons montrent que tous les souches étudiées sont résistantes a
Céphalotine, avec un taux de résistance de 100% et a I’acide Nalidixique avec un taux de 80%
est une sensibilité totale de 100% vise a vise le Céfotaxime et I’imipeneme. Au France la
résistance des entérobactéries productrices des BLSE au Céphaotine, I’acide Nalidixique et
Céfotaxime egale 37,4%, 15,7%, 2,8% respectivement avec une sensibilité totale a
I’imipeneme (BAIZET et al., 2019).

Au canada, I’état unis, I’Afrique, I’Europe et I’Asie les antibiotiques les moins actifs étaient
le Céfepime et le Céftazidime (taux de résistance de 75,5% et 60,7% respectivement). Le taux
de résistance était moindre pour I’Amikacine 3% (KARLOWSKY et al., 2020) ces résultats
sont identiques a celle qu’on a trouve le Céfepime 60%, le Céftazidime 100% et I’Amikacine
20%.

Nos résultats montrent également, que la fréquence de résistance des EBLSE a le
Ciprofloxacine est de I’ordre de 80%. Ce qui est similaire aux résultats obtenu par WALKTY
et al 84% (WALKTY et al., 2020).

Pour les B lactamines aucune sensibilité n’été observée vis-a-vis d’Amoxicilline et
I’association de ticarcilline et I’acide clavolanique en revanche les EBLSE a présenté une

résistance a I’association de I’amoxicilline et I’acide clavolanique avec un taux de 40%.

En 2019, GADOUa rapporté un taux de résistance a I’Amoxicilline, I’association de
ticarcilline et I’acide clavolanique et I’association de I’amoxicilline et I’acide clavolanique de
100% (GADOU, 2019).

Nos résultat montés que la résistance a la Trimethopime sulfatoxazole(SXT) exprime un taux
faible (40%), ce résultat est inférieur relativement au resultat montré par JUNG et al en 2019 a
la Corée 62%(JUNG et al., 2019).

Tous les souches de EBLSE été sensible a I’ Aztréoname. Plusieurs auteures ont rapporté des
taux de résistance variable & I’aztréoname : 95,4% de souche BLSE sont résistantes a
I’aztréoname dans I’étude rapportée par ALDRAZI et al (ALDRAZI et al., 2020) et 75%
rapportée par JUNG et al (JUNG et al., 2019).
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Concernent le Fosfomycine, ce dernier présente une résistance totale. Ce résultat est trés
différent de celui de WALKTY et al ou un taux de résistance de 1,2% a été révelé
(WALKTY et al., 2020).

La détermination des phénotypes de résistance aux B-lactamines a montré que la totalité
dessouchesAppartiennent au phénotype CTX-M avec un pourcentage de 39,28 % qui
correspond a la production de BLSE de type CTX-M-15(BROUSSIE et al., 2020). La
prédominance du gene blaCTX-M a été obtenu dans des études réalisés au London, Northwest
et écosse avec un pourcentage de 93,49%, deux types de BLSE ont été également détectés au
cours de ces études, mais avec une faible frequence. Il s’agit de SHV 2,86% et TEM 3,65%
(DAY et al., 2019).

En Algerie les génes blaCTX-M, blaTEM, blaSHVont été déja retrouves dans les travaux de
AYAD dans les hopitaux algériens (Tlemcen, Oran et Sidi Bel Abbes) chez 67 entérobactéries
productrices de BLSE et les proportions des génes blaCTX-M, blaTEMet blaSHVétaient
respectivement de 95,5%, 1,5%, et 3% (AYAD, 2017). Cette différence des proportions des
genes entre les études peut étre due au nombre de souches productrices de BLSE utilise dans
chacune d’entre elles. Au Suisse les genes de résistance aux B-lactamines détectées ont été les
génes blaCTX-M (23,08%), blaTEM (34,62%), blaSHV (34,62%), et blaOXA-48(7,69%)
(SADEK et al., 2020).
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Conclusion et perspectif

Conclusion :

Ce travail réalisé pour I’objectif d’étudier et isolée les entérobactéries productrices de B
lactamase a spectre étendu isolées a partir des patients hospitaliseés au niveau I’hépital

Mohamed Boudiaf de Ain Séfra wilaya de Naama.

Durant cette étude 13 prélevements ont été recueillis, 17 souches d’entérobactéries ont été
isolée de divers échantillons biologiques provenant de divers services hospitaliers.

La production de B-lactamases a spectre élargi a été mise en évidence chez 5 souches (29%)
avec une prédominance de la souche E. coliavec un pourcentage de 60%. Il en ressort que
dans notre étude nous avons notées une différence majeure dans la répartition des sexes, les

femmes sont exposées aux infections EBLSE avec 75%, tandis que les hommes 25%.

Dans la partie pratique, nos principaux objectifs sont d’identifier les entérobactéries
résistances aux antibiotiques donc on a utilisé les tests biochimiques pour I’identification les
souches et pour I’établissement du profil de résistances vis-a-vis 15antibiotiques réalisé par
test de synergie, le test confirmatif double disque et antibiogramme.

L’évaluation de la sensibilité des souches aux antibiotiques a montré une résistance a la
plupart des molécules testées. Les taux de résistance les plus élevés ont été observes avec
L’amoxicilline (AMX), fosfomycine (Fos), tétracycline (TE) Ticarcilline +Acide
clavulanique (TTC), Cepholotine (KF) et la céftazidime (CAZ) (toutes les souches
résistantes), ils ont été suivis par I’acide nalidixique (NA) et la ciprofloxacine (CIP) (80%)

. Viennent en troisieme positionle céfepime (FEP) (60%). En quatrieme position viennent
I’association sulfaméthoxasole-trimethoprime (SXT) et I’amoxicilline-acide clavulanique
(AMC) (40%).Viennent en cinquieme position I’amikacine (AK) (20%). Le céfotaxime
(CTX), I’aztréonam (ATM) et I’imipeneme (IPM) ont été actifs sur toutes les souches.

L’emergence des entérobactéries productrices de 13 lactamase a spectre étendu liée a I’usage
excessif et non documentée des antibiotiques, notamment a large spectre, en milieu externe,
aussi I’encombrement dans les services hospitaliers ainsi que le défaut d’isolement des
patients infectées est I’un des causes de la transmission de ces bactéries. Avec tous les effets
delétéres sur la santé publique que cela implique. Une réponse doit étre apportée a ce
probléme par des recommandations de prescription basées sur des études réguliéres sur les
niveaux et les types de résistance prévalent et sur la quantité et la qualité des molécules
prescrites.(CARTTOIR, 2004)
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Perspectif :

D’apres cette étude sous le titre : les entérobactéries productrices de 3 lactamase a spectre
étendu nous avons décidé de propose quelques suggestions pour trouve des solutions de cette
problématique :

» Utilisation rationnelle des antibiotiques.

» Maitre les bonnes pratiques hygiénes pour réduire la propagation de ces bactéries
surtout en milieu hospitaliére.

» Forme des communautes au niveau de I’établissement de santé pour contr6lé les
infections nosocomiales.

» Développement de nouvelles techniques pour la détection rapide ces bactéries
résistances. (TARGNET, 2010)

Ce travail a souligné les facteurs de risque de résistance aux antibiotiques ci pour ¢a on
nécessite des tests permettant la détection de ces souches, pour I’obtention du résultat
d’identification nécessite beaucoup de temps et matérielles, mais la situation sera milieux si
on a utilisé les nouvelle techniques d’identification rapide pour accélérer le travail tell que la
spectrométrie de masse ou les technique de biologie moléculaire PCR pour la recherche des

genes de résistances spécifiques.
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Annexe 01 : Tableau : Totale des prélevements recueillis au niveau de différents services.

Patients Nature des prélévements

hospitalise Rectale Perte Buccale | Pharynx | cathéter | Plais Totale
vaginale

Réanimation 1 1 1 1 1 1 6

Maternité 0 1 0 0 0 0 1

Pédiatre 4 0 1 0 1 0 6

Totale 5 2 2 1 2 1 13

Page 65




ANnnexes

Annexe 02 : Questionnaire.

Les entérobacténies productrices de [ lactamase a spectre étendn
N* depatient:.......
T T e
Sexe - [] Homme
[] Femme
Etat hormonale chez la femme : ..

Traitements antibiotiques avant & I’hospitalisation :

] Inconmu

] MNon

Cd0m MNemm:o e Dumée Jours.

O © e e e DUTRR Jours.

Hospitalisation a 1"Hopital de Ain seffa :

BT L .. e e e e
DA tIe T
Au cours de cette hospitalisation, on a dépisté dans vos analyses la présence d'ume BLSE
positif : [ | Nom

] Ow Germe . __............ Site :
Traitement antibiotique pendant " hospitalisation:

O e DR T Jours.
O © e DR Jours.

Site de prélévement : sonde urinare [ Jeathster [ |Pert vaginal{™ | sonde incubation] | selld™ |
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Annexe 03 : Tableau de résultat.

NO
Patient

Prélévement

Résultat
Mac
conkey

purification

Teste
Double
disque

Teste
synergie

Api
20E

Urinaire

Cathéter

Pert

Selle

plaies

Sonde
intubation

10
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Annexe 04 : Les milieux de culture.

Tableau : les compositions et utilisation du milieu de culture :

Milieu

Composition

Utilisation

Gélose Muller Hinton :
Infusion de viande deBceuf.300ml

Peptone de caséine ................ 17.5g
Amidon demais ..........ccccvennnne 1.5¢

Agar. ..o 10.0g
PH=74

Milieu relativement
Riche, mais qui reste un
milieu de base qui
permet la culture des
bactéries non
exigeantes.

permet de la réalisation
de I’antibiogramme
standard (principale
utilisation).

Gélose Mac Conkey :

Peptone .........ccoiiiiiiiits 209

Sel biliaires N°3 ................. 19

Cristal violet ................. 0,001g

Lactose ......ccovvvviiiiiiiiiiinns 10g
Rouge neutre .................. 0,05g
Chlorure de sodium ............... 5¢
AGar .o 159
PH=71

La gélose Mac Conkey
est un milieu
d’isolement ordinaire,
lactosé et sélectif des
bacilles a Gram négatif

non exigeants.

Gélose Salmonella-Shigella (SS) :

Extrait de viande de beeuf ......5¢/I
Polypeptone.......... 5¢/1

Sels biliaires .................. 8,5¢/I
Thiosulfate de sodium ......... 8,59/l
Citrate ferrique......... 1g/1

Citrate de sodium ............ 10g/1

Agar ............... 13,59/
PH final =7,0

Milieu sélectif
permettant I’isolement
d’entérobactéries.

Il est trés utilisé pour la
recherche de
Salmonellaet peu pour
les Shigella car trop

sélectif
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Annexe 05 : Tableau de lecture de la galerie Api 20 E.

Reésultats
Tests Substrats Reactions Négatif Positif
/Enzymes
ONPG Ortho-Nitro-Phényl- B- Incolore jaun
Galactoside galactosidase
ADH Arginine Arginine Jaune Rouge
dihydrolase /Orangé
LDC Lysine Lysine Jaune Orange
décarboxylase
oDC Ornithine Ornithine Jaune Rouge
décarboxylase / .
orangé
CTT Citrate Utilisation du Vert pale vert
citrate /jaune
H2S Thiosulfate de sodium Production Incolore Dépot noir
d’H2S
URE Urée Uréase Jaune Rouge
/Orangé
TDA Tryptophane Tryptophane TDA/ immédiat
désaminase
IND Tryptophane Production Ajouter 1 goutte du réactif
d’indole de

James. Lire la réaction
Immédiatement
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Annexe 06 : Tableau d’identification entérobacteries de Api 20E.

API20 E V4.1 ON [ AD| LD |ODC| CI | H2 | UR |TDA|IND | VP|GEL| GL| MA| IN | SO|RH [ SA|[ ME| A [ AR| OX
PG| H C T S E U N (e] R Al C (L M A
Y
Buttiauxella agrestis 0 0 8 251 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 9 99 0 0
0 0 0 0
0
Cedecea davisae 99 89 B 99 0 0 0 0 89| B 0 N 10 0 0 00 0 0 0
0 0 0
Cedecea lapagei 99 99 B 0 0 0 0 0 90| B 0 99 B 0 0 0 1 0 0
0 0
Citrobacter braakii 50 451 0 99 8 1 0 4 0 0 0 0 1 1 9 99 99 0
0 0 0
0
Citrobacter freundii 9 241 0 0 1 0 1 0 0 0 el 25 [ [ 99] 99 8 4 99 0
0 0 0
Citrobacter koseri/famalonaticus 99 0 0 9 0 1 0 99 0 0 0 0 BEER 99 99 il 98 99 0
0 0 0
Citrobacter koseri/farmeri 9 2 0 ool 25| O 1 0 99 0 0 0 0 1 99 99 99 80 99 99 0
9 0 0
Citrobacter youngae 50 O 1 8 80 0 0 1 0 0 0 0 0 9 00 0| 25 0 0
0 0 0 0 0
0
Edwardsiella hoshinae 0 0 00| 9 S0 &)l o 0 99 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0
9 0 0 0
Edwardsiella tarda 0 0 00| 99 1 0 0 99 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0
Enterobacter aerogenes 99 0 ) 9 8 0 1 0 0 8 0 99 99 9 99 99 P99 99 9 99 0
Enterobacter amnigenus 1 99 0 9 40| O 0 0 0 0 0 0 0 1 O] W99 99 9 99 0
9 0 0 0 9
Enterobacter amnigenus 2 99 80 B 99 80 | 0 0 0 0 0 0 0 99 0 1 99] 9 99 0
0 0 0 9
Enterobacter asburiae 0 0 99 80| 0 0 0 10| 0 0 99 I3 00| M 99 0 00 0
0 0 0
0
Enterobacter cancerogenus 0 0 99 99 | 0 0 0 89| I 0 0 0 1 0 1 1 00 0
0 0 0 0 0
0
Enterobacter cloacae 98 8 1 9 90 | M 1 0 0 8 0 99 99 YA 90 8 96 90 9 ) 0
9
Enterobacter gergoviae 99 N 32 0 0 99] BN 0 90| B 0 99 X 1 o] B°9 of 9 00 0
0 0 0 0 9
Enterobacter intermedius 99 0 0 9 1 0 0 0 0 2 0 0 9 0 88 99 N 00] 9 99 0
9 0 9
Enterobacter sakazakii 0 96 9 94| B 1 0 25 9 10 0 00 8 9 99 99] 9 99 0
0 0 9 9
Escherichia coli 1 90 1| 74| 70 0] 1 3 0 MEE 0] 0 99] 98 M ° 7l 36 3 99 0
Escherichia coli 2 26 1145 20 0 1 1 0 5 0 0 99 90 IR 42 30| 3 3 1 70 0
Escherichia fergusonii 9 1 99 1 0 0 0 99 0 0 0 99 0 8 0 1 99 99 )
6 0 0 99 99 N
0
Escherichia hermannii 0 1 00 1 0 0 0 99 0 0 0 0 0 0 il 25 0
0 0 0
0
Escherichia vulneris 30| 50 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 9 7 9 9 99 0
0 0 0
0
Ewingella americana 9 0 0 0 0 0 0 0 9 1 99 99 B 0 1 0 1] 50 1 0
Hafnia alvei 1 0 [ EE B 50| O 10| 0 0 50| O 9] 99 M 1 99| M 0 | 25 EEE 0
Hafnia alvei 2 50 [l Wool Moo 1] 0 1 0 0 10 O 99] 98 N 1 1 0| O 1 0
Klebsiella oxytoca 9 0 o O 89| I sl O 99 80 0 00 9 0 99 o9 0 00 0
9 0 9 0 0 0
0
Klebsiella pneumoniae ssp 9 18 25| 1 18| 0 1 0 0 1] 0 ] Il 57 [ 66 58| 20 80| 9 8 0
ozaenae 4
Klebsiella pneumoniae ssp 9 ol 73] O 86| 0 0 90| B 0 99 9 99 oc 99 99] 9 99 0
pneumoniae 9 0 9 9
Klebsiella pneumoniae ssp 1 o[ O 0 o o 0 0 0 o[ o 99 00 9 90 1 10 0
rhinoscleromatis 0 9
Kluyvera spp 9 0| 25 e 60| O 0 0 80 0 0 0 99 B 25 9: 89 99 9 99 0
9 0 9
Leclercia adecarboxylata 9 0 0 0 0 0 1 0 99 0 1 0 99 B 2 oo} 66 99] 9 00 0
9 0 9
Moellerella wisconsensis 9 0 0 40| O 0 0 15 1 0 0 1 0 0 0 00] 9 0 0 0
0 9
Morganella morganii 1 0| 10 [ 111 99] 0 99 ol O 99 0| O 0 0 1 0] 0 0 0
Pantoea spp 1 8 1] 0 0 13| 0 1 0 1 9] 1 0 LN 1 [ 26| 1 R 26 59 | 61 0
0
Pantoea spp 2 99 1 0 0 29| B 1 0 58 62| 4 0 99 PEN 8 oC o8 8 99 99 0
0
Pantoea spp 3 99 1 0 0 211 0 1 0 1 Sl 15 0 99 KL 1 97 I° 23| 6 9 0
0 )
Pantoea spp 4 8 1 0 0 29| O 1 0 59 1 1 99 O 10 | 32 el 72 89] 99 99 0
6 0
Proteus mirabilis 1 0 0 9 50 99 o8 1 10E 9 0 0 0 0 1 0 0 0 0
9 8
Proteus penneri 1 0 0 0 1120 00| 99 0 0 5 99 0 0 0 0 0 1 0 0
0 0
0
Proteus vulgaris group 1 0 0 0 120 & 99] o9 9 0 7 99 1 1 0 1 8 0 | 66 1 0
4 9
Providencia 0 0 0 0 0 0 00] 99 0 0 99 1 1 0 0 1 0 0 1 0
alcalifaciens/rustigianii
Providencia rettgeri 1 1 0 0 741 0 99 P9 90 0 0 98 8 1 50| 25 0 | 40 1 0
Providencia stuartii 1 o] O 0 8 0 [ 30| EE B 0] 0 98 3 B 0 0 [ 15 o o 0 0
0
Rahnella aquatilis 0 0 0 50| O 0 1 0 99] I 0 0 0 98 99 10 98 0
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0 0 0 0 0
0
Raoultella ornithinolytica 0 EEEE El 0 TEEE| © Gl 65| O 0 00 9 00f 10] 10 100 10 10 [
0 9 0 0 9 0 0 0 0
0
Raoultella terrigena 0 99] I 52| 0 0 0 0 0 99 99 9 99 99 0 00 10 99 0
0 9 0
0 0
Salmonella choleraesuis ssp 98 9 9 e | O 0 1 ofo 0 99 G 99 99 8 Bl ©9 0
arizonae 8 0
Salmonella choleraesuis ssp 0 15 & N EE 6 | 64 0 0 0 0 0 0 99 B 98 99 201 O 0 0
choleraesuis 0
Salmonella ser.Gallinarum 0 1 00| 8 0] 25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
0 0 0

API20 E V4.1 ON AD LD O CI H2 UR
T

>3
=4
S

VP GE GLU MA IN SO RH SA MEL AM
L N (0] R A C Y

Salmonella ser.Paratyphi A

99 Il 99

Salmonella ser.Pullorum 100

Salmonella typhi

99 Il ©°

Salmonella spp

100 99

Serratiaficaria

Serratiafonticola

Serratialiquefaciens
Serratiamarcescens
Serratia odoriferal
Serratia odorifera2
Serratia plymuthica

ol O o] oo O O

Serratia rubidaea

Shigella spp

Shigellasonnei
Yersinia enterocolitica

Yersinia frederiksenii/intermedia

Yersinia kristensenii

Yersinia pestis

Yersinia pseudotuberculosis

Aeromonas hydrophila gr. 1

Aeromonas hydrophila gr. 2

Aeromonas salmonicida ssp
salmonicida

Grimontia hollisae

Photobacterium damselae

Plesiomonas shigelloides

Vibrio alginolyticus

Vibrio cholerae

Vibrio fluvialis

Vibrio mimicus

Vibrio parahaemolyticus

Vibrio vulnificus

o| o O] O| O O [=] o] o] Ne) (=]

Pasteurella aerogenes

Pasteurella multocida 1

Pasteurella multocida 2

[ (=]

N o|o
~

- omE

Pasteurella pneumotropica/
Mannheimia haemolytica

Acinetobacter ] 0
baumannii/calcoaceticus

o
P
©
©

o o|lorja sl

ol o©

Bordetella/Alcaligenes/Moraxella 0
Spp *

ol o o
(=]

=

w

Burkholderia cepacia 50

Chromobacterium violaceum 0 m 0

=
(=]

99

Chryseobacterium indologenes 5

o| o| o|o
O O] O o o o

0
Chryseobacterium 0 [0
meningosepticum

Eikenella corrodens 0

100]

Myroides /Chryseobacterium 0
indologenes

=
~
(&3]
| O] O

Ochrobactrum anthropi 15 0

Pseudomonas aeruginosa [ 39

Pseudomonas luteola 86 75

Pseudomonas oryzihabitans 25 1 10

0
0
0
Pseudomonas fluorescens/putida 0 [ 0
0
0
0

Non-fermenter spp

0 75

s
-
(9]
o
S
o|o|o|lo|o|o|lo|o| oo o|o|ol »
o|o|o|r|r|o|lolo| oo o|o|o| o of o
o|o|r|r|r|ololo| oo o|lo|o| o of o
o|r|r|o|r|olr|o| oo oo
Bl N e
o|lo|rBlHINIBlo] ool olo|o| o o
o|lo|r|o|r|r|r|lo| ofol o|lo|ol ~| o

o|o|o|o|c|o|o|+| oo
o|o|o|o|o|o|o|o] oo
N
o
I
W)
o|o|o|o|oc]o|o|o| oo

0 90 [

0 0
1 1
Shewanella putrefaciens group 0 0 0
Stenotrophomonas maltophilia (7) 0 W
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