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TRI

ABREVIATIONS

Amoxicilline / acide clavulanique

American type culture collection

Béta-lactamases a spectre élargi

Bordeline Staphylococcus aureus

Céphalosporines a haut niveau

Concentration minimale qui inhibe 50% des souches
Concentration minimale qui inhibe 90% des souches
Gélose au sang cuit

Intermédiaire

Inhibiteur de béta-lactamases

Modified Staphylococcus aureus

National commitee for clinical laboratory standards
Pneumocoques résistants a la pénicilline
Pneumocoques sensibles a la pénicilline
Peénicillinase a haut niveau

Peénicillinase a bas niveau

Résistant

Sensible

Polyanéthol sulfonate de sodium

TEM résistante aux inhibiteur
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INTRODUCTION

Pendant longtemps, les antibiotiques en particulier les béta-lactamines ont été
largement utilisés en milieu hospitalier dans le traitement des infections bacteriennes
notamment les septicémies.

En effet, depuis leur découverte avec comme chef de fil la pénicilline elles ont

toujours fait preuve d’efficacité en thérapeutique anti-infectieuse.
Cependant, I’apparition de souches résistantes aux béta-lactamines et 1’étroitesse de
leur spectre d’activité¢ deviennent de plus en plus inquiétantes et orientent notre étude a
la recherche de produits plus performants.

On aboutit alors a la mise au point de nombreux dérivés d’hémisynthese avec
comme souci permanent d’obtenir des dérives plus performants parce que plus efficaces
et plus stables en présence de secrétions inactivantes de certains germes bactériens
(staphylocoques dorés, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa). Ces secrétions inactivantes ou béta-lactamases entrainent 1’ouverture du
cycle béta-lactame qui est le support de 1’activité antibactérienne des béta-lactamines.

La nécessité de 1’activité bactéricide dans le traitement d’infections sévéres
comme les septicémies, les méningites va orienter notre étude sur la détermination de la
CMI et CMB.

Nous avons voulu, a travers cette étude menée a I’hopital A Le Dantec de Dakar
(HALD), apporter le maximum d’aide possible aux cliniciens, pour le diagnostic des
infections du sang en étudiant la sensibilité des germes aux béta-lactamines.

Cela servira de point de départ a d’autres études comparatives ultérieures afin
d’avoir une vision globale des septicémies dans cet hopital. Et nous essayerons, a partir
de la littérature et de nos résultats, de tirer des conclusions qui seront adaptées aux

conduites a tenir par rapport a ces phénomenes.



PREMIERE PARTIE

I/ DEFINITION

Les béta-lactamines constituent la plus vaste famille d’antibiotique caractérisée
par une croissance exceptionnelle. Cependant a coté des produits naturels obtenus par
fermentation de microorganisme des genres Pénicillium (Pénicillines) et
cephalosporinium acremonium (céphalosporines), de nombreux dérivés d’hémisynthése
ont été mis au point.

Ce sont des bactéricides ayant en commun un cycle béta-lactame qui est le support
de ’activité antibactérienne.

L’ouverture de ce cycle par les béta-lactamases, enzymes secrétées par certains germes

bactériens rend la molécule inactive par formation de dérivés inactifs.

R1—CO - NH R’

o)d N R,

Figure 1: Cycle béta-lactame (11)

11/ CLASSIFICATION

C’est ’'une des familles d’antibiotiques les plus prolifiques. Elles agissent sur la
paroi bactérienne et possedent en commun un cycle béta-lactame responsable de

I’activité antibactérienne.



I1-1 LES PENICILLINES

Leur structure comprend un cycle béta-lactame accolé a un thiazolidine. Selon la nature
des substituants greffés a ce noyau, on distinguera dans ce groupe :

e Les Pénicillines naturelles (G et V)

S CH3
R—-CO - NH :
‘ CH3

S N
O COOH

Figure 2 : Structure des pénames (11)

« Les Pénicillines du groupe A (aminopénicillines) : Amoxicilline — Ampicilline

e Les Pénicillines du groupe M (iso-oxazolyl peénicillines) : Oxacilline -
flucloxacilline

o Les carboxypeénicillines : carbénicilline — ticarcilline

o Les ureidopénicillines : (pipéracilline — azlocilline — mezlocilline)

o Les amidinopénicillines (pivmecillinam)

Lorsque S = O — Oxapéname ou clavame

S’il y a double liaison — Pénémes (Imipéneéme)

S =CH; — Carbapénames



11-2 LES CEPHALOSPORINES

S
CO-HN—(
R1
R
0
COOH
Cycle béta-lactame  Cycle dihydrothiazolidine

Figure 3 : Structure des Céphémes (11)

Lorsque S = O — Oxacephémes
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 chimigue commune.

1° génération : Céfadroxil — céfalotine — céfazoline — céfalexine - céfaloridine

2°me génération : Céfamandole — céfuroxime — céfatrizine — céfaclor — céforadine

3°Mme génération : Céfotaxime - ceftazidime — ceftriaxone — céfopérazone

Large spectre : Céfépime — céfpirome

11-3 LES MONOBACTAMES : AZTREONAM




Sont caractérisés par une forte stabilité en présence de béta-lactamases. Cette

stabilité est due au groupement SO3H encombrant protecteur du cycle béta-lactame.

111/ PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES

(11)

I11-1 LES PENICILLINES

Les penicillines G et V se présentent sous la forme de poudre cristalline blanche
inodore de saveur amere hygroscopique. Les sels sont solubles dans I’eau.

La présence de groupement carboxylique en position 3 du noyau confére aux
pénicillines un caractére acide (pka = 2,5 a 2,75) qui a comme conséquence la possibilité
de formation de sels. Les pénicillines sont instables selon la structure en milieu acide et
en milieu alcalin.

Leur hydrolyse en présence de béta-lactamases conduit a des dérivés inactifs

(acide peénicilloique).

I11-2 CEPHALOSPORINES

La stabilité chimique des céphalosporines dépend aussi de la fragilité de
I’azétidine - 2 - one. La présence d’une double liaison sur le noyau thiazole entre le
groupement carboxyle et R; conduit a une forte mésomérie qui limite la résonance
électronique de la liaison O=C — N et en facilite la rupture.

Les bases ouvrent I’azétidine 2 — one et forment 1’acide céphalosporoique inactif.
En raison du carboxyle en 4 couplé a une double liaison les céphalosporines se

comportent comme des acides o, B insaturés (pka = 1,5 — 2,7). Elles forment des sels



solubles dans I’eau, des esters. La nature de la chaine acylaminée 7 est déterminante
pour la stabilité.

Les céphalosporines sont plus stables en milieu acide que les pénicillines.

I11-3 LES MONOBACTAMES

Les monobactames présentent une activité antibactérienne intéressante due a leur
stabilité. La présence du groupe acide sulfonique fortement négatif en position 1
contribue a I’acétylation des PLP des bactéries a Gram négatif manifestant une activite
transpeptidase. Le groupement a-méthylé en 2 augmente la stabilité aux béta-lactames.

Elles possédent 3 pka (0,7 ; 2,75 et 3,91) qui leur conférent une structure zwitterionique.

IVV/ PROPRIETES PHARMACOCINETIQUES (11, 33, 44)

V-1 PENICILLINES NATURELLES

La pénicilline G, détruite par I’activité gastrique, nécessite la voie veineuse dans
les indications actuelles, en divisant la dose quotidienne en 6 injections continues de 4
heures (demi vie de 30mn). Sa diffusion dans le LCR est faible méme en cas de
méningite. Elle s’élimine rapidement par voie rénale sous forme active.

La pénicilline V, absorbable par voie orale, nécessite 3 ou 4 prises quotidiennes.

V-2 PENICILLINES DU GROUPE A

L’absorption digestive médiocre pour 1’ampicilline, est meilleure pour la bac

ampicilline, la pirampicilline et I’amoxicilline. Leur diffusion est bonne dans la bile,



dans le LCR a forte posologie, médiocre dans la prostate. Leur élimination se fait par

voie biliaire et urinaire sous forme active. La diffusion est extracellulaire.

V-3 PENICILLINES DU GROUPE M

L’absorption orale de cloxacilline et dicloxacilline est meilleure que pour
I’oxacilline.
Leur diffusion est tres faible dans 1’ceil, le tissu cérébral, le LCR et la prostate.

Elles s’¢liminent uniquement par voie urinaire sous forme active.

V-4 CARBOXYPENICILLINES

Concentration seérique élevee : 190mg/l apres injection de 3 g/IV de ticarcilline.
Diffusion meningée insuffisante pour le traitement des méningites a bacilles Gram
négatif.

Demi-vie d’élimination environ 1 heure, élimination rénale prépondérante.

V-5 UREIDOPENICILLINES

Voie parentérale exclusive.

Taux sériques importants (200mg/l pour pipéracilline, 166mg/l pour mezlocilline
apres administration de 2g/1V).

Bonne diffusion méningée (15 a 25%) des concentrations serigques).

Diffusion tres intéressante dans la bile avec taux biliaires largement supérieurs
aux taux sériques.

Demi-vie d’¢limination de 1’ordre d’une heure chez le sujet a fonction rénale

normale.



Elimination urinaire sous forme active inchangée. Il faut adapter la posologie chez
I’insuffisant rénal.
Faible liaison protéique donc les molécules sont ultrafiltrables d’ou la nécessité de

ré injection apres dialyse.

V-6 CARBAPENEMES

L’absorption est quasiment nulle. Il doit &étre administré par voie intraveineuse. La
demi-vie d’¢limination est d’une heure chez les sujets a fonction rénale normale, elle
peut atteindre 6 a 8 heures en cas d’insuffisance rénale. La dose habituelle doit étre
diminuée de moitié. Nécessité de réinjection apres dialyse.

Les concentrations tissulaires sont au dessus des CMI de la plupart des pathogénes

habituellement sensibles.

V-7 LES CEPHALOSPORINES

Leur absorption par voie orale nécessite 3 ou 4 prises quotidiennes. Absorption
rapide par voie intra musculaire, environ 30min apres I’administration d’une dose
unique . Leur concentration sérique est élevée (exemple : pour 1g de céfotaxime, la
concentration dans le sérum atteint 20pug/ml). La demi-vie d’élimination est d’environ 1
heure. La diffusion est bonne dans tous les tissus. Pour la céfotaxime 40% adhere aux
protéines du plasma. Environ 60% de la dose administrée se retrouve dans les urines en

24 heures sous forme inchangée ; 20% est éliminé sous forme métabolite.



V/ MECANISME D’ACTION (13, 44, 59)

L’activité antibactérienne d’une béta-lactamine résulte de plusieurs phénomenes
notamment :

- La pénétration des béta-lactamines dans la bactérie

- Leur comportement vis a vis des béta-lactamases péri plasmiques

- Leur interactions avec les PLP

- Lalyse bactérienne : effet bactéricide

V-1 PENETRATION DES BETA-LACTAMINES DANS LA BACTERIE

Les béta-lactamines sont des acides organiques relativement forts (pka = 2,7). Du
fait de leur solubilité dans I’eau et leur complete ionisation en solution,
elles ont des difficultés a diffuser a travers les membranes. Cependant, leur cible se situe
sur la partie externe de la membrane cytoplasmique. La paroi est le seul obstacle entre
les béta-lactamines et leurs cibles. La composition de la paroi, variable selon la nature de

la bactérie déterminera pour une part la sensibilité de la bactérie aux béta-lactamines.

V-2 COMPORTEMENT VIS A VIS DES BETA-LACTAMASES
PERIPLASMIQUES

Le comportement d’une béta-lactamine dans 1’espace péri plasmatique est le
rapport existant entre sa vitesse de pénétration et sa résistance aux béta-lactamases peri

plasmatiques.



En effet, plus les céphalosporines sont stables vis a vis des béta-lactamases , plus

elles ont de la peine a pénétrer jusqu’aux protéines cibles.

V-3 INTERACTION AVEC LES PLP

Les PLP constituent le site d’action des béta-lactamines. Elles représentent les
enzymes impliquées dans la synthese du peptidoglycane (transpeptidase,
carboxypeptidase et glycosulfatransférases). L’inhibition de ces enzymes par les béta-
lactamases se traduit par une inhibition de synthese du peptidoglycane.

L’inactivation des PLP se fait par formation de complexes covalents avec les béta-
lactamines.

L’effet d’une béta-lactamine dépend donc de 1’affinité qu’elle a pour les différents
PLP et en particulier pour la cible essentielle ; car chaque béta-lactamine a une affinite
maximale pour une certaine PLP. Cette affinité est déterminée a faibles concentrations
d’antibiotiques.

Les conséquences de la fixation se traduisent sur le plan morphologique par trois
effets.

- Formation de filaments avec lyse tardive

- Formation de sphéroplastes avec lyse précoce

- Apparition de formes rondes, globuleuses, osmotiquement stables avec lyse

bactérienne tardive.

V-4 LYSE BACTERIENNE : EFFET BACTERICIDE

Les béta-lactamines sont des antibiotiques bactéricides.



Dans la majorité des cas, I’effet bactéricide de béta-lactamines repose sur la mise

en jeu d’autres groupes d’enzymes qui sont impliquées dans la dégradation du

peptidoglycane.

Ces enzymes sont des enzymes du systeme lytique.

VI/ MECANISME DE RESISTANCE AUX BETA-LACTAMINES

VI-1 NOTION DE RESISTANCE

Pour chaque antibiotique, est défini un spectre d’activité, c’est a dire I’éventail des

especes bactériennes « sensibles », susceptibles d’étre inhibées par des concentrations

de cet antibiotique (surtout in vivo, aprés utilisation d’une posologie standard).

Une espece non sensible, qui n’entre pas dans le spectre d’activit¢ d’un

antibiotique est dite résistante.

Cette résistance est liée a un ou plusieurs mécanismes biochimiques, qui implique

[’étude des interactions entre [’antibiotique et les voies métaboliques de la bactérie.

Plusieurs définitions de la résistance des bactéries aux antibiotiques ont été

retenues : selon certains auteurs.

Une souche est dite « résistante» lorsqu’elle supporte une concentration
d’antibiotique, notamment plus ¢levée que celle qui inhibe le développement de
la majorité des autres souches de la méme espece (49).

Une souche est dite résistante lorsque la concentration d’antibiotique qu’elle est
capable de supporter est notamment plus élevée que la concentration pouvant
étre atteinte in vivo (49).

Une bactérie résiste a un antibiotique lorsqu’une modification de son capital
génétique lui permet de croitre en présence d’une concentration

significativement plus élevée de cet antibiotique (17).



Il existe plusieurs types de résistances bactériennes aux antibiotiques.

VI-2 TYPES DE RESISTANCE

VI1-2-1 Résistance naturelle

La résistance naturelle ou « intrinseque » correspond a la résistance de toutes les
souches d’une méme espece ou d’un méme genre bactérien a un antibiotique.

Le mécanisme de cette résistance est variable mais son support génétique est
généralement chromosomique. La resistance naturelle fait partie du patrimoine
génétique habituel des especes.

On peut citer les résistances naturelles de Staphylococcus aureus et des

enterobactéries aux béta-lactamines (penicilline G, ampicilline et céphalosporines).

V1-2-2 Résistance acquise

La résistance acquise correspond a 1’acquisition d’une résistance a un antibiotique
par une souche normalement sensible. Elle n’apparait que chez quelques souches d’une
espece donnée normalement sensible a I’inverse de la résistance naturelle qui est
caractéristique de I’espece (18).

La résistance acquise est évolutive, elle varie en fonction du temps, de la

localisation (épidémie), de 1’utilisation des antibiotiques.

L’acquisition de la résistance peut étre liée a un apport plasmidique ou a une

mutation chromosomique.



Cette résistance acquise observee in vitro et in vivo pour la plupart des bactéries et

des antibiotiques rend nécessaire 1’étude de la sensibilité des bactéries au laboratoire.

VI-3 SUPPORT GENETIQUE DE LA RESISTANCE

La cellule bactérienne contient un matériel génétique double :

- Un chromosome, représentant le noyau de la cellule bactérienne, il est
indispensable a la vie de la bactérie. Ce chromosome est constitué par un long
filament d’ADN pelotonné¢ et qui porte un grand nombre d’informations
genétiques ;

- La bactérie peut contenir, dans son cytoplasme, un ou plusieurs plasmides. Les
plasmides sont des molécules d’ADN bicatenaires circulaires, extra-
chromosomiques ; données de réplication autonome et qui sont transmises de
facon stable au cours des génerations. En général, les plasmides naturels des
procaryotes ne sont pas indispensables a la vie de la bactérie hote.

Le mécanisme de résistance aux antibiotiques est fonction d’une information portée

par le code génétique.
La résistance peut étre codee :
v’ par le chromosome bactérien, elle est dite chromosomique

v' ou par le plasmide, elle est dite plasmidique

VI1-3-1 Résistance chromosomigue par mutation

L’acquisition de la résistance est due a la mutation d’un gene chromosomique.
La mutation correspond a une addition, une délétion ou une substitution de bases
dont la conséquence est une erreur de lecture du code génétique. Cette modification

entraine une résistance soit en rendant la cellule imperméable a ces antibiotiques ; soit



en rendant les cibles pariétales (protéines de liaison a la pénicilline) ou intracellulaire
(ADN gyrase, ARN polymérase, ribosomes), specifiques de ces antibiotiques,
indifférentes a la présence de ou des antibiotiques ; soit en codant pour la synthése
d’enzymes inactivantes.

Ce type de résistance est un phénomeéne spontané, rare (la fréquence des mutants
dans une population donnée est de 10 a 10°) indépendant de I’antibiotique qui n’agit
qu’en tant qu’agent sélecteur en éliminant les populations sensibles ; spécifiques,
héréditaires et stables (les fréequences de réversion sont équivalentes a celles des

mutations) mais non transmissibles en dehors de la progéniture.

V1-3-2 Résistance par acquisition de gene

L’acquisition d’une information génétique sous forme de plasmide entraine la
synthése de protéines nouvelle par la bactérie receptrice. Celle-ci initialement sensible
devient résistante a un ou plusieurs antibiotiques. La résistance peut alors étre due a :

- I’altération de la cible de I’antibiotique

- la modification du transport de 1’antibiotique (baisse de I’import actif ou mise

en ceuvre d’un export actif)

- I’inactivation de I’antibiotique

- substitution de la cible de I’antibiotique

Les plasmides de résistance peuvent se retrouver au niveau du géenome bactérien.
A T’inverse on peut retrouver des transposons initialement localisés au niveau du

chromosome sur des plasmides.

V1-3-3 Résistance par dérépression du gene




Le patrimoine génétique d’une bactérie peut naturellement renfermer un gene
codant pour la résistance a un ou plusieurs antibiotiques (65). Ce géene est cependant
non exprim¢ par suite d’un blocage par le produit du geéne répresseur en amont. Une
mutation du geéne réprimé ou D’action inductrice de certains antibiotiques (béta-
lactamines) peuvent entrainer une dé répression de ce geéne de resistance et vont
entrainer la sélection de souches résistantes aux molécules concernées.

Ce type de résistance est stable si une mutation est en cause mais il régressera
avec retour au phénotype initial a 1’arrét de 1’antibiothérapie si un mécanisme
d’induction est en cause.

VI-4 MECANISMES DE RESISTANCE AUX BETA-
LACTAMINES

Les béta-lactamines agissent en inhibant la synthése de la paroi bactérienne par
fixation sur les protéines de liaison a la pénicilline (PLP) qui sont des enzymes
(transpeptidase et carboxypeptidase) essentielles a la synthese du peptidoglycane.

La résistance acquise des bactéries aux béta-lactamines peut étre la conséquence
de trois mécanismes distincts :

- D’imperméabilité de la paroi bactérienne a I’antibiotique,
- D’inactivation de la molécule par une enzyme ouvrant le cycle béta-
lactame,

- la modification de I’affinité¢ des PLP pour I’antibiotique.

VI1-4-1 Résistance par production d’enzyme (5, 16, 19)




La production d’enzymes capables d’inactiver les béta-lactamines demeure le
mécanisme de résistance le plus largement distribué parmi les nombreuses espéces
bactériennes.

La production de béta-lactamases est observée chez presque toutes les especes

bactériennes.

Les béta-lactamases sont des enzymes d’inactivation du cycle béta-lactame.

La découverte dés 1940 d’extraits bruts de bacilles a gramme négatif (Escherichia
coli) inactivant la benzylpenicilline montra 1’existence d’un mécanisme de résistance par
synthese de « pénicillinase ».

La pénicillinase de Staphylococcus aureus sera mise en évidence en 1944,

La diversité des béta-lactamases oblige a une identification de plus en plus précise
permettant de les classer.

Plusieurs classifications ont été proposees selon leurs propriétés physico-
chimiques, la nature de leurs inhibiteurs, leur localisation génétique (plasmide ou
chromosome), leur héte habituel, la séquence nucléotidique de leurs génes ou leur
composition en acides aminés, leur localisation bactérienne (exo cellulaire ou péri
plasmiques), leurs affinités pour les différents substrats (15, 62).

Le tableau | propose une classification schématique des principales béta-
lactamases des germes aérobies d’intérét médical qui bien que non exhaustive permet
une visualisation synthétique (44).

La possession par une bactérie d’une ou de plusieurs de ces enzymes va lui
conférer un phénotype de résistance aux béta-lactamines spécifiques dont la
connaissance est primordiale dans le choix d’un traitement par cette famille
d’antibiotiques (tableau I1) (44).

e Les pénicillinases
Elles hydrolysent préférentiellement les pénicillines. Une faible action peut étre

observée avec les céphalosporines de premiere génération.



Les genes codant pour les pénicillines sont portés essentiellement par les
plasmides. Cependant on retrouve chez Klebsiella pneumoniae une enzyme type
pénicillinase SHV-1 dont le support génétique est le chromosome.

Ces pénicillinases sont fabriquées en permanence par la bactérie en 1’absence de
tout inducteur (constitutives).

Il existe une tres grande variété de pénicillinases : TEM, SHV, OXA, PSE. Elles
peuvent étre spécifiques a un genre (pénicillinases de Staphylococcus aureus) ou
largement distribuees.

L’enzyme de type TEM est retrouvée chez Haemophilus, Neisseria, Pasterella,
Pseudomonas et les entérobactéries.

Elle inactive les aminopenicillines, les carboxpenicillines, les ureidopenicillines et
les premieres céphalosporines.

Depuis 1983, des béta-lactamases ayant un spectre tres large sont apparues :
ce sont des béta-lactamases a spectre étendu (BLSE) (66).

Elles inactivent entre autres les céphalosporines de type oxyimine. La plupart de
ces enzymes sont des mutants de TEM ou SHV (avec des substitutions d’acides aminés
proches du site enzymatique, ce qui entraine une affinité et une hydrolyse augmentée
propre aux béta-lactamines utilisés actuellement a 1’hdpital. Ces béta-lactamases sont
retrouvées chez de nombreuses entérobactéries : Klebsiella, Escherichia, Salmonella,
Serratia (62, 66).

Elles peuvent s’exprimer a bas niveau ou haut niveau conduisant a des phénotypes
de résistance tres hétérogenes.

Le phénotype « céphalosporinase bas niveau » correspond généralement au
phénotype sauvage de 1’espece.

Le phénotype « céphalosporinase haut niveau » correspond aux souches sécrétant
des enzymes qui hydrolysent des béta-lactamines a 1’exception de ’imipenem et du

mecillinam.



Ce phénotype est retrouvé essentiellement chez certaines entérobactéries
(Serratia, Enterobacter, Morganella) et chez les Pseudomonas ou ce mécanisme de
production de béta-lactamases inductibles ne se fera qu’en présence d’un inducteur qui
est tres souvent une béta-lactamine. Il existe cependant des inducteurs non spécifiques
qui ne sont pas des béta-lactamines.

L’autre moyen de produire plus d’enzymes serait la sélection de mutantes. La
mutation se traduit par la production constitutive d’une quantit¢ 100 a 5.000 fois plus
importante que le phénotype « céphalosporinase bas niveau ».

Autres que les béta-lactamases, des enzymes comme les estérases coupent la
chaine latérale des céphalosporines. Les amidases hydrolysent la chaine latérale des
béta-lactamines et libérent 1’acide amino-7-céphalosporanique dans le cas des

céphalosporines et 1’acide amino-6-pénicillanique dans le cas des pénicillines.



Tableau I : Classification schématique des principales béta-lactmases des bactérie essentielles aérobies a Gram négatif (44)

CHROMOSOMIQUES

l

PENICILLINASES

CONSTITUTIVES

- K.pneumoniae
(SHVY)

- K.oxytaca

- C.koseri

- C.amaonaticus

- P.vulgaris

- K.ascorbata

- M.catarrhalis

DEREPRIMEES A
HAUT NIVEAU

K. oxytoca

P. vulgaris

C. koseri
C.amalonaticus
K. ascorbata
P.penneri

CEPHALOSPORINASES

Shigella spp

Salmonella spp
P..mirabilis

B. fragilis ( cefuroximase)

CRRBAPENEMASES

- S.maltophilia

- S.marcescens

- P.rettgeri

- A.baumannii

- Aermonas spp

- Flavobacterium spp

- E.cloacae

- P. aeruginosa

PENICILLINASES
LARGE SPECTRE

E.aerogenes
C.freundii

S.marcescens
M.morganii
Providencia spp
P.aeruginosa
A.baumannii
P.vulgaris

PLASMIDIQUES

[CONSTITUTIVES INDUCTIBLES -TEM 1, TEM 2
-0XA1,2,3,4... SHV
E.coli ( tres bas niveau ) E.cloacae -SHV 1

Neisseria spp
Haemophilus spp
Enterobacteriaceae

PSE 1, 2,3,4
P.aeruginosa

TRI

E. coli

K. pneumoniae

P. mirabilis

Klebsiella spp

SPECTRE ETENDU
(BLSE) Pénicillinases

TEM 3 —»EM n
SHV n
PER,CTX,VEB,GES
BES
0OXA 11,14 a 18....
Les entérobactéries :
K.pneumoniae (++)
Enterobacter spp (++)
autres
P.aeruginosa

CEPHAMYCINASES

E.coli

CMI-1et 2, MIE -1
MOR1,ACC-1,BIL-1
FEC-1, MIR-1.....




Tableau Il : béta-lactamine actives et inactives sur les souches de béta-lactamases (4)

TYPES DE BETA LACTAMASES ESPECES BACTERIENNES

Béta-lactamases plasmidiques Bactéries a Gram négatif

BETA LACTAMINES INACTIVEES

Aminopénicillines,

a spectre large

Carboxypenicillines
Ureidopenicillines,
CIG, CIIG

BETA LACTAMINES NON INACTIVEES

Céphamycines, CIIG,
Carbapenemes, Monobactames,
Cefepime, Cefpirome

BLSE ! de type TEM / SHV

K.pneumoniae

E.coli, C.freundii, S.marcescens

Enterobacter spp
P.aeruginosa

Aminopénicillines,

Carboxypénicillines,
Ureidopenicillines

CIG, CIIG ,CIIG
Monobactames, Cefipime

Cefpirome

Céphamycines,
Carbapenemes,
B- lactamine + IBL

Cephalosporinase
chromosomique
dereprimee

M.morgannii
E.cloacae, C.freundii
P.aeruginosa
S.marcescens
P.rettgeri

P. stuarttii

Aminopénicillines,
Carboxypénicillines
Ureidopenicillines
CIG, CIIG ,CIIG
Monobactames
Céphamycines

Carbapenemes
Cefepime , Cefpirome
('selon antibiogramme)

Cephalosporinase

K.pneumoniae

Aminopénicillines

Carboxypénicillines

Carbapenemes

Plasmidique E.coli Ureidopenicillines Cefepime, Cefpirome

de type Amp® P.mirabilis CIG, CIIG ,CIIG (selon antibiogramme)
Monobactames, Céphamycines

Carbapenemase S.maltophilia, B.fragilis Aminopenicillines,

Chromosomique

S.marcescens (rare)
E. cloacae (rare)

Carboxypénicillines
Imipeneme

Variable, a tester

Carbapenemase plasmidique

P.aeruginosa

Aminopénicillines
Carboxypénicillines
Imipeneme

Aztréonam
Pipéracilline




V1-4-2 Reésistance non enzymatigue

Les mécanismes de résistance non enzymatique different selon les bactéries a

Gram positif ou négatif.

o Chez les bactéries a Gram positif

C’est la modification des PLP qui représente le mécanisme principal de la
résistance non enzymatique chez ces bactéries (36).

Plusieurs PLP sont présentes dans chaque espéce et parmi celles-ci, il existe
géneralement une PLP dite « essentielle », dont I’affinité pour les béta-lactamines est
corrélée a la CMI (42).

Plusieurs types de modifications peuvent étre rencontres :

v' La diminution de I’affinité de la PLP essentielle pour les béta-lactamines. Dans
ce cas, elle est diminuée pour toutes les béta-lactamines mais de maniére inégale
selon les molécules.

v’ L’augmentation de la quantité chez les entérocoques

v' L’acquisition dune nouvelle PLP qui va prendre le role de PLP essentielle. C’est
le cas de Staphylococcus aureus résistante a la méthicilline. La resistance aux
béta-lactamines par modification des PLP est croisée pour toutes les béta-

lactamines (36).

o Chez les bactéries a Gram négatif

La structure particuliere des bactéries & Gram negatif leur confére un ensemble de
mécanismes biochimiques de résistance aux béta-lactamines qu’on peut trouver chez les
bactéries a gram positif.

v Role de la perméabilité dans la résistance des bactéries Gram négatif aux béta-

lactamines.



Il existe au dessus du peptidoglycane une barriere de diffusion liée a la présence
de la membrane externe.

Chez ces bacteéries, la pénétration des béta-lactamines, molécules hydrophiles, a
travers la membrane externe constituée de phospholipides s’effectue a travers les porines
qui sont des canaux protéiques remplis d’eau.

La sensibilité aux antibiotiques dépend du nombre de porines fonctionnelles.

v' ROle des PLP dans la résistance des bactéries a Gram négatif aux béta-
lactamines.
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 I’efficacité de I’antibiotique.

V1-4-3 Phénotypes de résistance des Cocci a Gram positif

aux béta-lactamines (44)

VI1-4-3-1 Résistance des Staphylocoques aux béta-lactamines

La production d’une pénicillinase plasmidique, inductible inactive les pénicillines
A et G, les carboxypénicillines et les ureidopeénicillines. Cette pénicillinase est inactivée
par les inhibiteurs de pénicillinase (acide clavulanique, sulbactam, tazobactam).
Les pénicillines M et les céphalosporines ne sont pas inactivées.
La résistance a la méthicilline peut étre due par plusieurs mécanismes :
- Modification de la cible : par production anormale de PLP codée par en gene
chromosomique mecA.
- Hyperproduction de Béta-lactamases de certaines souches (souche BORSA)
- Production de méthicillinase



- Modification des PLP :autres que la PLP 2a souche (MODSA) souches

résistantes a bas niveau a 1’oxacilline et non productrices de Béta-lactamases.






Tableau 111 : Phénotypes de résistance acquise des Staphylocoques aux Béta-lactamines (44)

Pénicilline G Pénicilline A antibiotiques, inhibiteur [Peénicilline M | Céphalosporines
Carboxy pénicilline de Béta-lactamase Carbapénemes
Uréidopénicilline Sauvage
Sauvage S S S S
Penicillinase R S S S
Modification
des PLP, géne MecA R R
BORSA (rare) S/R
MODSA (rare) S R S




Meéthicillino résistance (ou oxacilline et dérivées) (40)

C’est en 1960 que les premicres souches de Streptococcus aureus
résistantes a la méthicilline (S.A R.M) ont été observées en Angleterre.

La particularité de ce type de résistance est liée a son expression «
hétérogene ». Ce qui veut dire que seule une fraction de la population est
capable d’exprimer la résistance : en moyenne une bactérie sur 10* a 10°
exprime la résistance.

Chez les S.A.R.M, la résistance a la méthicilline est due a la synthese
d’une nouvelle PLP appelée PLP2a pour laquelle les Béta-lactamines n’auraient
qu’'une faible affinité. Cette syntheése serait inductible, expliquant ainsi le
caractere plus ou moins hétérogéne de la résistance en fonction de la souche, de
I’antibiotique étudié et des différents facteurs préalablement cités.

La resistance a la méthicilline est croisée avec celle de toutes les autres
Béta-lactamines in vitro mais aussi in vivo.

Les S.A.R.M sont producteurs d’'une pénicillinase sauf quelques rares
souches. lls sont toujours résistants a la Streptomycine, aux tétracyclines, aux

sulfamides et généralement a l’érythromycine.

V1-4-3-2 Phénotypes de résistance de Streptococcus

pneumoniae aux Béta-lactamines (44)

La résistance du pneumocoque aux antibiotiqgues notamment a la
pénicilline G, ne fait qu’augmenter d’année en année et s’étendre a travers le
monde.

Cette résistance est d’origine chromosomique et due a des modifications
qualitatives et quantitatives des PLP.

La resistance a la penicilline est croisee a toutes les Béta-lactamines mais

s’exprime a des niveaux différents selon les molécules.



La détection de cette résistance s’effectue par dépistage par un disque

d’oxacilline chargé a Spg.

Tableau 1V : Activité comparée de différentes Béta-lactamines sur
les pneumocoques de sensibilité diminuée a la pénicilline G (CMI de la
pénicilline G> 0,06mg/l) (44)

Béta-lactamines plus Béta-lactamines moins actives

actives Peénicilline
Imipéneme Ampicilline Pipéracilline
Amoxicilline Cefpodoxine Cefuroxime

Céfotaxime Céfoperazone

Ceftriaxone Oxacilline
Céfixime
Céfaclor
Céfotétan

VI1-4-4 Phénotypes de résistance des bacilles a Gram négatif

VI1-4-4-1 Phénotypes de résistance des entérobactéries

aux Béta-lactamines

Les groupes d’entérobactéries de sensibilité naturelle aux Béta-
lactamases

déterminent les phénotypes sauvages.
Les entérobactéries sont classées en 4 groupes selon leur sensibilite

naturelle aux Béta-lactamines.

e Groupe | : Escherichia coli, Proteus mirabilis, Salmonella spp, Shigella
Spp



Tableau V : Phénotypes de résistance des germes appartenant au Groupe | (44)

Antibiotiques Phénotype |PB |PHN |Céphalosporinase| TRl |BLSE|CHN
sauvage N
Aminopénicilline S R R R R R R
Aminopéni + IBL S I/R R R R R
Carboxypeénicilline S R R S R R R
Uréidopénicilline S I/IR | I/R S R R R
CSP I S I I/R R S R R
CSP Il S S | SIR S S R R
CSP 111 S S S S S R
CCSP Il + IBL S S S S S R
Céphamycines S S S/R S S R
Céphalosporines a
large spectre S S S S S R S
Carbapénémes S




e Groupe Il : Klebsiella spp, C. koseri, C. amalomactimus, E.hermanni

Tableau VI : Phénotypes de résistance des germes appartenant au groupe Il (44)

Antibiotiques Phénotype sauvage (= PBN) |PHN BLSE |CHN
Aminopenicillines R R R R
Aminopéni + IBL S R R R
Carboxypeénicillines R R R R
Uréidopénicillines I R R R
CSP 1 S R R R
CSP I S I/R R R
CSP Il S S R R
CSP Il + IBL S S S R

céphamvcines S S S R
CSP a large spectre S S R S
Carbapanémes S S S S




e Groupe Il : Enterobacter spp, Citrobacter spp, Morgella spp

Tableau VII ;. Phénotypes de résistance des germes appartenant
au Groupe 111 (44)

Antibiotiques Phénotype sauvage = PBN PNH [BLSE |CHN
Aminopenicillines R R R R
Aminopéni+IBL R R R R
Carboxypeénicilline S R R R
Uréidopénicillines S R R R
CSP 1 R R R R
CSP I S/R R R R
CSP Il S S R R
CSP 1I1+IBL S S S R
Céphamycines S/IR SIR | SIR R
CSP a large spectre S S R S/l
Carbapénémes S S S S

e Groupe IV : Yersinia enterocolitica.




Tableau V111 : Phénotypes de résistance des germes appartenant
au Groupe 1V (44)

Antibiotiques Phénotype sauvage = PBN |BLSE
Aminopénicillines R R
Aminopéni + IBL R R
Carboxypenicilline R R
Uréidopénicillines I/R R
CSP I R R
CSP I S R
CSP 111 S R
CSP II1+IBL S S
Céphamycines S S
CSP a large spectre S R
Carbapénemes S S

VI-4-4-2 Pseudomonas aeruginosa

Le phénotype sauvage est due a la production d’une céphalosporinase
inductible par les aminopénicilines et les céphalosporines de 1°¢ et 2°me
géneration couplée a une imperméabilité plus ou moins marquée et d’un systeme
d’efflux actif.

Ce phénotype se traduit par une résistance aux aminopénicillines, seules ou
associées a des inhibiteurs de Béta-lactamases et aux céphalosporines de 1° et
2°Mme génération.

Il reste sensible aux carboxypénicillines, aux uréidopénicillines, a certains
CSP I11 aux monobactames et aux carbapénemes.

Les résistances acquises sont liées a des mécanismes enzymatiques
(pénicillinases, céphalosporinases, BLSE) ou non enzymatiques

(impermeéabilite, efflux et cibles).



Tableau IX : Phénotypes de résistance de Pseudomonas aeruginosa aux béta-

lactamines (44)

Antibiotiques

Phénotype

Sauvage

Pénicillinase

CHN

BLSE

OXA

PER

Carbapénamases

Ticarcilline

Ticarcilline Ac clav

Pipéracilline

nunwm

O wn|0

X0 |0

X0 |0

O\n0

W 0|0

Pipéracilline-
Tazobactam

Céfopéraxone

Ceftazidime

Cefepime

Cefpirome

Aztreonam

Imipéneme

nunununununwm

nunununumawm

(D;U%%;U;U;U

"D |0A0|00

|00 00w
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V1-4-4-3 Haemophilus influenzae

La résistance est liée le plus souvent a la production de Béta-lactamases
plasmidiqgue de type TEM qui inactivent les aminopénicillines, les
carboxypénicillines et les uréidopeénicillines.

L’association amoxicilline- acide clavulanique et les CSPIII restent
généralement actives.

La résistance par modification des PLP est due a I’altération d’une ou plusieurs

PLP et confere un bas niveau de résistance a toutes les Béta-lactamines.

VII/ METHODES DE DETERMINATION « IN VITRO » DES CMI

VII-1 DEFINITION DE LA CMI

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme la plus faible
concentration d’antibiotique inhibant en 18 a 24 heures la multiplication des
bacteries.

Cette valeur permet de classer une souche bactérienne dans les catégories :
sensible (S) : lorsque la CMI déterminée in vitro est inférieure a la ~ concentration
sanguine obtenue apres administration d’une dose utilisable en thérapeutique.
résistante (R) : lorsque la CMI de I’antibiotique est trop élevée pour étre atteinte
in vitro sans utiliser des doses toxiques.

intermédiaire (1) : lorsque, a cause de la valeur élevée de la CMI, les micro-

organismes ne pourront étre atteints avec une antibiothérapie standard, mais pourront
I’étre par un traitement administré par voie générale a forte dose ( possible seulement
avec les produits pas ou peu toxiques ) ou par voie locale, ou encore si 1’antibiotique
se concentre 1a ou sicge I’infection.

La détermination de la CMI d’un antibiotique sur une souche bactérienne peut
étre realisée en recourant a une méthode par dilution ou par diffusion de

I’antibiotique.



VII-2 METHODE PAR DILUTION

C’est la méthode de référence. Elle peut étre pratiquée en milieu liquide ou solide.

VII-2-1 Méthode par dilution en milieu liquide

On prépare une série d’une dizaine de tubes a hémolyse stériles (ou dans les
cupules d’une plaque) dans lesquels on repartit une méme quantité de bouillon
nutritif ensemencé avec une culture de bactéries en phase exponentielle de
croissance, diluée de fagon a obtenir une concentration finale d’environ 10° bactéries /
ml (inoculum microbien optiquement invisible).On distribue ensuite dans chaque
tube a D’exception du premier qui servira de témoin, sous un méme volume, des
concentrations croissantes de 1’antibiotique étudié, en réalisant une gamme de
concentration en progression géométrique de raison 2. Apres incubation a 37°C
pendant 24 heures, on observe macroscopiquement pour déterminer la CML.

Dans un certain nombre de tubes, la culture s’est développé ; un trouble
nettement visible en est la traduction. A partir d’une certaine concentration, il n’y a
plus de culture visible. Le premier tube dans lequel il n’y a plus de culture indique la

CMI encore appelée taux inhibiteur ou taux de sensibilité de la souche étudiée.

VII-2-2 Méthode par dilution en milieu solide

Consiste a incorporer I’antibiotique dans la gélose coulée en boite de pétri,
réalisant comme précedemment une gamme de concentrations croissantes.

La souche est ensemencé en une strie ou en spot a la surface de la gélose.

Ces deux techniques de dilution sont trés laborieuses et ne sont pas

habituellement appliquées a la détermination, en routine, de I’activit¢ d’un grand



nombre d’antibiotiques sur une souche bactérienne. La méthode par diffusion

permet de pallier a cet inconvénient.

VII-3 METHODE PAR DIFFUSION (ANTIBIOGRAMME : METHODE
DES DISQUES)

Des disques de papier buvard imprégnées d’une quantité d’antibiotiques sont
déposés a la surface d’un milieu gélosé préalablement ensemencé avec une
suspension de bactéries ( inoculum 10° bactéries / ml) en phase de croissance
exponentielle. A partir du disque, DPantibiotique diffuse dans la gélose sa
concentration €tant d’autant plus faible qu’on s’¢loigne de la source (gradient de
concentration).

Apres incubation du milieu de culture (18 heures a 37°C), on constate que
chaque disque est entouré d’une zone d’inhibition de la croissance bactérienne : la
multiplication des micro-organismes s’arréte 1a ou existe dans la gélose une
concentration d’antibiotique supérieure ou ¢gale a la CMI.

Pour chaque antibiotique on mesure le diamétre d’inhibition de la croissance
bactérienne et on en déduit la valeur (approchée) de la CMI de 1’agent antimicrobien

vis a vis de la souche étudiée.

En effet, pour un antibiotiqgue donné, une relation existe entre la valeur du
diamétre d’inhibition de croissance et celle de la CMI, celle ci étant établie par des
études comparatives préalables portant sur un grand nombre de souches appartenant

a des bactériennes différentes.

VIiI-4 MICRO METHODES D’ETUDE « IN VITRO » DE LA SENSIBILITE
DES GERMES AUX ANTIBIOTIQUES

La détermination de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques a été la
premiere des séquences de 1’analyse microbiologique qui a pleinement bénéficié de

I’automatisation.



Les appareils utilisés fonctionnent schématiquement selon deux principes :

¢ Ils miment les tests conventionnels d’étude de la sensibilité (antibiogramme par
diffusion ou détermination de la CMI en milieu liquide)

% Ils comparent la croissance d’un témoin a celle observée en présence d’une ou
plusieurs concentrations d’antibiotiques a I’aide d’indices propres a chaque
machine. La détection de la croissance peut se faire de maniere :

- directe : par turbidimétrie ou par néphélémétrie. La plupart des
instruments utilisés ne détectent un trouble que si la densité
bactérienne atteint 107 bactéries / :ml

- indirecte : ces méthodes permettent d’estimer la biomasse en
mesurant certaines activités enzymatiques bactériennes a 1’aide de

substrats chromogénes ou fluorigénes incorporés au milieu.

VII-5 LE E-TEST® (EPSILLOMETER-TEST)

C’est une technique de détermination de la CMI fondée sur I’utilisation de
bandelettes imprégnées d’un gradient exponentiel prédéfini de I’antibiotique a tester
couvrant une zone de 15 dilutions allant de 0,016 a 256 mg/l ou de 0,002 a 32mg/I
en fonction des molécules. Il a été standardisé conformément aux normes du comite
national des laboratoires cliniques (NCCLS) (55).

Le E-test® associe les caractéristiques des méthodes de diffusion et de dilution

en milieu solide.

Les bandelettes sont des supports inertes, hydrophobes, de 5mm de large et de
50mm de long. Elles sont appliquées sur la surface d’une gélose préalablement
ensemencée avec la souche a étudier.

Apres incubation, I’inhibition de la croissance bactérienne se traduit par la
présence d’une ellipse dont les points d’intersection avec la bandelette définissent la
CML.

Une échelle de lecture imprimée a la face supeérieure de la bandelette, permet

une interprétation rapide (lecture directe de la valeur de la CMI).



VII-6 LECTURE INTERPRETATIVE DE L’ANTIBIOGRAMME

En matiére d’antibiogramme, il ne suffit plus aujourd’hui de travailler
correctement et de transcrire fidelement les résultats bruts. Pour que 1’antibiogramme
soit directement utilisable par le biologiste, il faut procéder a une lecture
interprétative des résultats bruts.

La lecture interprétative de I’antibiogramme consiste a déduire le génotype
d’une bactérie (soit le mécanisme de résistance) a partir de ’expression visible sur
I’antibiogramme (soit le phénotype) et a corriger la réponse brute de 1’antibiogramme
Ceci est possible en ¢tudiant un ensemble judicieusement sélectionné d’antibiotiques.

Ces antibiotiques peuvent ne pas étre utilisés en thérapeutique mais testees,
dans le but de détecter un certain nombre de mécanismes biochimiques de résistance.

L’antibiogramme sera donc congu pour permettre une réponse valable pour

chaque classe de molécule.

VIII/ DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUES DES BACTERIEMIES ET
DES ETATS SEPTICEMIQUES

o Les bactériemies

Elles correspondent a un passage bref et transitoire dans le sang de germes
géneralement peu abondants. Ne donnant lieu en principe a aucune manifestation

clinique.

o Les septicémies

Une septicémie est selon REILLY « une infection générale conditionnée par la
présence constante ou passagere dans le sang de germes pathogenes et de leurs

toxines. Issus de foyers septiques appréciables ou non, ils engendrent des signes



généraux graves tenant a la multiplication de germes dans les organes, a I’action de
leurs toxines, aux effets de leurs toxines, aux effets nocifs des produits de
dégradation cellulaire, tout symptéme laissant au second plan le foyer infectieux

initial ».

Le diagnostic doit passer impérativement par I’isolement du germe responsable
de I’infection :
- au niveau de la porte d’entrée
- dans le sang : par hémoculture

- dans les foyers septiques secondaires

VIIl-1 PRELEVEMENT

VIII-1-1 Conditions préalables au prélevement

La présence des bactéries dans le sang n’est habituellement pas permanente.
En outre leur culture peut étre compromise par la coexistence de substances
inhibitrices dans le sérum (antibiotiques). Certaines regles sont donc a observer pour
leur réalisation :
e prélever le sang dans des conditions rigoureuses d’asepsie ;
e pratiquer la prise de sang a jeun pour éviter la bactériémie post-prandiale ;
e tenir compte de la courbe thermique établie toutes les 3 heures en prélevant au
moment des poussées de fiévre (densité microbienne optimale) ;
o faire les prélevements le plus tot possible dans I’évolution de la maladie ;
e pratiquer des hémocultures si possible avant tout traitement antibiotique ;

e pratiquer plusieurs prélevements dans la journée.



VI1II-1-2 Composition des milieux de culture

Les milieux sont, pour la plupart, constitués d’un milieu de base + inhibiteurs
d’antibiotiques. Pour ces milieux de base, on distingue :

e le bouillon Trypticase-soja: il convient a la plupart des bactéries aérobies
strictes et aéro-anaérobies (Brucella) ;

e le bouillon cceur-cervelle : méme indication ;

e le bouillon Columbia et le bouillon Schaedler, des formules voisines, sont bien
adaptées a la culture des bactéries anaérobies strictes ou facultatives mais ne
sont pas recommandées pour celle des bactéries aérobies strictes.

IIs contiennent des substances réductrices (glucose et chlorhydrate de cystéine).
Il contiennent aussi des substances Tampon (Tri-hydroxymethylaminométhane).

Les additifs sont constitués par les anticoagulants et les inhibiteurs. Les
anticoagulants évitent la formation d’amas de fibrine qui géneraient 1’observation des
bouillons et en emprisonnant les bactéries dans leur trame fibreuse. On en distingue
deux types :

e le citrate trisodique : inhibe la culture de certaines bactéries a Gram + :
concentration : 5% ;

e le SPS (Polyanéthol sulfonate de sodium) : et plus adapté. Il présente en outre
I’avantage des propriétés anticomplémentaires et antiphagocitaires.

Concentration =0,6mg/l car des doses supérieures risqueraient d’inhiber le

développement de certains micro-organismes fragiles.

Les inhibiteurs d’antibiotiques sont treés utiles dans le cas des malades déja sous

traitement. On a :

e [’acide para-aminobenzoique : inhibe les sulfamides ;

e la pénicillinase : detruit la plupart des béta-lactamines ;

e e citrate est antagoniste de la Streptomycine ;

e Lesions Mg?* antagonisent les Tétracyclines ;

e Les SPS antagonisent les polymixines et les aminosides.



VI1I1I-1-3 Conditionnement des milieux de culture

IL se fait dans des flacons ou dans des tubes « Vacutainer ». La plupart des
milieux sont sous forme liquide mais, il est possible d’utiliser des systémes

diphasiques (ballons de Castaneda).

VIII-1-4 Technigue de prélévement

Le sang est recueilli par ponction veineuse, habituellement faite au niveau du
pli du coude chez I’adulte. Chez le nouveau-né et le nourrisson, il faut recourir a
d’autres lieux de ponction : veine épicranienne, veine du cou du pied, veine
ombilicale. Le dispositif de prélevement comprend 2 aiguilles reliées entre elle par
une tubulure en caoutchouc.

Il est nécessaire d’ensemencer un volume important de sang de 1’ordre de 10
ml afin d’obtenir une dilution du 1/10 car le sang posséde lui-méme des propriétés

antibactériennes. Ce volume est de 15 ml chez ’enfant.

VIIl-2 EXAMEN BACTERIOLOGIQUE

De¢s I’arrivée au laboratoire les ballons d’hémoculture sont incubés a 1’é¢tuve a
37°C. lls sont examinés chaque jour. Dans les cas habituels, la culture se développe 1
a 3 jours mais il est de régle de conserver les milieux de culture a I’étuve pendant 10
jours.

En routine de laboratoire, des délais supérieurs ne sont pas observés pour la

recherche éventuelle de Brucella et leptospires (germes de diagnostic difficile).

VI1II-2-1 Examen macroscopigue




La coloration de Gram permet d’orienter sérieusement le diagnostic. La
mobilité lorsqu’elle existe est particuliecrement évidente. Deux cas peuvent se

présenter :

- on peut trouver un seul type de bactéries dans I’hémoculture : on est alors
confronté a une septicémie mono microbienne ;
- on peut observer 2 bactéries différentes a la coloration de Gram. On peut
expliquer ce fait par :
v’ I’établissement d’une septicémie  polymicrobienne due a des germes
pathogenes ;
v le diagnostic de septicémie monomicrobienne doublée du développement

d’une souillure.

VI1II-2-2 Repiquage, Isolement et Identification

Les septicémies sont des infections graves dont I’évolution peut étre rapide.
C’est pourquoi les hémocultures sont des examens urgents. Le choix des techniques
mises en ceuvre doit étre fait en fonction de cet impératif. C’est ainsi que
I’antibiogramme est réalisé directement a partir du bouillon d’hémoculture des
qu’une culture peut y étre décelée.

L’isolement sur gélose permet de vérifier la pureté de la souche qui s’est
développé et de compléter la galerie d’identification, laquelle ne doit €tre interprétée

que si la souche est pure.

VII1-2-3 Interprétation des hémocultures

VII1-2-3-1 Cas d’une hémoculture monomicrobienne

L’interprétation peut étre évidente, la présence de certains germes dans le sang

ne laisse aucun doute sur leur signification pathologique.



Exemple : Salmonella, Streptocoques du groupe A ou C, pneumocoque, Brucella,
Bacillus anthracis, Listeria, Neisseria meningitidis.
Cependant, dans certains cas I’interprétation sera beaucoup plus délicate ; ainsi
le méme germe retrouvé dans le sang pourra :
e soit avoir une signification pathologique et étre considérée comme responsable
d’une septicémie.
e soit concrétiser le développement d’une souillure contractée lors du
prélevement de 1’analyse ;
e soit provenir d’une simple bactériémie éphémeére.
Dans ce cas, les résultats des examens cliniques, la nature du germe isolé, le

résultat d’une nouvelle hémoculture permettent de résoudre le probléme.

VI11-2-3-2 Cas d’une hémoculture polymicrobienne

= Complication d’une septicémie monomicrobienne

Elle peut étre observée lorsque les 2 germes isolés sont impliqués dans le
processus infectieux. Ce phénomene est rare depuis ’avénement de I’antibiothérapie.

Exemple : Staphylococcémie se greffant sur une fiévre typhoide

=  Conséguences de traitement aux immunodépresseurs

Les résistances a I’infection sont alors affaiblies, et cela peut faciliter
I’envahissement de [’organisme par plusieurs especes bactériennes souvent
multirésistantes aux antibiotiques en milieu hospitalier. Un tel processus peut étre

observeé chez les grands bralés ou accidentes.

= Septicémie monomicrobienne doublée du développement d’une

souillure
Certaines bactéries sont trés souvent rencontrées comme germes de

contamination :



- Bacillus (sauf Bacillus anthracis)
- Staphylocoques coagulase + (parfois aussi des staphylocoques coagulase-)
- Corynébactéries saprophytes (fréquentes sur la peau)
- Serratia (dans I’air et sur les téguments)
Cependant sur un terrain tres affaibli, de tels germes peuvent
exceptionnellement €tre a 1’origine de septicémies.
Exemple : Serratia (origine chirurgicale, traumatisée, brdlés) ; Staphylocoques
blancs (origine endocardique ou se développant sur un terrain déficient) ; Bacillus

subtilis (des cas ont été signalés)

= Septicémie polymicrobienne, résultant de [’évolution d’une
péritonite
Elle associe genéralement une ou plusieurs espéeces anaérobies (Bactéricides,

Peptococcus, Clostridium) et aérobie ( Escherichia coli, Enterococcus).

Bien souvent, seul le résultat d’une deuxiéme hémoculture permettra de savoir
si une septicémie est poly ou monomicrobienne. Ceci est important pour le
traitement, la sensibilité aux antibiotiques n’¢tant recherchée que pour les germes

dont la signification pathologique est démontrée.



TRAVAIL PERSONNEL

I/ MATERIEL ET METHODE

-1 MATERIEL

1-1-1 Cadre d’étude

Ce travail a été réalisé au laboratoire de Bactériologie-Virologie de I’Hopital
Aristide Le Dantec (HALD) de Dakar.

I-1-2 Souches bactériennes

Notre étude a porte sur des souches bactériennes identifiées au laboratoire de
Bactériologie-Virologie de I’Hopital Aristide Le Dantec, selon les méthodes

classiques d’isolement et d’identification des bactéries.



Ces souches ont été isolées a partir des hémocultures provenant des differents

services hospitaliers de 1 "HALD.

Les espéeces bactériennes sur lesquelles nous avons travaillé sont :
- Les entérobactéries
- Les bacilles a Gram négatif non fermentaires

- Les coci a Gram positif

I-1-3 Souches de référence

L’utilisation des souches de références permet de vérifier la conformité des
résultats du test.
Les souches de références recommandées par NCCLS (55) sont :
- Escherichia coli ATCC 25922
- Escherichia coli ATCC 35218
- Staphylococcus aureus ATCC 29213
- Streptococcus pneumoniae ATCC 49619
- Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
- Haemophilus influenzae ATCC 49247

I-1-4 Antibiotiques testés

e Amoxicilline

e Amoxicilline / acide clavulanique
e Pénicillline G

e Oxacilline

e Ticarcilline

e Ticarcilline / acide clavulanique
e (Céfoxitine

e Cefixime



e Céfotaxime
e Ceftriaxone
e Ceftazidime

e [mipenem

1-1-5 Matériel pour isolement et identification

Boites de Pétri

Anse de platine

Tubes

Lames porte objet

Microscope optique

Microplaques streptocoques CSB system (Mise au point par le
laboratoire de Bactériologie-Virologie de 1’hopital Aristide Le Dantec)
Echelle MC Farland 4

Pipette de 100

Embouts stériles

Tubes a hémolyse stériles

Etuves

1-1-6  Matériel pour ’étude de la sensibilité

- Applicateurs

- Tubes a hémolyse stériles

- Pipettes Pasteur

- Cassette pour sélection d’antibiotique
- Bandes adhésives

- Autoclave

- Pinces

- Anse de Platine



- Coffret étalon Mac Farland

- Embouts

- pH metre

- Ecouvillons stériles

- Boites de pétri 150 ou 90mm

- Guide de lecture E-test® et nouvelles normes NCC LS
- Paquet d’insertion de bandes

- Spectrophotometre

- Tubes de stockage et dessiccateurs

- Génerateurs de CO; + jarre

- Pipettes et micro pipettes

I-1-7 Matériel pour conservation

Nous avons utilisé pour cela des cryotubes type Nunc®, des portoirs, des

bandes adhésives, un réfrigerateur a —70° C.

1-1-8 Matériel pour exploitation des résultats

Le logiciel WHONET 5 a servi a I’exploitation des résultats.
Il s’agit d’une série de programmes informatiques qui facilite la gestion des
résultats des tests de sensibilité aux antibiotiques de germes bactériens.

Des programmes d’analyse utilisant ces données aident a la meilleure
compréhension de 1’épidémiologie des résistances aux antibiotiques et le
développement de pratiques de prescription rationnelles et de procédures de contréle
des infections.

Ces données pourront étre employées a un niveau local et pourront aider les

laboratoires dans la sélection des antibiotiques en reconnaissant et en soulevant



des problémes de résistance au plan local et en identifiant des problemes de contrdle
de qualité.
Le but du programme WHONET 5 est I’établissement de réseaux nationaux et

internationaux de surveillance continuelle de la résistance sur une échelle assez large.

11/ METHODES

I1-1 ISOLEMENT ET IDENTIFICATION DES SOUCHES

11-1-1 Isolement

Les souches bactériennes ont été isolées chez les malades pour qui on a
effectue une hémoculture lors des pics fébriles.
Ces souches ont été isolées selon les procedés classiques utilises en

Bactériologie.

11-1-2 ldentification

Elle repose sur I’étude des caracteres bactériologiques, biochimiques et

antigéniques.

I1-2 METHODES D’ETUDE DE LA SENSIBILITE

L’étude de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques est toujours d’actualité
et une nécessite quotidienne pour tout prescripteur d’antibiotique qui est oblige d’y
recourir en permanence. Elle compte en priorité une évaluation de 1effet
bactériostatique des antibiotiques par la détermination de la CMI.

La CMI est la plus faible concentration d’antibiotique capable de provoquer
une inhibition compléte de la croissance d’une bactérie donnée appréciable a I’ceil nu,

apres une période d’incubation donnée.



11-2-1 Méthode de détermination de la sensibilité E-test

o Principe

Le E-test est une technique de détermination directe de la CMI qui associe les
caractéristiques des méthodes de dilution et de diffusion en milieu gélosé.

Des bandelettes inertes de 5mm de large et 50mm de long, calibrée par un
gradient de concentrations de I’antibiotique a tester couvrant une zone 0,016 a 256
mg/l ou de 0,002 a 32 mg/l sont déposées a la surface d’un milieu gélosé
préalablement ensemencé avec un unnoculum de la souche a étudier.

L’inhibition de la croissance se traduit par la présence d’une ellipse dont les
points d’intersection avec la bandelette définissent la CMI.

Une échelle de lecture imprimée sur la face supérieure de la bandelette permet

une interprétation rapide.

o Mode opératoire

- Réaliser une suspension bactérienne en faisant passer un écouvillon stérile sur
la culture obtenue sur gelose Trypticase soja ou GSC

- Comparer la turbidité obtenue avec celle de 1’étalon 0,5 de I’échelle Mac
Farland

- Ensemencer la boite de pétri en stries serrées avec la suspension

- Déposer a la surface de la gélose des bandelettes inertes, calibrées par un
gradient de concentrations de I’antibiotique a tester

- Proceder de la méme facon avec la souche de référence

- Incuber a I’¢tuve a 37° C, pendant 18 a 24 heures.

o Lecture



Apres incubation, nous observons que la culture bactérienne est arrétee
lorsque la concentration atteint la CMI. Ainsi nous lisons directement la CMI qui est
définie par I’intersection de ’ellipse avec I’échelle imprimée sur la face supérieure
de la bandelette.

La lecture reste facile lorsque la zone d’inhibition est symétrique .

Cependant, ’observation d’un décrochage dans la zone d’inhibition impose
une lecture par extrapolation de la courbe de I’ellipse.

La présence de colonies doit étre analysé€e. Il peut s’agir d’une résistance
hétérogene, de 1I’émergence de mutants résistants ou d’un mélange bactérien.

L’existence d’une hémolyse sur gélose au sang peut rendre délicate
I’estimation de la CMI et ne doit pas interférer avec la lecture.

Une croissance bactérienne en ligne le long de la bandelette n’a aucune
signification bactériologique et elle est certainement due a une gélose insuffisamment
séchée avant le depot de la bandelette.

Les points d’intersection sur la bandelette peuvent étre asymétriques et dans ce
cas, la CMI correspond a la concentration la plus élevée ayant été lue sur la regle.

Une souche de référence doit étre étudiée en parallele comme contrdle de
qualité, afin d’éviter les erreurs d’interprétations.

11-2-2  Méthode de détermination de la sensibilité par

antibiogramme standard

o Principe



Des disques de papier buvard imprégnées d’une quantité définie
d’antibiotique sont déposés a la surface d’un milieu gélosé (Miiller-Hinton)
préalablement ensemencé avec une suspension de bactéries en phase exponentielle de
croissance antibiotique diffuse dans toutes les directions et il se forme un gradient de
concentrations a partir de la source (disque).

Apres incubation, on constate que chaque disque est entouré d’une zone

d’inhibition de la croissance bactérienne dont le diamétre est plus ou moins large.

o Mode opératoire

Préparation de I’1tnoculum.

A partir d’une culture de 24 heures sur milieu solide, préparer une suspension
d’opacité équivalente a 1’échelle 0,5 Mac Farland ( 108 bactéries par ml) dans de
I’eau physiologique.

Préparer ensuite différents inoculas en procédant a des dilutions en fonction de
I’espece recherchée.
1/10 pour les Streptocoques et les Haemophilus
1/100 pour les streptocoques et les Staphylocoques

1/1000 pour les Entérobacteries et les Pseudomonas



Ensemencement du milieu.

L’ensemencement a été réalisé a 1’aide d’un écouvillon stérile imbibé de la
suspension bactérienne pré calibree.
Au préalable, I’exces de liquide était enlevé par simple pression rotative sur le
rebord du tube.
L’¢écouvillon a été ensuite passé sur toute la surface de la gélose par rotation
de 90°.
I1 faut assurer une bonne distribution de 1’inoculum.
Enfin, les boites ont été déposées sur la paillasse pendant 10 minutes de sorte

que la surface de la gélose soit compleétement séche lors de 1’application des disques.

Application des disques.

Les disques ont été déposées sur la boite a 1’aide de pinces en appuyant

légerement. L’incubation a été faite dans une étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures.
Lecture
Pour chaque antibiotique, le diameétre de la zone d’inhibition est mesuré a

I’aide d’un pied a coulisse. L’ interprétation se fait a 1’aide d’abaques, Diagnostic

Pasteur®.



RESULTATS

111/ RESULTATS ET COMMENTAIRES

[11-1 REPARTITION DES SOUCHES BACTERIENNES

Nous avons travaillé sur 809 souches isolées d’hémocultures entre Janvier
2000 et Décembre 2003. Parmi celles-ci, les cocci a gram positif ont été les plus
representatives avec 562 especes (69%). Ce pourcentage concerne aussi bien les
staphylocoques (38%) et les streptocoques (31%).

Les bacilles a gram négatif représentent 31% avec 247 especes.
Parmi ces bacilles a gram négatif nous avons 161 souches d’entérobactéries
(20%) ; 30 souches de bacilles non fermentaires (4%) et 56 souches de bacilles

fermentaires exigeants (7%).

[11-2 EFFECTIF DES SOUCHES BACTERIENNES TESTEES PAR E-TEST

o Chez les cocci a gram positif

Nombre Pourcentage
Staphylococcus aureus 276 57
148 31

Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pyogenes 59 12



o Chez les bacilles a gram néqatif

Nombre
Escherichia coli 102
Klebsiella pneumoniae 42
Proteus mirabilis 8
Pseudomonas aeruginosa 22
Haemophilus influenzae 55

Pourcentage

45
18

10
24

111-3 PROFIL DE SENSIBILITE DES COCCI A GRAM POSITIF AUX

BETA-LACTAMINES

Certaines Béta-lactamines ont été testées sur les souches.

La majorité des souches appartiennent a cette famille de germes qui est trés

remarquable dans les infections nosocomiales notamment les septicémies. La

plupart des souches sont sensibles a ces Béta-lactamines.

111-3-1 Staphylococcus aureus

Tableau X: Profil de sensibilité des souches de Staphylococcus aureus par E-test.

Code | Antibiotique | Valeurs critiques | Nbre d’isolats

%R

%l

% S

CMlso

CMI 90

OXA | Oxacilline S<2 R>4 275

17,8

0

82,2

0,5

48

L’oxacilline testée sur les souches isolées des septicémies a Staphylococcus

aureus a donné 17,8% de souches méthi R et 82,2% de souches méthi S. Les CMI 50

et 90 vont de 0,5a 48 pg/ml.




Tableau XI : Profil de sensibilité des souches méthi-R aux autres antibiotiques.

Antibiotiques % R % | % S
Gentamicine 8 2,4 89,6
Clindamycine 26,2 4,8 69
Vancomycine 0 2,2 97,8
Pénicilline G 93,1 0 6,9

111-3-2 Streptococcus pneumoniae

L’oxacilline testée en antibiogramme sur les souches de Streptococcus
pneumoniae a donne les résultats suivants :

sur 101 souches testees , 13,9% ont présenté une sensibilité diminuée a la pénicilline.

PRP =13,9%
PSP = 86,1%
Tableau XI1 : Profil de sensibilité des souches de Streptococcus pneumoniae
par E-test.

Code | Antibiotiques Valeurs critiques Nbre d’isolat %R %l %S ClMso ClIMaoo
AMX | Amoxicilline S<2 R> 8 148 195 0 80,5 | 0,032 15
AMC | Amox/Ac clav S< 2 R> 8 111 12,6 0,9 86,5 0,016 16
CTX | Cefotaxime S<0,5 R> 1 129 27,9 0 72,1 0,094 16
CRO | Ceftriaxone S<0,5 R> 1 16 12,5 6,2 81,2 0,023 15

Par E-test, les béta-lactamines testées ont une bonne activité sur les souches de
Streptococcus pneumoniae. L’amoxicilline et 1’association amox + acide

clavulanique sont efficaces sur les souches avec des valeurs de CMls et oo allant



respectivement de (0,032 a 1,5) ; (0,016 a 16). Les CMIs, de ceftriaxone et

céfotaxime sont 0,023 et 0,094.

111-3-3 Streptococcus pyogenes

La pénicilline G testée sur les souches de Streptococcus pyogenes est tres

efficace avec un pourcentage de sensibilité de 98,3%.

[11-4 PROFIL DE SENSIBILITE DES BACILLES A GRAM
NEGATIF

I11-4-1 Les entérobactéries

Cette famille de bactéries reste encore prédominante dans les infections

nosocomiales. La plupart des souches sont apparues sensibles aux Béta-lactamines.

[11-4-1-1 Escherichia coli

Tableau XI11 : Profil de sensibilité des souches de Escherichia Coli par E-test.

Code | Antibiotique Valeurs critiques Nombre d’isolats % R % | % S CMlso CMlgo
AMC | Amox /ac clav S<8 R>32 26 11,5 23,1 65,4 6 24
CTX | Cefotaxime S<8 R>64 102 2,9 59 91,2 0,094 0,5
FOX | Cefoxitine S<8 R>32 5 0 0 100 2 6




Les souches isolées des septicémies a Escherichia coli sont tous sensibles aux Béta-
lactamines utilisées. La céfotaxime, la céfoxitine et I’association amoxicilline / acide
clavulanique se sont montrées efficaces sur les souches de Escherichia Coli. Les

valeurs de CMI de la céfotaxime sont basses (0,094 et 0,5).

[11-4-1-2 Klebsiella pneumoniae

Tableau X1V : Profil de sensibilité des souches de Klebsiella Pneumoniae par E-test

Code | Antibiotiques Valeurs critiques Nombre d’isolats %R | %l | %S CMiso CMilogo
AMC | Amox / Ac clav S<8 R>32 42 95 | 95 81 3 16
CTX | Cefotaxime S<8 R>64 42 24 | 24 | 952 0,064 4
CAZ | Ceftazidime S<8 R>32 2 0 | o | 100 6 6
CRO | Ceftriaxone S<8 R>64 1 0 0 100 8 8

Pratiguement toutes les souches sont apparues sensibles aux Béta-lactamines
(80 a 100%).

La cefotaxime est efficace sur les souches de Klebsiella pneumoniae avec des
CMls et g basses allant de 0,064 a 4ug/ml.

Par antibiogramme [1’association Amoxicilline / acide clavulanique et la
céftriaxone ont été testées sur les souches de Klebsiella pneumoniae. Elles ont donné
respectivement 100% de résistance et 100% de sensibilité.

I11-4-1-3 Proteus mirabilis
Tableau XV : Profil de sensibilité des souches de Proteus Mirabilis par E-test
Code | Antibiotiques Valeurs critiques Nombre d’isolats %R %I | %S CMlss | CMlgpo
AMC | Amox /Ac clav S<8 R>32 8 25 0 75 15 48
CFM | Céfixime S<1 R>4 1 100 | © 0 32 32
CTX | Céfotaxime S<8 R>64 7 0 [143] 857 | 0032 16




La cefoxitine, la cefotaxime et 1’association amoxicilline / acide clavulanique
ont été efficace sur les germes avec un taux de sensibilité de (75 a 100%). Les CMls
de la céfotaxime et de 1’association amox + acide clavulanique sont respectivement
0,032 et 1,5 pg/ml.

Par contre la céfixime s’est montrée inefficace avec une résistance totale des
germes.

Par antibiogramme, seule la céfoxitine a été testée et a donné 100% de sensibilité.

I11-4-2 Bacilles a Gram néqgatif non fermentaires : Pseudomonas aeruginosa

Tableau XVI : Profil de sensibilité des souches de Pseudomonas aeruginosa par

E-test
Code | Antibiotique Valeurs critiques Nombre d’isolats %R %I %S MICso MICgo
AMC | Amox /Ac clav S< 8 R> 32 2 0 0 100 1 6
CAZ Ceftazidime S< 8 R> 32 22 0 4,5 95,5 3 8
IPM Imipenem S< 4 R> 16 21 0 0 100 2 3
TIC Ticarcilline S< 64 R>128 21 52,4 4,8 42,9 96 512
TCC Ticarcilline/ac clav S< 64 R> 128 21 47,6 0 52,4 64 512

La ceftazidime et I’imipenem se sont montrés trés efficaces sur les souches de
Pseudomonas aeruginosa (95 a 100%).

La Ticarcilline seule s ‘est montrée inefficace sur les souches avec une
résistance de 52% et une sensibilité de 43%. La valeur de la CMI s, est de 96 pg/ml.

Son association avec I’acide clavulanique a entrainé une inversion des profils
de sensibilite avec 47% de résistance et 52% de sensibilité. La CMIs, devient
64ug/mil.




I11-4-3 Bacilles a gram négatif fermentaires : Haemophilus

influenzae

Tableau XVII : Profil de sensibilité des souches d’Haemophilus influenzae

par E-test.
Code Antibiotique Valeurs critiques Nombre d ’isolats %R % | %S ClIMsp CMlgo
AMX Amoxicilline S<4 R>8 10 45 0 55 0,11 171
AMC Amox / ac clav S<4 R>8 55 10,9 0 89,1 0,38 16
CTX Cefotaxine S<2 R>4 46 23,9 2,2 73,9 1 16
CRO Ceftriaxone S<2 R>4 9 0 0 100 0,023 1

Sur 10 souches testées, on a 45% de résistance et 55% de sensibilité a
I’amoxicilline avec des valeurs de CMIgy €levées. L’ association amoxicilline / acide
clavulanique reste acquise sur les souches d’Haemophilus influenzae avec des CMls
et CMlg allant de 0,38 a 16ug/ml. La céfotaxime et la ceftriaxone inhibent
respectivement 73,9% et 100% des souches. Les valeurs respectives des CMls, et
CMIlg sont : (1a 16) et (0,023 a 1).




DISCUSSION

Dans cette éetude, les différents résultats obtenus seront comparés avec ceux
obtenus dans d’autres études. Les approches varient d’un service a un autre, d’une
région a une autre, d’un pays a un autre.

Ainsi ’analyse des données permettra de connaitre le profil de sensibilité des
différentes souches bactériennes isolées d’hémoculture, le plus souvent impliquées

dans les infections nosocomiales.

I/ SENSIBILITE DES COCCI A GRAM POSITIF

-1 STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Les résultats obtenus nous montrent que 93,1% des souches de Staphyloccccus
aureus sont résistantes a la pénicilline G.
Une étude gabonaise rapportent a peu pres les mémes résultats avec 82,9 % de
souches resistantes a la pénicilline G (14).
D’autres publications indiquent également des taux de résistance ¢levés
(71,6 % et 91 %) ou haut niveau de résistance a la pénicilline G (2).
Cette résistance des staphylocoques vis a vis des pénicillines peut s’expliquer
surtout par la production de pénicillinase inductible chez ces souches, mais aussi

par la modification de leur cible (40).

Staphylocoques et méthicillino-résistance

La résistance a la méthicilline concerne 17,8% des souches de Staphylococcus
aureus isolées dans notre étude contre 23,9% dans une étude effectuée en 1998.
Bismuth et coll. observent des taux de résistance de 18 a 23% avec un retour a 18%

en 1980, Soussy et Duval rapportent des fréquences variant entre 40% en 1969 et en



1975 puis 20% en 1982 et Thabaut et coll. 18% avec une diminution & 11% en 1977
et 1979 et a nouveau 18% en 1993 (65).

La fréquence des Staphylococcus aureus methicillino-resistant varie selon
I’activité des services, la nature des infections, la politique de prophylaxie et de
thérapie antibiotique suivi dans les hopitaux.

En 2001 ou il y avait une résistance de 90 a 95% ABOSHKIWA a trouve dans
ses travaux d’un CHU a Tripoli, une résistance de 28,6% en 2000 (1, 31).

La résistance a 1’oxacilline peut étre due a une hyperproduction de béta-
lactamases des souches borsa (bordeline Staphylococcus aureus) qui n’ont pas de
résistance intrinseque.

L’association amoxicilline / acide clavulanique et la céfotaxime ont inhibé
respectivement 91,7% et 83,3% des souches. Ces résultats sont comparables a ceux
obtenus dans une étude de 1992 (35).

Les glycopeptides restent parfois les seuls antibiotiques encore actifs.
Drailleurs on a remarqué que Staphylococcus aureus reste sensible aux glycopeptides

qu’il soit résistant ou sensible a la méthicilline.

-2 STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

Germe ubiquitaire de transmission interhumaine, non spécifique. Il est
responsable de 75% des cas de pneumonie communautaire (33).
La pénicilline G et les aminopénicillines restent parmi les antibiotiques les plus
actifs sur les souches de sensibilité intermédiaire qui montrent fréequemment une tres
haute résistance aux cephalosporines orales (7).
Dans notre étude, le taux de sensibilité diminuée a la pénicilline G est de 13,9%.
Une étude de Beijing entre 1994 et 1995 a donné 4% de souches resistantes a la
pénicilline G (28).
De méme des travaux menés a Hong Kong ont montré une augmentation de la

pénicillino-résistance de 5 a 30 % entre 1991 et 1994. Des etudes récentes ont montré



un taux de résistance de résistance de 38% en 2000 ; 20,93% en 2002 30,4% dans
une ¢tude en pays d’Afrique (43).

Une etude multicentrique en France entre 2000 et 2001 a montré une fréquence
de 28,3% et 22,7% des souches de Streptoccoccus pneumoniae respectivement
intermédiaires et résistantes a la pénicilline (32).

La premiére description du pneumocoque présentant une sensibilité diminuée

aux pénicillines date de 1967 a Sydney.

En 1977, des souches possedant un haut niveau de résistance a la pénicilline G et des
souches multirésistantes sont décrites dans les méningites en Afrique du Sud. Depuis
cette résistance a été signalée dans plusieurs pays (46).

Le mécanisme de résistance n’est pas dii a la production bactérienne de
pénicilline, mais a une altération des cibles mémes de la pénicilline (32).
Il s’agit d’une résistance croisée a toutes les béta-lactamines mais s’exprime a des

niveaux différents selon les molécules.

-3 STREPTOCOCCUS PYOGENES

La pénicilline G s’est montrée efficace dans notre étude avec une fréquence de
98,3% de sensibilité. Ce taux est comparable a celui obtenu dans les travaux

d’Edwige avec une sensibilité totale.

Il en est de méme a de nombreux pays : Algérie (53), Tunisie (34), Italie (22)...
La pénicilline G est la molécule de référence des infections a streptocoques du

groupe A.



11/ SENSIBILITE DES ENTEROBACTERIES

[1-1 ESCHERICHIA COLI

Les souches semblent généralement sensibles aux produits testés. Toutefois,
Escherichia coli joue un réle dans les septicémies mais son pouvoir pathogene est
plus marqué dans les infections urinaires communautaires (25).

Les résultats obtenus nous montrent que I’association amoxicilline / acide
clavulanique a inhibé 65,4% des souches. L’¢tude de N. DIA a donné une fréquence
de 57 % en 1998.

L’¢tude de S. Ciss a montré une proportion de souches résistantes de 48 % (20).

Nos travaux confirment une importante diminution de Dactivité des
aminopénicillines sur les souches de Escherichia coli. Les phénotypes montrent que
Escherichia coli produit une PBN (pénicillinase a bas niveau).

A T’instar des autres bactéries, il est observé 1’acquisition de phénomeéne de

résistance dont les mécanismes sont nombreux.

I1-2 KLEBSIELLA PNEUMONIAE

Dans nos travaux, la fréquence de résistance a 1’association amoxicilline + acide
clavulanique est de 81%. L’¢tude N. DIA a signalé un taux de 63% en
1998.D’autres études ont montré 13% a Cotonou ; 11,1% en France en 1992 : 4% en
1994 (26).

Cette tendance pour la résistance aux béta-lactamines pourrait étre expliqué par
le fait que les souches sécréteraient des béta-lactamases de spectre étendu.

Cette constatation a eteé faite par une étude de 1983 en Allemagne, en 1984 en
Tunisie et en 1985 en France (46).

Cette étude montre que parmi les 9 espéces d’entérobactéries productrices de

béta-lactamases a spectre étendu, Klebsiella pneumoniae représente 83% des souches.



Nos études ont montré que les céphalosporines testées sont efficaces sur les
souches de Klebsiella pneumoniae. Contrairement aux études de surveillance menées
aux Etats Unis en 1997 avec un taux de résistance de 23,8% des souches et celles de
1998 au Veénézuéla avec 32,9% de résistance (61). Cette résistance est due a une
production de BLSE (45).

I1-3 PROTEUS MIRABILIS

Les résultats que nous avons obtenus ont montré un taux de sensibilité de 75 % a
I’association amoxicilline + acide clavulanique. Ces résultats sont comparables a
ceux obtenus par S. Ciss (20).

Les travaux de N. DIA ont montré une inactivité des aminopénicillines et les
souches secreteraient une béta-lactamase de bas niveau qui serait inhibée par I’acide
clavulanique. Le spectre de cette béta-lactamase est peu étendu car les souches ont

été totalement sensibles aux céphalosporines de 3™ génération.

111/ SENSIBILITE DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Le bacille pyocyanique occupe une place importante dans les septicémies a
travers les résultats observés dans notre étude.

Son importance est liée : a sa fréquence, a son pouvoir pathogene potentiel, a sa
multirésistance donc a sa morbidité rendant ainsi le pronostic des infections a bacille
pyocyanique trés sombre (51)

La résistance naturelle de Pseudomonas aeruginosa aux béta-lactamines est
importante et les resistances acquises tres frequentes.

Cette resistance naturelle aux aminopeénicillines et aux céphalosporines de la 1°
et 2°™ générations est liée & une production d’une céphalosporine inductible couplée
a une imperméabilité plus ou moins marquée et d’un systeme d’efflux actif

constitutif. Nos resultats sont comparables a ceux décrits par la littérature.



Nous avons obtenu une sensibilité totale des souches vis a vis de I’association
amoxicilline / acide clavulanique ; un taux de résistance de 52,4% a la Ticarcilline.
Une étude francaise en 1992 a donné une fréquence de résistance a la ticarcilline de
29,6% ; cette frequence est analogue a celle obtenue par N. Dia en 1998 alors que les
travaux de S.CISS en 2001 ont donné une sensibilité de 40% vis a vis de la
Ticarcilline (20).

Dans ces travaux 1’association Ticarcilline / acide clavulanique a modifié les
profils avec 100% de sensibilité alors que dans notre étude, cette association
n’apporté qu’une légere modification du profil de sensibilité avec 52, 4%.

Vis a vis de I’Imipenem, aucune souche de résistance n’a été isolée.

Nos résultats sont comparables a ceux de Mboup M. (50) et de N. DIA en 1998.
La sensibilit¢ des souches est restaurée en présence de I’acide clavulanique. La
ceftadixime de 3™ génération est active sur les souches de Pseudomonas

aeruginosa ; nos travaux 1’ont montré.

I1\VV/ SENSIBILITE D’HAEMOPHILUS INFLUENZAE

Les souches isolées dans le cadre de notre travail, sont restées genéralement
sensibles aux béta-lactamines testées malgré 1’émérgence de résistance signalée dans
la littérature (46).

Ce phénotype de résistance est liée a la production de béta-lactamases
plasmidiques de type TEM qui inactive les aminopénicillines (44). La résistance a
I’amoxicilline est de 45%.Ces résultats sont analogues a ceux obtenus lors des
travaux de 1998 (26).

L’association amoxicilline / acide clavulanique et les céphalosporines de 3°M
génération restent généralement actives et notre étude 1’a confirmé de méme que
I’étude multicentrique entre 2000 — 2001 en France (42).

Ces résultats viennent confirmer les résultats théoriques des études menées par
Dagnra, Akoua qui attestent que les souches d’Haemophilus influenzae sont sensibles

aux céphalosporines de 3°™ génération.(3, 24).



CONCLUSION

La decouverte des Béta-lactamines a constitué un grand pas dans la lutte contre

les maladies infectieuses, notammant dans les infections dites nosocomiales.
C’est ainsi qu’on assiste a I’émergence dans nos structures hospitali¢res des bactéries
résistantes a un ou plusieurs antibiotiques. Plusieurs facteurs sont a I’origine de ce
phénomene :
- le développement de mécanismes d’adaptation des germes pathogénes a leur
environnement ;
- D’émergence d’especes inhabituellement pathogenes ;
- l’augmentation du nombre de patients immunodeprimés (infection a VIH,
traitement avec les immunodépresseurs) ;
- ’automédication ;
- le non respect des protocoles d’antibiothérapie par le malade et par le
clinicien ;
- I’instauration d’un clinicien d’un traitement antibiotique en 1’absence probable
d’antibiogramme.

Ainsi la surveillance de la résistance bactérienne aux Béta-lactamines, surtout
dans un environnement hospitalier s’avere necessaire pour mener a bien
I’antibiothérapie.

Le microbiologiste doit fournir a chaque instant des informations utiles sur
I’état de la résistance bactérienne aux béta-lactamines au niveau de chaque structure
hospitaliére .

Dans cette optique, notre étude a porté sur 1’analyse du profil de sensibilité de
809 souches bactériennes a 1’origine de bactériémie. Elles ont toutes ét¢ isolées au
Laboratoire de Bactériolgie et Virologie du CHU A. Le Dantec entre Janvier 2000 et
Décembre 2003.

Parmi les germes isolés 1’analyse des données sur la sensibilité des germes aux

Béta-lactamines permet de dégager un certain nombre de constats.



Des souches bactériennes de cocci a Gram positif sont restés sensibles a la

majorité des Béta-lactamines testées.

Cependant nous avons retrouvé Staphylococus aureus fréquemment a 1’origine
de bactériemies nosocomiales avec un taux de 17,8% de souches meéthicillino-
resistantes.

Une attention particuliere doit étre accordée a ce groupe de Staphylocoques
méthi-R car ils sont trés souvent a 1’origine d’épidémies meurtriéres surtout dans les
services de soins intensifs. Ils apparaissent souvent multirésistants. D’ailleurs la
plupart des auteurs consacrent une grande partie de leurs travaux a [’étude
phylogénique de cette multirésistance.

Il est cependant important de noter que certains antibiotiques comme la
vancomycine constituent un bon recours dans le traitement des infections a
Staphylocoques multirésistants. Aucune résistance a la Vancomycine n’a été observé
dans notre étude, confirmant les travaux réalisés par d’autres scientifiques.

A c6té de ces staphylocoques nous citerons les streptocoques qui constituent
une préoccupation majeure du fait de leur implication dans les endocardites et les
infections nosocomiales. Si les souches de streptocoques A sont restées sensibles a la
pénicilline G, tel n’est pas le cas des autres souches de Streptococcus pneumoniae qui
ont présentés une sensibilité diminuée a la Péni G de 13,9%. Parmi les streptocoques
de sensibilit¢ diminuée a la pénicilline, I’activité des Béta-lactamines peut étre
variable. La pénicilline G et les aminopénicillines restent parmi les antibiotiques les
plus actifs sur les souches de sensibilté intermédiaire.

Quant aux germes a Gram négatif connu pour leur réle prépondérant dans les
septicemies nosocomiales a savoir Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et
Proteus mirabilis sont apparus sensibles a la plupart des molécules de béta-
lactamines. Cependant Proteus mirabilis reste résistant a certaines céphalosporines de
3°Mme génération.

Pseudomonas aeruginosa est 1’un des agents qui occupe une place non

négligeable dans nos isolements et a I’origine d’infections nosocomiales et connu



pour sa multirésistance rendant difficile la prise en charge thérapeutique des
bactériémies dues a ces agents. Néanmoins certaines molécules de

béta-lactamines non moins colteuses constituent un recours dans la thérapeutique
antipyocynique.

D’autres alternatives ont été proposées, basées sur 1’utilisation rationnelle des
céphalosporines de 2°™ génération telles que la Céfixime ou I’association
aminosides-Céfixime dans les infections séveéres a pyocyaniques.

C’est pourquoi dans notre souci constant de lutter contre les infections
nosocomiales nous avons jugé utile de surveiller de fagon rigoureuse I'évolution de la
résistance des principaux germes et de participer a la prise en charge des bactériémies
tant sur le plan diagnostic que thérapeutique avec comme préalable le renforcement
des mesures d’hygiene et de prévention.

A cet effet, les Pharmaciens, les Cliniciens et les bactériologistes doivent
travailler en collaboration en confrontant leurs résultats afin d’établir un bon choix

pour une antibiothérapie adaptée a 1’épidémiologie.



RECOMMANDATIONS

L’analyse de nos résultats nous incite a proposer quelques recommandations au
sein des structures sanitaires.

Trois volets peuvent étre degagés :

e Hyaqgiene-Prévention

- Sensibilisation du personnel meédical et paramédical sur la gravité des
infections dues aux germes multirésistants.

- Surveillance des infections nosocomiales dans les unités a haut risque
(Ranimation, Chirurgie, Hématologie)

- Actualisation des mesures de prévention efficace

- Renforcement de 1’application des mesures générales d’hygiéne.

- Respect des conduites a tenir lors de colonisation ou infection a germes

multirésistants.

e Antibioprophylaxie

- Prise en compte des schémas codifiés et consensuels liés a plusieurs facteurs (le
malade, I’environnement microbien, le site infectieux, le spectre antibactérien et
les données pharmacologiques et pharmacodynamiques).

- Reéduction du risque infectieux surtout dans un environnement

post-opératoire

e Antibiothérapie

- Mise a la disposition des structures sanitaires d’antibiotiques pour le
traitement de premiére intention et proposition de solutions alternatives.

- Réduction de I’émergence des souches multirésistantes par la priorité
donnée aux antibiotiques a spectre étroit, par rapport aux antibiotiques a

large spectre.

Evaluation de la sensibilité des antibiotiques.



Détermination des CMI de la pénicilline G et des autres Béta-lactamines
dont les proprietés pharmacologiques sont compatibles avec une efficacité
clinique en cas d’infection sévere, d’endocardite.
Réévaluation du traitement d’antibiotiques en fonction du phénotype de
résistance des bactéries isolées
Proposition d’une antibiothérapie selon le germe présumé
- Analyse des habitudes de prescription des Béta-lactamines en milieu

hospitalier pour le traitement de ces infections.
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RESUME

En trois ans, 809 souches bactériennes ont été isolées d'hémocultures au CHU A. Le
Dantec par le laboratoire de Bactériologie -virologie. Ces souches sont en général
sensibles a la majorité des Béta-lactamines testées.

Parmi celles-ci, les staphylocoques comme staphyloccus aureus fréquemment a
I'origine de bactériémies nosocomiales ont donné un taux de 17,8% de souches
méthicillino-résistantes. Certaines d'entre elles sont productrices de Béta-lactamases
plasmidiques. La Vancomycine reste I'Antibiotique de choix pour ce groupe de
staphylocoques.

Quant aux germes a gram négatif, certains entérobactéries produisent des Béta-
lactamases a spectre étendu, cela explique leur résistance a certaines céphalosporines
de 3¢ géneration.

Pseudomonas aeruginosa resiste naturellement aux aminopénicillines et aux
cephalosporines de 1° et 2° génération par sa production de cephalosporinase
inductible couplée a une imperméabilité. C'est pourquoi, nous avons propose des
alternatives baseées sur l'utilisation rationnelle de I'association aminosides-céfixime

dans les infections séveres a pyocyaniques.



