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L ES PROFESSEURS HONORAIRES

Mr Alou BA
Mr Bocar SALL
Mr Yaya FOFANA

Mr Mamadou L. TRAORE

Mr Balla COULIBALY

Mr Mamadou DEMBELE
Mr Mamadou KOUMARE
Mr Ali Nouhoum DIALLO
Mr Aly GUINDO ’

Mr Mamadou M. KEITA

Mr Siné BAYO

Mr Sidi Yaya SIMAGA

Mr Abdoulaye Ag RHALY
Mr Boulkassoum HAIDARA
Mr Boubacar Sidiki CISSE
Mr Massa SANOGO

Mr Sambou SOUMARE

Mr Sanoussi KONATE

Mr Abdou Alassane TOURE
Mr Daouda DIALLO

Mr Issa TRAORE

‘Mr-Mamadou K. TOURE

Mme SY Assitan SOW
Mr Salif DIAKITE

Ophtalmologie

Orthopédie Traumatologie - Secourisme
Heématologie

Chirurgie Générale

Pediatrie

Chirurgie Géngrale
Pharmacognosie

Médecine interne
Gastro-Entérologie

Pédiatrie
Anatomie-Pathologie-Histoembryologie
Santé Publique

Médecine Interne
Législation

Toxicologie

Chimie Analytique

Chirurgie Générale

Santé Publique

Orthopédie - Traumatologie
Chimie Générale & Mingrale
Radiologie

____ Cardiologie —

Gynéco-Obstétrique
Gynéco-Obstétrique

LISTE DU PERSONNEL ENSEIGNANT PAR D.E.R. & PAR GRADE
E.R. CHIRURGIE ET SPECIALITES CHIRURGICALES

1. PROFESSEURS

Mr Abdei Karim KOUMARE

Mr Kalilou QUATTARA

Mr Amadou DOLO

Mr Alhousseini Ag MOHAMED

Mr Djibril SANGARE

Mr Abdel Kader TRAORE Dit DIOP
Mr Gangaly DIALLO

Mme TRAORE J. THOMAS

2. MAITRES DE CONFERENCES
Mr-Abdoulaye DIALLO

Mr. Mamadou TRAORE

Mr Filifing SISSOKO

Mr Sékou SIDIBE

Mr Abdoulaye DIALLO

Mr Tiéman COULIBALY

Mr Mamadou L. DIOMBANA
Mr Nouhourm ONGOIBA

Mr Sadio YENA

Mr Youssouf COULIBALY
Mr Zimogo Zié SANOGO

Mr Mohamed KEITA |

D.E.R. CHIRURGIE ET SPEGIALIIES LITRLRS 0TS

Chirurgie Générale

Urologie

Gynéco Obstetrique

O.R.L

Chirurgie Générale

Chirurgie Générale, Chef de D.E.R
Chirurgie Viscérale

Ophtalmologie

Ophtalmologie
Gynéco-Obstétrique

Chirurgie Générale

Orthopédie. Traumatologie
Anesthésie - Réanimation
Orthopédie Traumatologie : .
Stomatologie

Anatomie & Chirurgie Générale
Chirurgie Thoracique
Anesthésie — Réanimation
Chirurgie Générale

ORL




Mr Mady MACALOU

Mme TOGOLA Fanta KONIPO
Mr Ibrahim ALWATA

Mr Sanoussi BAMAN]I

Mr Tiemoko D. COULIBALY
Mme Diénéba DOUMBIA
Mr Bouraima MAIGA

Mr Niani MOUNKORO

Mr Zanafon QUATTARA

Mr Adama SANGARE

Mr Aly TEMBELY

Mr Samba Karim TIMBO

Mr Souleymane TOGORA
Mr Lamine TRAORE

3. MAITRES ASSISTANTS

Mr Issa DIARRA

Mr Youssouf SOW

Mr Djibo Mahamane DIANGO
Mr Moustapha TOURE

Mr Mamadou DIARRA

Mr Boubacary GUINDO

Mr Moussa Abdoulaye OUATTARA
Mr Birama TOGOLA

Mr Bréhima COULIBALY

Mr Adama Konoba KOITA

Mr Adégné TOGO

Mr Lassana KANTE

Mr Mamby KEITA

Mr Hamady TRACRE

Mme KEITA Fatoumata SYLLA
Mr Drissa KANIKOMO
Mme Kadiatou SINGARE
e~ __Mr Nouhoum DIANI
Mr Aladji Seidou DEMBELE
Mr Ibrahima TEGUETE
Mr Youssouf TRAORE
Mr Lamine Mamadou DIAKITE
Mmeé Fadima Koréissy TALL
Mr Mohamed KEITA
Mr Broulaye Massaoulé SAMAKE
Mr Yacaria COULIBALY
Mr Seydou TOGO
Mr Tioukany THERA
Mr Oumar DIALLO
Mr Boubacar BA
Mme Assiatou SIMAGA
Mr Seydou BAKAYOKO
Mr Sidi Mohamed COULIBALY
Mr Adama GUINDO
Mme Fatimata KONANDJI
Mr Hamidou Baba SACKO
Mr Siaka SOUMAORO
Mr Honoré jean Gabriel BERTHE
Mr Drissa TRAORE
-= ~Mr Bakary Tientigui DEMBELE
Mr Koniba KEITA
Mr Sidiki KEITA
Mr Soumaila KEITA
Mr Alhassane TRAORE

Orthopédie/Traumatologie
ORL '
Orthopédie - Traumatologie
Ophtalmologie

Odontologie
Anesthésie/Réanimation
Gynéco/Obstétrique
Gynécologie/Obstétrique
Urclogie

Orthopédie - Traumatologie
Urologie

ORL

Odontologie

Ophtalmologie

Gynéco-Obstétrique
Chirurgie Generale
Anesthésie-réanimation
Gynecologie
Ophtalmologie

ORL

.Chirurgie Génerale
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Chirurgie Geénerale
Chirurgie Générale
Chirurgie Pediatrique
Odonto-Stomatologie
Ophtalmologie

Neuro Chirurgie
ORL-Rhino-Laryngologie
Anesthésie-Réanimation

Anesthésie-Réanimation
Gynécologie/Obstétrique
Gynécologie/Obstétrique
Urologie

Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Pédiatrique
Chirurgie Thoracique et Cardio Vasculaire
Gynécologie
Neurochirurgie
Odontostomatologie
Ophtalmologie
Ophtalmologie
Ophtalmologie
Ophtalmologie
Ophtalmologie

ORL

ORL

Urologie

Chirurgie Générale
-Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Chirurgie Génerale
Chirurgie Générale




D.E.R. DE SCIENCES FONDAMENTALES

1. PROFESSEURS

Mr Amadou DIALLO

Mr Moussa HARAMA

Mr Ogobara DOUMBO

Mr Yénimégué Albert DEMBELE
Mr Anatole TOUNKARA

Mr Bakary M. CISSE

Mr Abdourahamane S. MAIGA
Mr Adama DIARRA

Mr Mamadou KONE

Mr Sékou F.M. TRAORE
Mr Mamady KANE

2. MAITRES DE CONFERENCES

Mr Amadou TOURE

Mr Flabou BOUGOUDOGO
Mr Amagana DOLO

Mr Mahamadou CISSE

Mr Abdoulaye DABQ

Mr Ibrahim 1. MAIGA

Mr Mahamadou A. THERA
Mr Moussa lssa DIARRA
Mr Mouctar DIALLO

Mr Djibril SANGARE

Mr Boubacar TRAORE

Mr Mounirou BABY

Mr Guimogo DOLO

Mr Kaourou DOUCOURE
Mr Lassana DOUMBIA

Mr Abdoulaye TOURE

Mr Cheik Bougadari TRAORE

———MrSouleymane DIALLO

3. MAITRES ASSISTANTS

Mr Bouréma KOURIBA
Mr Mahamadou DIAKITE
Mr Bakarou KAMATE

"~ Mr Bakary MAIGA

Mr Bokary Y. SACKO

4. ASSISTANTS

Mr Mamadou BA

Mr Moussa FANE

Mr Blaise DACKOUO

Mr Aldiouma GUINDO

Mr Boubacar Ali TOURE

Mr Issa KONATE

Mr Moussa KONE

Mr Hama Abdoulaye DIALLO
Mr Seydina Aboubacar Samba DIAKITE
Mr Mamoudou MAIGA

Mr Samba Adama SANGARE
Mr OQumar-GUINDO

Mr Seydou Sassou COULIBALY
Mr Harouna BAMBA

Mr Sidi Boula SISSOKO

Mr Bréhima DIAKITE

Mr Yaya KASSOUGUE

Mme Safiatou NIARE

Mr Abdoulaye KONE

Mr Bamedi SIMAGA

Mr Klétigui Casmir DEMBELE
Mr Yaya GOITA

Biologie

Chimie Organique
Parasitologie — Mycologie
Chimie Organigue
Immunologie
Biochimie
Parasitologie
Physiclogie
Physiologie
Entomologie Médicale
Radiologie

Histoembryologie
Bactériologie-Virologie
Parasitologie Chef de D.E.R.
Biologie

Malacologie, Biologie Animate
Bactériologie — Virologie
Parasifologie -Mycologie
Biophysique

Biologie Parasitologie
Entomologie Moléculaire Médicale
Parasitologie Mycologie
Hématologie

Entomologie Moléculaire Médicale
Biologie

Chimie Organique

Entomologie Moléculaire Médicale
Anatomie-Pathologie

——Bactérielogie-Virologie

Immunologie
Immunologie — Génétique
Anatomie Pathologie
Immunologie

Biachimie

Biologie, Parasitologie Entomologie Médicale
Parasitologie Entomologie
Chimie Analytique
Hématologie
Hématologie

Chimie Organique
Chimie Organique
Immunologie
Immunologie
Bactériologie
Bactériologie
Biochimie __ _
Biochimie

Anatomie Pathologie
Hysto-Embryologie
Génétique
Geénstigue
Parasitologie
Parasitologie
Physiologie
Biochimie Clinique
Biochimie Clinigue




‘Mr Abdoul Aziz DIAKITE -

D.E.R. DE MEDECINE ET SPECIALITES MEDICALES

1. PROFESSEURS

Mr Mahamane MAIGA
Mr Baba KOUMARE
Mr Moussa TRAORE
Mr Hamar A. TRAQRE
Mr Dapa Aly DIALLO
Mr Moussa Y. MAIGA
Mr Somita KEITA

Mr Boubakar DIALLO
Mr Toumnani SIDIBE

2. MAITRES DE CONFERENCES

Mr Abdel Kader TRAORE

Mr Siaka SIDIBE

Mr Mamadou DEMBELE

Mr Saharé FONGORO

Mr Bakoroba COULIBALY

Mr Bou DIAKITE

Mr Bougouzié SANQGQ

Mme SIDIBE Assa TRAQRE

Mr Adama D. KEITA

Mr Sounkalo DAQ

Mme TRAORE Mariam SYLLA .
Mr Dacuda K. MINTA

Mr Sculeymane DIALLO S

- Mr Seydou DIAKITE

Mr Mahamadou TOURE
Mr Idrissa Ah. CISSE

Mr Mamadou B. DIARRA
Mr Moussa T.. DIARRA

Néphrologie

Psychiatrie

Neurologie

Médecine Interne

Hématologie

Gastro-entérologie ~ Hepatologie
Dermato-Leéprologie

Cardiologie

Pediatrie

Médecine Interne
Radiologie
Médecine Interne

- Néphrologie

Psychiatrie

Psychiatrie
Gastro-entérologie
Endocrinologie

Radiologie, Chef de DER
Maladies Infectieuses
Pédiatrie

Maladies Infectieuses
Pneumologie

Cardiologie

Radiologie
Rhumatologie/Dermatologie
Cardiologie

Hépato Gastro-Entérologie

Mme Habibatou DIAWARA
Mr Cheick Oumar GUINTO
Mr Anselme KONATE

Mr Kassoumn SANOGO

Mr Boubacar TOGO

Mr Arouna TOGORA

Mr Souleymane COULIBALY

3. MAITRES ASSISTANTS

Mme KAYA Assétou SOUCKO
Mr Mahamadcun GUINDO

Mr Cusmane FAYE

Mr Yacouba TOLOBA

Mme Fatoumata DICKQO

Mr Boubacar DIALLO

Mr Youssoufa Mamoudou MAIGA
Mr Modibo SISSOKO

Mr llo Bella DIALL

Mr Mahamadou DIALLO

Mr Adama Aguissa DICKO

Mr Boubacar dit Fassara SISSOKO
Mr Salia COULIBALY

Mr Ichaka MENTA

Mr Souleymane COQULIBALY

Mr Japhet Pobanou THERA

4, Assistants

Mr Drissa TRAORE_

Dermatologie

Neurologie

Hépato Gastro-Entérologie
Cardiologie

Pédiatrie

Psychiatrie

Psychologie

Médecine Interne
Radiologie
Dermatologie
Pneumo-Phtisiolagie
Pédiatrie
Médecine Interne
Neurglogie
Psychiatrie
Cardiologie
Radiclogie
Dermatologie

-Pédiatrie

Pneumologie

Radiologie

Cardialogie

Cardiclogie

Médecine Légale/Ophtalmologie

Anatomie
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‘Mr-Mahamadou TANDIA

D.E.R. DES SCIENCES PHARMACEUTIQUES

1. PROFESSEURS

Mr Gaoussou KANOUTE .
Mr Qusmane DOUMBIA
Mr Elimane MARIKO

2. MAITRES DE CONFERENCES

Mr Drissa DIALLO

Mr Alou KEITA

Mr Bénoit Yaranga KOUMARE
Mr Ababacar |. MAIGA

Mme Rokia SANOGO

Mr Saibou MAIGA

3. MAITRES ASSISTANTS

Mr Yaya KANE
Mr Ousmane KOITA

_ MrYaya COULIBALY

Mr Abdoulaye DJIMDE
Mr Sékou BAH
Mr Loséni BENGALY

4. ASSISTANT

Mr Aboubacar Alassane Oumar
Mr Sanou Khd COULIBALY

Mr Tidiane DIALLO

Mr Bourama TRAORE

Mr Mr Issa COULIBALY

Chimie analytique
Pharmacie Chimique
Pharmacologie, Chef de D.E.R.

Matitres Médicales
Galénigue

Chimie Analytique
Toxicologie -
Pharmacognosie
Législation

Galénique

Parasitologie Moleculaire
Leégislation
Microbiologie-immunologie
Pharmacoclegie

Pharmacie Hospitaliére

Pharmacologie Clinigue
Toxicologie

Toxicologie

Législation

Gestion

Mr Madani MARIKO

Mr Mody CISSE

Mr Qusmane DEMBELE .

Mr Hamma Boubacar MAIGA
Mr Bacary Moussa CISSE

Mr Adama DENOU

Mr Mahamane HAIDARA

Mr Hamadoun Abba TOURE
Mr Balla Fatoma COULIBALY

D.E.R. DE SANTE PUBLIQUE

1. MAITRES DE CONFERENCES

Mr Mamadou Souncalo TRAORE
Mr Jean TESTA

Mr Massambou SACKO

Mr Alassane A. DICKO

Mr Seydou DOUMBIA

Mr Samba DIOP

.Mr Hamadoun SANGHO

2. MAITRES ASSISTANTS

Mr Adama DIAWARA

Mr Hammadoun Aly SANGO
Mr Akary AG IKNANE

Mr Qusmane LY

Mr Cheick Oumar BAGAYOKO
Mme Fanta SANGHO

Chimie Analytique
Chimie Analytique
Chimie Thérapeutique
Chimie Thérapeutique
Galénique

Galénique
Pharmacognosie
Pharmaceognosie
Bromatologie
Pharmacie Hospitaliére

Santé Publique, Chef de D.E.R.
Santé Publique

Santé Publique

Santé Publique

Epidemiclogie

Anthropologie Médicale

Santé Publique

Santé Publique
Santé Publique
Santé Publigue
Santé Publique
Informatique Médecine
Santé Communautaire




3. ASSISTANTS

Mr Qumar THIERO
Mr Seydou DIARRA
Mr Abdrahamne ANNE

Biostatistique
Anthropologie Médicale
Bibliothéconomie-Bibliographie

CHARGES DE COURS & ENSEIGNANTS VACATAIRES

Mr N'Golo DIARRA

Mr Bouba DIARRA

Mr Zoubeirou MAIGA

Mr Boubacar KANTE

Mr Souléyrmane GUINDO
Mme DEMBELE Sira DIARRA
Mr Modibe DIARRA

Mme MAIGA Fatoumata SOKONA
Mr Mahamadou TRAORE

Mr Lassine SIDIBE

Mr Cheick O. DIAWARA

Mr Ousmane MAGASSY

ENSEIGNANTS EN MISSION

Pr. Babacar FAYE
.Pr. Amadou Papa DIOP
Pr. Lamine GAYE

Pr. Pascal BONNABRY

Botanique
Bactériologie
Physique
Galénique
Gestion
Mathématiques
Nutrition

Hygiéne du Milieu
Géneétique
Chimie Organique
Bibliographie
Biotatistique

Pharmacodynamie
Biochimie

Physiclogie

Pharmacie Hospitaliére




Contribution & I'éiude de la résistance des Entershacteriaceae aux anlibiotiques par production de fi-lactamases au CCM de Bamako

These présentée et soutenue par Mr Diakaria KONATE




Contribution a I'étnde de la résistance des Enterohacteriaceae aux antibiotiques par production de B-lactnases au CCM de Bamako

A DIEU le tout puissant

A ma mére Fatou COULIBALY

A mon pére Balla KONATE

A ma grand-mére Mah SY chérie

A mes petites sceurs Assan KONATE, Kadidiatou KONATE, Assctou dite Mah Sy KONATIE
A mon grand frére Daba KONATE

A mon petit frére Dramane KONATE

Au Professeur Aboubacar Sidiki CISSE

Au Docteur IFeu Youssouf ISSABRE

Au Dr Nagirou DJIBO (Niger)

AuDr YALCOUYE

A mes tantes Fanta Sy, Ami COULIBALY, Rokia COULIBALY
A mes oncles Bakary- COULIBALY, Cheick Oumar COULIBALY, Salif COULIBALY, Mamary
COULIBALY, Binkin COULIBALY

A tous mes cousins et cousines

A toutc ma famille

A tous mes oncles el tantcs

A mon ami Alpha l. A. Dicko

A mon ami Ichaka Diallo

A tous mes amis

A tous ceux qui m’ont enseigné un jour ou |’autre

A pharmahome

Thése présentée et soutenuc par Mr Diakaria KONATE




Contribution a i"étude de la résistance des Enterobacteriveeae aux antibiotiques par praduction de fi-lactamases au CCM de Bamako

Thése présentée et soutenue par Mr Diakaria KONA'TR




Corntribution & ' étude de la résistance des Enferobacierincene. sux antibiotiques par.production de f-lactomases au CEM d¢ Bamako

DIEU tout puissant

De m’avoir permis de réaliser une partie de mes réves qui étail de devenir Pharmacien.
Ma mere Fatou Coulibaly
Si je suis 14 aujourd’hui a un pas de mon dipléme de Docteur en Pharmacic, c’est grice 4 toi ¢t a ton
courage 4 me suivre et 4 me donner dcs conseils. Merci pour toutes les fois ou tu as insisté pour que
J’apprenne mes legons ou que je lise. Merci pour toutes les fois ou tu m’a punis par ce que je
n’avais pas bien fait un exercice ou quc je nlavais pas ¢été attentif en classe. Merci de m’avoir
soutenu dans 1’un des moments les plus dures de ma vie. Merci de m’avoir toujours poussé a étudier
d’avantage. Si tous les enfants du Mali avaient unc mére comme toi, lc Mali serait la premicre
puissance mondiale,
Mon pére Balla Konaté

Tu es 'une des deux personnes grice a qui jc suis 4 cc stade. Merci d’avoir été toujours 13 pour
m’épauler financiérement et moralement. Merci de m’avoir compris a4 chaque fois que j’ai cu a e
demander quoi que ce soit. Tu as été pour mot lc pére que tout enfant 1éve d’avoir. Je ne sais pas ce
que je peux espérer d’autre dc ta part car tu m’as d¢ja tout donné. Je ne te remercierai jamais asscs.

Mes fréres el saeurs
Daba, Aicha, Kady, Mamy, Dramane, vous étes les fréres et sceurs les plus formidables du mondc.
Surtout soyons unis et aidons nous les uns les autres {oute la vie dans cctte vic pleine de beauté mais
(qui peut &tre aussi injustc et trés dure.

Mon oncle Nouhoun Bouaré

C’est grace a tol que j’ai pu avoir I’opportunité de fairc ma thése dans ce laboratoire de biologic
médicale. Je ne te remercierai jamais assez pour tes ecncouragements, tes conseils, ta bienveillance.
Tu as été pour moi plus qu’un oncle. Merci pour tout.

Mes oncles ct tantes
Pour tout cc que vous avez fait pour moi. Mcrci de vos cncouragements dont j’avais tant hesoin.

Ma grand-mére Mah Sy chérie
Merci d’étre toujours la pour nous surveiller lorsque Papa et Maman ¢laient sortis. Merci d’avoir
toujours su nous protéger. Je te souhaile une meillcure santé ¢t une longévité qui t¢ permetira de
voir tes petits enfants se marier et leurs enfants grandir.
Pr Flabou Bougoudogo, mon directeur de thése

Merci pour m’avoir aidé 4 choisir ce sujet de thé¢se. Mcrci pour votre disponibilité, pour tout

I’intérét que vous portez aux ¢tudiants de la FMPOS.

These présentée et soutenue par Mr Diakaria KONATE




Conteibution & I'étude de la résistance des Enterohacteriaceae aux antibiotiques.par production de J-lactamases av CCM de Bamakao,

Dacteur Djibo mon co-directeur de thése
Je pense que le mol que vous méritez pour vous qualilier n’cxiste mémc pas. Merci pour votre
volonté farouche a former les autres sur ce que vous connaisscz. Volrc capacilté a vous sacrifier
pour les autres m’a épaté. Merci pour ce que vous avez fait pour le Mali et pour 1*Alrique. Bon
retour en France et bonne chance pour I'ouverture de votre laboratoire au Niger.
Docteur Yalcouyé
Pour toute I’aide que vous m’aver apporl¢ durant cette thése, merci de vos conseils, de vos
encouragements, de votre disponibilité. Merci pour toutes vos iniliatives de recherche. Votre
implication dans cette thése m’a tout simplement épaté. Je ne sais pas comment vous rcmercier. Je
vous souhaite une brillante carriérc de pharmacien biologiste ¢t je n’oublierai jamais tout ce que
vous avez [ail pour moi.
Docteur Feu Youssouf Issabré et a toute sa famille
Pour qui j’ai le plus grand respect pour ce qu’il a fait pour le Mali. La création de ce laboratoire est
un grand pas pour le peuple Malien. Le Laboratoire Rodolphe Mérieux a non sculement créc de.
I’emploi mais aussi a contribué a {’amélioration dc la santé malicnne. [La formation est unc chosc
qui ne manque pas non plus dans ce laboratoire. Repose en paix Docteur Youssoul [ssabré.
Professcur Boubacar Sidiki CISSE, Dirceteur de la Fondation Mérienx Mali
De m’avoir permis de réaliser ma thése dans votre service, de votre disponibilité et votre attention
pour les étudiants.
Doctenr Aissata Sidibé¢ Issabré
Merci pour ta sévérité qui n’a pour but que le travail bicn fait et I"acquisition d’une bonne formation
et de bonnes pratiques de laboratoire.
Mme TRAORE Fatou Faye, responsablc assurance gualité
Merci mfiniment pour ta disponibilité, ton amour pour la science, e travail bien fait, ta volonté a
fransmelire ta connaissance aux autres.
Tout le personnel du Laboratoire Rodolphe Méricux :
Abdourahamane Maiga, Awa Cisse, Judicaél Oucdraogo, Kadidia Diarra, Boula Kanouté, Haidara,
Abdoulaye Touré¢, Joachim Diarra, Mme Coulibaly Lala Sidibé, Mme Keita Niamoye Maiga, Mme
Berthé Hadiata Maiga, Aida, Massaran, Mme Touré¢ Sira, Mme Traoré Fatou Faye, Mme Issabré
Aissata, Mme Loréne l.adan Fofana, Fatou Sacko, Sira Sidibé, Moussa IMallo, Moussa Camara,
Mary Sidibé, Makan Sissoko, Bado Sissoko, Maritko, Coulibaly, Diamra. Merci pour votre
gentillesse, vos encouragements, votre disponibilit¢. Merci pour tous les bons moments que nous,

avons passé ensemble.

Thesc présentée et soutenuc par Mr Diakaria KONATE




Docteur Diall Moussa Gouro
Pour toute la formation que j’ai re¢ue dans votre pharmacic, ceci n’a pas de prix. Merci pour vos
encouragements, votre volonié a apprendre aux autres ct vos engagements a 1’épard des étudiants en

Pharmacie et des jeunes pharmaciens.

Thése présentée et soutenue par Mr Diakaria KONATE




Conlribution 4 "étude de Ia résistance des Enterobacteriaceae aux untibiotiques par production de B-lactamases an CCM de Bapako

Thése préseniée et soutenue par Mr Diakaria KONATE
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Contribution 4 1’étude de la résistance des Enterobacterigceae aux antibiotiques par production de J-lactamases au CCM dz Bamako
A notre maitre et Président du jury

Professcur Boubacar Sidiki CISSE

v’ Professcur honoraire de toxicologic
v" Premier recteur de Puniversité du Mali

v" Dirceteur général de la fondation Méricux Mali

Cher maitre,

Vous nous faites un grand honneur en aeeeptant de présider ce jury de thése malgré vos multiples
occupatiops. Cela atteste Je témoignage de vos qualités humaines.

Le privilége que vous nous faites en contribuant & I"amélioration de ¢e travail par vos eritiques ¢t
suggestions nous comble de satisfaction. Cher maitre, nous vous prions d’accepler le témoignage de

nos sentiments distingués.

A notre maitre ct juge

professeur Soukalo DAO

v Maitre de conférences

v' Spécialiste en maladies infccticuses
v' Praticien hospitalicr

v" Chercheur au SEREFO

v Responsable des cours 3 la FMPOS

Cher maitre,
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Cher maitre,
Vous nous avez fait ’honneur de diriger cette thése ; nous pouvons nous glorifier d’avoir ét¢ un de
vos étudiants. Par votre grande expéricnce dans la recherche, ¢t vos connaissances cn bactériologie-
virologie vous forcez I’admiration.
Votre rigueur scientifique, pédagogique et vos qualités humaines font de vous un matre admiré de

tous.

Veuillez accepter cher inaitre, nos sentiments de respect.
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Cher maiire,
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respect.
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générosité et votre dévouement a notre égard sont des qualités que nous nous cfforcerons

d’approcher. Nous sommcs aujourd’hui remplis d’une immense joie d’éirc voure disciple.
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Liste des abréviations :
BLSE : p-lactamase a spectre €largi
CC M : Centre Charles Mérieux
Case : céphalosporinase
CIT: citrate de Simmon
C. freundii : Citrobacter freundii
C. koseri: Citrobacter koseri
C. youngae : Citrobucter youngae
C. brackii . Citrobacter brackii
CMI : concentration minimale inhibitrice
CNA : colistine Nystatine acide nalidixique.
pére

C1G : céphalosporine de 1™ génération

C2G : céphalosporine de 2°™ génération

3™ génération

C3G : céphalosporine de
EMB : éosine bleu dc méthyléne.

E. coli : Escherichia coli

E. tarda : Edwarsiella tarda

GEL : gélatinasse

Hémoc : hémoculture

Kleb p : Klebsiella pneumoniae

K. oxytoca: Klebsiella oxytoca

Lig d’asc = liquide d’ascitc

LRM : Laboratoire Rodolphe Mérieux

M. morgani : Morganelia morganii
Pase+Case : pénicillinase+céphalosporinasc
PBN : pénicillinase bas niveau

PHN : pénicillinase haut niveau

PMP : Proteus Morganella Providencia

P. mirabilis . Proteus mirabilis

P. stuartii : Providencia stuartii

P. vulgaris : Proteus vulgaris

PV prélévements vaginaux

S. enterica : Salmonella enterica

TRI : TEM résistant aux inhibiteurs
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VCN : Vancomycine Colistine Nystatine.

VP : Vauges Prauskaeur
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Les Enterobacteriaceae constituent une vaste {amille de bacilles 4 Gram négatil a coloration
bipolaire. Parmi les nombreuses cspéces décrites a ce jour, 23 sont habitucllement rencontrées dc
fagon réguliére en pathologic humaine. La plupart dc ces permes sont des commensaux du tube
digestif de ’homme ou des animaux ou des saprophytes présents dans 1’cau, ¢ sol et Iair'.
Cependant, ces germes peuvent étre responsables d’inflections graves chez 'homme telles que la
fiegvre typhoide, la peste. A 1’¢élat sauvage, sensibles a Ja presque totalité dcs P-lactamines, ces
bactéries sont de plus en plus résistantes”. La production d’enzyme constitue le principal mécanisme
de résistance de ces microorganismes. Ces cnzymes, appclées fi-lactamases ont pour substrat les §3-
lactamines qui constituent 'une des familles d’antibiotiques Ics plus vastes cl les plus variées: 1l
existe principalement deux types de B-lactainases qui sont les pénicillinases ct ics céphalosporinascs.
Une de ces enzymes appellée -lactamase a specire élargi (BLSI3) est aujourd hui au centre des sujcts
de rcsistance chez les Fnierobacteriaceae. les BLSE sont des eénzymes transmissibles par des
plasmides et qui sont capables d’hydrolyser un grand nombre de pénicillines ct de céphalosporines.
La plupart des BLSE a évolué par mutation génétique a pariir des [B-lactamases indigénes cn
particulier TEM-1, TEM-2 et SHV-1. Ces cnzymes méres sont couramment retrouvées cher les
bacilles a Gram négatif en particulier les Enterobacteriaceae’. Flles sonl (rés actives sur les
pénicillines ct les céphalosporines®. La résistance des BI.SE & unc grandce variét¢ d’antibiotiques a
fait de la prolifération des enlérobactéries qui les produisent unc véritable préoceupation de santé
publique. Cette prolifération a limité considérablement les choix thérapcutit;uc"s- ct compliqué les
stratégies de traitement de nombrcux patients. La surproduction de B-lactamases de type AmpC causc
¢galement un probléme sérieux dans e traiternent dcs patients infectés par des cntérobactérics
productrices de cette cnzyme. Ces organismes partagent un profil de résistanec aux antibiotiques
scmblable a celui des bactéries productrices de BLSI, avee I'exception notable gue, contrairement
aux BLSE, les enzymes de type AmpC nc sont pas inhibées par [acide clavulanique et autres
inhibiteurs de p-lactamases’. Les premiers rapports sur les BLLSE venaient de I'Allemagne ct
d’Angleterre® , plus tard de nombreux rapports sonl venus de la France™ 7. Dans ce pays, jusqu'a
35% des hopitaux hébergeaient des souches de Klebsiella pneumoniae productrices de BLSE au
début des annécs 1990%. Aux Etats Unis. la surveillance nationale des infections nosocomiaics
(NNIS) a révélé que 6,1% des souches de Klebsiella pneumoniae en provenance des soins intensifs
produisaient une BLSE’. En chine, la production de BLSE varic entre 25-40%'°, La présence ‘de
BLSE chez les entérobactérics a été rapporté dans plusicurs pays d’Afrigue tels que le Kcnya”',

I’ Afrique du Sud' P, Je Madagascar'* '*, I’ Algérie'®, Ia République Centre Africaine'”.
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Au Mali, une seule étude a ¢té rapportée sur la production de BLSE chez les entérobactéries. Celle-ci
a été menée dans un orphelinat en Mars 2003*®, Vu I’importance de la fréquence de production de -
lactamases (en particulier les types BLSE ct AmpC) chez lcs entérobaciéries, une évaluation
réguliére de leur résistance aux antibiotiqucs s'avére nécessaire. Clest dans ce. cadre que nous nous
sommes proposé de faire cctte ¢lude en notant bien que peu de publications sur la production de -
lactamases ont ét¢ {aites au Mali. Notre étude sc proposait d'identifier les espéces d’entérobactérics
isolées au Laboratoire du Cenire Charles Mérieux de Bamako et & ¢valuer leur résistance aux

antibiotiques par production de p-lactamases.
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1. Qbjectif général :

Contribuer a ’étude de la résistunce des cntérobactérics aux antibiotiques par production de [3-
lactamases au CCM de Bamako de 2005 4 2010.
2. Objectifs spécifiques :

o Identifier les espéces d’entérobactéries isolées au CCM de Bamako

« Décrire le profil de ’antibiogramme chez les entérobactéries isolées au CCM

o Décrire les types de [3-lactamases rencontrés chez fes entérobactéries isolées au laboratoire du

CCM.
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1. Généralités sur les Enterobactériaceac

1.1. Uistorique :
La naissance de la famille des Enterobacieriaceae se situe cn 1937 lorsqu’Otto Ranh proposa le
genre Enterobacter pour regrouper les micro-organismes présentant des propriétés biochimiques ct
morphologiques communes ¢t parmi lesquels on trouvait déja des noms comme Escherichia,
Salmonella, Klebsiclla, Proteus, Serratia, cl Shfge!!aw.
Cette classification des genres, espéces, sous espéces, biogroupes ct sérotypes d’entérobactérics a
longtemps été uniquement basée sur dcs caraciéres biochimiques et antigéniques, En 1972,
Edwards et Ewing rapportaicnt 11 genres ct 26 espéces dans la famille des Fnterobacteriaceae. Fn
1985, Farmer et collaborateurs décrivaient 22 genres comprenant 69 espéces et 29 groupes
entériques. Aujourd’hui. plus de 40 genres et 200 especes ont ¢1¢ décerits depuis le genre Serratiu
reconnu par Bartelomco Bizio cn 1823 jusqu’aux genres Semsonig ¢n 2001 et Dickeya en 2004".
Les entérobactéries constituent unc famille rés large du point de vue génélique. Quclques genres
comme Proteus, Providencia el Yersinia montrent trés peu d’homologic par rapport au groupe
représenté par Salmonella, Citrobacter, Shigella et surtout Escherichia coli. Des modifications
importantes ont eu licu dans la [amillc des Enterobacteriaceac. Par excemple, Plesiomonus
shigelloides qui appartenait & la famille des Vibrionaceae, a rcjoint celle des knterobacteriaceae
en 1992 a la suite des travaux de Martinez-Murcia®. En cffet des ¢tudes pbylogénétiqucs ct chimio
taxonomiques et la présence d’un antigéne commun aux enicrobactérics ont dénontré cétte
proximité entre Plesiomonas shigelloides ct certaincs cniérobactéries comme Proteus. Ce transfert
a nécessité une nouvelle définition permeitant d’inclure unc bactéric oxydasc positive chez les
entérobactéries. La plus part des cspéces nouvellement décrites sont rarement isolécs en pathologic
bumaine. Parmi ces demiéres figurent Buitiauxella ferragutive, Buitiauxella gaviniae, Butiauxella
brennerae, Butiauxella izardii, Citrobacter rodentium, Kluyvera georgiana® ",
1.2. Définition :
Les entérobactéries sont :

» Des bacilles 4 Gram négatil, asporulés

o Immobiles (Klebsiella, Shigella et Yersinia pestis) ou mobiles avec unc ciliature

péritriche ;

e Capables de sc développer aussi bien en acrobiose gu’cn anaérobiosc sur dcs

milieux ordinaires a basc d’cxtrait dc viande sans addition de NaCl ni diautres

suppléments, el présentent unc croissance optimale sur milicu de Mac Conkey ;
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o Elles utilisent lc D-glucose et les autres sucres par [ermentation plutdt que par
oxydation avec ou sans production de gav. ;

e (Catalase posilive (a4 I'exception de Shigella dysenteriae sérotype 1) el oxydasc
négative

¢ Réduisent les nitrates en nitrites (a I'exceplion de certaines souches d’rwiniae) |

e Possédent un antigéne commun (antigéne Kunin) et un pourcentage en GC (guaningc ct
cytosine) compris entre 39 et 59 %) .

Tableau 1 : Caracetéristiques phénotypiques geénéraux de la lamille des nterobucteriaceae ¢t leurs

cxceptions :

Caractéristiques Execptions

Bacille a Gram négatif Alterococcus agarolyticus

Oxydase négatif Plesiomonas-shigelloides

Catalase positif Shigella dysenteriae sérogroupe 01
Xenorhabdus nematophila

Absence de spores Serratia marcescens subsp sakuensis

Nitrate réductase positive Quclquc Jirwinia ct Yersinia

Antigéne commun aux entérobaciérics Dickeya (pectobacterium)

Croissance sur les milicux ordinaires lindosynbiotes

1.3. Epidémiologic :

Les entérobactéries sont des microorganismes trés [réquemment rencontrés cn pathologic humaine.
Elles représentent prés de 2/3 des germes isolés dans un lahoratoire de bactériologie médicale™.
L’identification définitive de ces microorganismes correspond dans 80 4 95 % des cas a I'une dces
trois espéces : Escherichia coli, Kiebsiella pneumonive ou Proteus mirabilis™,

1.4. Classification ;

Les entérobactéries peuvent étre classécs cn [onction de plusieurs critéres.

La classification basée sur les caractéres biochimiques cst la plus simple, la plus fiable et la plus
utiliséc (galeric API20E Lot n° 839720201, REf. 20160, bioMéricux™ SA. Marey I’étoile, France) ™
26,27

Le test biochimique simple de départ qui permet de séparcr la famille des entérobactéries des aulres,

bacilles a Gram négatif est la recherche d’oxydasc.
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Ce test est népatif chez les entérobactérics et Acinetobacter (coccobacilie @ Gram négatif acrobic
stricte) et positil chez Psewdomonas ct apparentés’ les principaux caractéres biochimigues
permettant de classer les entcrobactéries sont Ics suivants :
o la fermentation ou non de certains sucres (par exemple lactose), ou la présence de cerlaines
enzymes impliquées dans cette réaction (f-galactosidase) ;
e la production de gaz ou non lors de la fermentation du glucose ;
o DPossibilité de croissance ou non en milieu synthétique (par exempic, possibilité d’utiliser Ic
citrate de sodium comme seule source de carbone) ;
» La recherche d’cnzymes ou de catabelites azotés (par excmple uréase, tryptophanc
désaminase(TDA), I’indole, H,S) ;
e La recherche de produils terminaux de fermentation, par exemple acetyl-méthyl carbinol
(réaction de Voges Proskauer ou réaction de VP)
Gracc a ces caractéres biochmiques, certains genres d’cntérobactéries ont pu &tre regroupés :
o Groupe VP -+ : Kiebsiella, nterobacter, Servatia |

e Groupe TDA + : Proteus, Providencia, J!m?'o:r‘gcme,",’.az.?'8

N - - . .. . )
Tableau II : Les caractérces biochimigues de quelgues Enterobacreriaceac”

Espéces Glucose  Lactose ONPG  Indole VP Cirate  Mobilité  TDA  Urée II.S
E.coli + + ¥ | - - + - - -
Ctrobacter + + t - - + i . - /-
Enterobacter + + } - 1 1 } - - -
Klebxiellua + 1 | + /e ] } . - i -
Serratia + - + - i i ¥ - . -
Salmonelia + - - . - /- 4 N _ 1
Shigelia + - 1/~ - - - - - - .
Proreus + - - | fu - . ! J + b/
Providencia s - - l - f i ! -
Yersinia + - + /- : - T . | -

1.5 Caractéres culturaux :

Les Enterobacteriaceae se développent bicn dans un bouillon ou sur une gélose ordinaire incubde 18

heures a4 37° C.
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Ils peuvent donner plusieurs formes ct tailes de colonics selon les cspéces. Certaines apparaisscnt
sous forme de colonies lisses (Smooth), d’aulres sous formes de colonies rigucuses (forme R) ou
muqueuses. A cause des anomalies, certaines espéces d’Enterobacteriaceae donnent des colonics
naines.

o Les formes S (Smooth)
C’est la [orme communément rencentrée chez Phumain. 1.es colonies sont lisscs, bombies, brillantes
et humides sur gélose ordinaire. Elles ont 2 4 4mm de diamétre en 18-24 heures. La cullure cn
bouillon liquide donne un trouble homogene.

o Les formes R (Rough)
Elles s’observent surtout avec des souches ayant subi plusieurs repiquages ou Cpreuves de
congelation. Les colonics sont rigucuses, séches, a contour irregulicrs et & teinle mate. En bouillon,
les formes R donnent un aspect gnuneleux.

o Les colonies muqueuses
Elles sont habituelles chez Klebsiella. Leur diamétre peut dépasser 10mm. Elles ont unc tendance 4 ta
conlluence.

e Les colonics naines
Elles s’observent avec les souches déficientes dans cerlaines de leurs chaines métaboliques. Ces

souches ne sont pas exceptionnelles chez les Escherichia coli isolés d’infection urinaires”.

1.6 Caractéres antigénigues :

L’idemification des Enterobacteriaceae sc fait par I’étude des caracteres génétiques. La
détermination du sérotype ne peut étre entreprisc que pour des souches dont identification est
certaine. Toute autre fagon de [aire ne peul qu’cnirainer des agglutinations eroisces non spécifiques.
Deux types d’antigénes sont habitucllement recherchés, les antigénes somatiques O ct lcs antigénes
flagellaires H. En pratique, I’agglutination se fail principaicment sur des souchces de Salmornella,
Shigella et Escherichia coli?.

- Les antigenes O :

Ce sont des antigénes de paroi constitués dc lipo-polysaccharides (LPS) qui sont thermostables ct
résistant a 'alcool et & I'acide. L agglutination de type O sc produit lentcment. On obticnt des
agglutinats granulaires, difficilement dissociables par agitation. La spéeificit¢ O est perdue par les

. . a1y 20
souchcs R qui sont auto-agglutinahles en cau distillée™,
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Les antigénes H :
Ce sont des antigénes flagellaires, présents chez les souches mobiles. Constitués d’une protéine, la
flagélline, ils sont thermolabiles ¢t inactivés par ['alcool. La réaction d*agglutination de type H sc

produit rapidement. Elle est floconncuse, facilement dissociable par agitation™ .

Les antigénes K :

Ces antigénes capsulaires sont généralement constitués d’une couche externe polysaceharidique.
Parmi les antigénes K se trouvent les antigénes L, A, B des Kscherichia coli el I'antigéne Vi de
certains Salmonella ou Citrobacter, Ces antigénes rendent la souche non agglutinables par les
antiséra O. Ils sont détruits par unc ébullition a 100°C pendant deux heures. Les antigenes
d*adhérence ou adhésines, de nature protéique, en relation avee la présence de pili sont classés parmi

les antigénes K (K88, K99)29.

Antigéne Kunin :
Cet antigéne commun aux Lnferobacteriaceae west pratiqguement retrouvé que dans cette famille et a

NI s 29
un Intcrél taxonomique™ .

1.7 Habitat :

Les Enterobacteriaceae sont une famille trés homogéne en terme de niche écologique. Les espéces
qui composent cettc famille sont soil parasites (Shigella, Yersinia pestis), soit commensales
(Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klehsiclla spp) soil saprophytes (Serratia spp, Enterobacier
spp)- Ces bactéries sont largement retrouvées sur les plantes, dans le sol, dans I'cau ct Ie tube digestif
de I’homme et des animaux d’ot leur nom. Elles participent au grand cycle de dégradation dcs
matiéres organiques souvent étroitement liées aux plantes. Elles constituent une part importante:de la
flore intestinalc, relativement peu rencontrées dans d’autres. sites du corps humain. Ce caractére
ubiquitaire n’est pas général puisque quelques espéces occupent des niches ¢cologiques préeiscs.
C’est I'exemple de Salmonella typhi, responsable de la typhoide, exclusivemenl rétrouveé chey,
’homme®®>’,

1.8. Pouvoir pathogéne :

Bien que les Enterobacteriuceae occupent une part préponderanice de la {lore digestive de I’homme,
elles peuvent etre responsables d’infections parfois trés séveres chez "’homme. C’est par exemple ic

eas de Salmonella typhi qui donne la fievre typhoide'.
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Les infections des voics urinaircs sont la deuxiéme maladic infecticuse la plus fréquente, aprés les
infections des voies respiratoires. et comptent plus d'un million de visites aux services durgenee aux
Etats-Unis, ce qui nécessite 100.000 hospitalisations™. |

Certaines souches d’Escherichia coli sont responsables d’infectiops intestinales et ces souches sont
actuellement classées dans 10 sérovars définis sur Ia basc des facteurs de pathogénicité et des signes

33 Les Shigella sont des pathogénes strictes de I'homme et des autres primates.

cliniques engendrés
La proprit¢ de virulence majcure de Shigella cst la capacit¢ des bactérics a cnvahir 1'cpithélium
colique et rectal. Ce processus déclenche unerecto-colite inllammatoire aiguc {€brile pouvant évolucr
jusqu’a un syndrome dyssentériforme™. L'espéce Klebsiella pnewmoniae peul Elre tesponsable de
plusieurs types d’infections a savoir. Ces derniéres annces, 1l y a eu une aumentation de ’incidence

des abces hépatiques primaires dus a Klehsiella preumoniae cn Asic du Sud, principalement cn

Taywan et en Corée®®. Ces infections sont compliquées dans 10% des cas, avee des Iésions des fosses

. . . 24 - e 3 .
septiques et mdétastasiques sur d’auires orguncs2 . Beaucoup des I¢sions suppurantes oni €t¢ décrites
comme des complications ds infections dues a celle especc, y compris des cndophtalmies. Des abecs

du cerveau, l'ostéomyélite, arthrite scpiique, abeés du psoas, la [asciite nécrosane, cmbolic

37,38, 39, 40

piulmonaire

2. Apercu sur les antibiotiques :

2.1. Définition:

Waksman (1943) : Toutes les substances chimiques produites par des microorganismes capables
d’inhiber le développement et de détruire Jes bactérics et d’autres microorganismes” .

Turpin et Velu (1957) : Toul compos¢ chimique, élaboré par un organisme vivant ou produit par
synthése, 4 coefficient chimiothérapcutique élevé dont I'activité thérapeutique se manifeste a trés
faible dose d’une manicre spécifique, par I'inhibition de certains processus vilaux a ’égard des
virus, des microorganismes ou méme de certains étres pluricellulaires®.

2.2 Classification des antibiotiques :

Plusieurs antibiotiques ont entre cux des similitudes de structure chimique d’ou découle un
mécanisme d’action commun ¢t, cn conséquence un gpectre d’activité comparable. 11 est done
possible d’établir une classification des antibiotiques basce sur ces critéres. On définit ainsi douze
familles d’antibiotiques auxquelles il faut ajouter quelques antibiotiques isolés : Acide fusidigue,
Fosfomycine, Novobijocine, Glycopeptides™.
Ces douze familles sont :

= Les f-lactamines

* Les-aminosides ou aminoglycosides
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= Lcs quinolones

= Les phénicolés

» [es tétracyclines

» Les macrolides, lincosamides, streptogramines, kétolides (ML.SK)

v Les rifampicines

= Les polypeptides : polymxines et bacitracine 1 tyrotricine

= Les sulfamides et trimétoprimes

» Les dérivés de ’oxyquinoleinc ou §-hydroxy-quinoléines.

= Les dérivés des nitrofuranes ou nitrohétérocycles

* Les 5-nitroimidazolés® .
NB : on parlera peu ou pas de certaing antibiotiques a cause de teur inelficacité sur les
Enterobacteriacea.

2.2.1 Les B-lactamines :

Ces antibiotiques bactéricides tcmps dépendant tirent leur nom d'une structurc commune dénommé
noyau P-lactame. La pénicilline G cst La premicre molécule découverte par Alexander IFleming cn
42 . . cr . . . \
1928, Elle est encore prescrite. Sa structure dec basc a ¢ié lc point de départ pour la synthése de trés
nombreux dérivés antibactéricns, les pénémcs étant les plus récents™. Les diflérentcs mol€cules sont
classées en quatre groupes en fonction des modifications apportées a la structure chimique de basc :
¥ Les pénicillines dont le chef de (il est la pénieilline G possédent un cycle pentagonal saturé.

» Les pénémes avee 'imipénéme comme premicr représentant ont un cycle pentagonal insaturc.

Y

Les eéphémes correcspondant aux céphalosporines sont divisés cn guatre générations
dénommées de la premiére & la quatrieéme. I1s ont un cycle hexagonal saturd.

% Les monobactames avce I’ Azthréonam comme scul représentant sc himitent au seul cycle f3-
lactame’".

Mécanisme d’action :

Il s’agit d’unc inhibition dc la synthésc de la paroi bactéricnune. Les B-lactamines sc fixent
sélectivement sur certaines protéines enzymatiques préscntes au niveau de la parol bactéricnne. Ce
sont les protéines liant les pénicillines (PL.P) impliquécs dans la synthése de la mureine, constituant
chimique assurant la rigidité de la paroi. T.a fixation des B-lactamines aux PI.P aboutit au blocage dc
I*activité enzymatique ct a I'inhibition dc la synthése dc la paroi.

Ce mécanisme d’action cxplique que les B-lactamines ne soient actives que sur les bactérics en état
de croissance. Les bactéries au repos nc produisent pas de paroi ct Ieur sont indi((¢renics. 1l cn est de

méme pour des rares bactéries sans paroi comme les Mycoplasma ct les Chlamydiae™.
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2.2.1.1 Les pénicillines ou pénames :

» Historique :
Le nom de pénicilline a été donné par Fleming cn 1929 & la substance bactéricone produite par
Penicillium notatum qui inhibait une culture de Staphylocoques™.
La synthése de 'acide G-aminopénicillanique (6-APA) rcalisée cn 1957 a ouvert la voie aux
pénicillines semi synthétiques (production naturelle ct synthétique de la pénicilline G ¢t V par
remplacement de la chaine latérafc) ™,

o Structure:
Elles ont en commun "acide 6-aminopénicillanique (6-APA) constitué par ["aceolement de 2 cycles :
un cycle B-lactame et un cycle thiazolidine.

Les pénicillines différent entre clles par Ic radical R®.

5 1 £O0H T I\

O  CH,OH .
H =

Figure 1 : Structure de [*acide clavulanique Figure 2 : Structure du iazobactam

2.2.1.2. Céphalosporines ou céphémes :

o Historique :
Les produits de ce groupc utilisés en thérapeulique sont des dérivés semi-synthétiques de la
céphalosporine C, antibiotique naturel produit par un champignon du genre Acremonium 1solé d’unce
eau d’égout en Sardaine®’.

s Structure:
Elle est proche de cclle des pénicillines. l.e noyau céphéme (Pacide 7-aminocéphalosporanique)
commun a toutes les molécules est formé d’un cycle hetalactame dihydrothiazine, a I’cxception

des oxacéphalosporines ot un atome d’oxygéne remplace 1’atome de soulre (cycle oxacépbéme).
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Les produits différent par les radicaux fixés cn position 3 ct 7. l.cs molécules ayant un radical  -O-
CH; en position 7 (7-a-méthoxycéphalosporines) sont appelées "céphamycines™ V.

Céphalusporines étudiées :

- les céphalosporines de premiére génération : Céphadroxil

HO O

O
= SN—

/l-.‘—‘\ 7 OH

= N
H 4

S

H,N

Figure 3 : Structure de la céphadroxi®® "

- les céphalosporines de deuxiéme génération : Céfoxitine

- Les eéphalosporines de troisieme génération : Celiriaxonce, Céfotaxime, Cellazidime

N/,OC@}@EGOOH
o s
__ *\._.T/‘ =
S P N O /—_ N P N
o
NH, Coor

Figure 4 : Ceftazidime’® *"

2.2.2 Aminosides ou olisosaccharides ou aminoglveosides

Les aminosides sont une classe d’antibiotiques utiliseés dans lc traitement de maladics graves causécs
par des infections a bacilles Gram négaiif. En raison de leur laible codt el une grande efficacite, ics
aminosides sont parmi les antibiotiques les plus couraminent prescrits dans e monde entier, en dépit
de leurs graves effets secondaires d'ototoxicité et de néphrotoxicité. Parmi les aminoglycosides on
peut citer la streptomycine, la gentamicine, la néomycine, la kanamycing, tobramycine, amikacine™,

2.2.2.1 Mécanisme d’action :

Ies aminosides sont des inhibiteurs de la synthése protéique qui excreent des effets pleiotropes sur la

bactérie. Elles inhibent Ja traduction aux stades d’initiation, d”élongation et de terminaison.
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Par ailleurs, ils interférent avec lc systéme de tansport d'¢lectrons de la chaine respiratoire,
provoquant des désordres ioniques, altérant les enveloppes bactériennes et affectant indirectement la
réplication de I’ADN. Leur cible est ’ARN 16$ de la sous unité 308 du ribosome baetérien™

2.2.2.3. Structure :

Les aminosides sont formécs d™un cycle a six (6) atomes de carbones de type aminocyclitol reliés par
des liaisons glycosidiques 4 un ou plusieurs dérivés sucrés. L.’aminocyclitol peut étre la streptidine ou
le 2-désoxystreptamine (2-DOS) d’ol unc premiére classilication en deux sous [amilles.

Le cycle 2-DOS peut étre substitué en position 4 ¢t 5 (groupe des 4,52 DOS : néomycine ct
paromomycine) ou en position 4 et 6 (groupe des 4,6-2 1DOS : amikacine, kanamycine, gentamicine,

30

tobramycine, nétilmicine, is¢pamicine) ™.

CHy

o L
—~° HyC~

N : __‘_OQH H3Cf HO] HO } -H/CHS

N o Cl)igN Ok,

On-
I

Figure 5 : Structure de I’amikacine™. Figure 6 : Structure de la gcmamicincso

2.2.3. Les quinolones :

Les quinolones sont des composés antibactériens de synthése. Ta 17 moléeule qui est {acide
nalidixique fut découverte en 1962 par Lesher et autres” . Les fluoroquinolones sont oblenus par
synthése 4 partir de quinolones classiques. Elles sont caractérisées par la présence d’un atomce de
fluor en position 6 et d’un cycle azoté. lc plus souvent une pipérazine en position 7. Les quinoloncs
sont.divisées principalement en deux groupes.

» Les quinolones de premiére génération : I"acide nalidixique, pipémidique, oxolinique. ..

» Les fluoroquinolones : Péfloxacine, norfioxacine, ofloxacine, ciprofloxacine, Levofloxacine,

sparfloxacine, Trovafloxacine, garénofloxacing, La gatifloxacine et la moxofloxacine.

2.2.3.1. Méeanisme d’action :

Les quinolones exercent une inhibition sélective de la synthese de UADN bactéricn en agissant sur
deux enzymes impliquées dans cette biosynthése qui sont la toipoisomcrase 11 (ou ADN gyrasc) ¢t la

topoisomérase [V.
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L’ADN gyrase souvent simplement appelée gyrase est responsable du surcnroulement de type négatil
de I’ADN lors de sa réplication. La topoisomérasc [V intervient dans la dccaténation aprés la
réplication de P ADN™.

2.2.3.2. Structure :

Toutes ces molécules possédent un cycle pyridine dont 'azote peut étre diversement substiluc ct
presentent une fonction azote en position 4 et un groupement carboxylique en position 3. Ce cycle est

accolé & un cycle aromatique de structurc variable : benzine, pyridine

HO

O O R
Figure 7 : Strructure de base des quinolones™.
2.2.4. Lies Phénicolés
2.2.4.1. Chloramphénicol :

Le chloramphénicol a ¢té utilisé comme vn anfibiotique a large spectre en médecine humaine ¢t
vétérinairc depuis lcs années 1950, mais D'utilisation du chloranphénicol chez [’homme est
maintenant assez limitée™.
e Utilisation :

Du fait de son faible colit, de sa grandc cflicacité, lc chloramphénicol reste disponible dans les pays
en voie de développement sous forme d’esters @ le palmitate pour la voic orale et le succinate pour la
voic parentérale™. Cependant cette moléeule possede unc importante myclol(-)'xiciléj"'. Ceci a
fortement diminué son emploi dans les pays industrialisés. En lrance par exemple, le
chloramphénicol n’est que peu utilisé sous formc de collyre (chenicol@} pour le trailement. dcs
infections oculaires. Seul le thiainphénicol st utilisé par voic orale ou parcntérale a la pesologic de

1,5 a3 g/j chez 'adulte (thiophénicol™) ™. Aux Etats-Unis, le chloramphénicol a ét¢ utilise dans lcs

33

infections a cntérocoque résistant a fa vancomycine ™.

o Mécanisme d’action : Les phénicolés inhibent ta synthése protéique. 1ls bioquent
p ¥ p q q

1’élongation du peptide en cours de formation par fixation réversible a la sous unité
ribosomale 508 (ARNr 238). Ces molécules agissent en réduisant Iactivilé catalytique de la

peptidyl transférasc.

Thése présentée el soutenue par Mr Diakaria KONA'TE




——e T ‘f""?-ﬁ"\""d‘d" gt

Coritribution 3 ["étude de la résistance des Enterobacterioceds aux antibiotiques par production de I-lactanases au CCM de Bamako

Le ehloramphénicol se fixe sur le sitc A du ribosome. 11 existe un second site de fixation de faibic
affinité sur la sous-unité 308 faisant intervenir la protéine $14%.
e Structure:
La structure du chioramphénicol est relativement simple et il a été le premier antibiotique de synthése
chimique sur le marché® Le chloramphénicol contient un noyau aromatique avee un groupe nitro en

para, une chaine aminopropanediol (contenant deux carbones asymétriques) et unc chainc acyle

latérale™®,
OH OH
Cl
O + HN
= |}1 |
O~ O

Fignre 8 : Structure du chloramphénicol™

2.2.5. Les Tétracyclines :

2.2.5.1. Introduection :

Le spectre relativement iimil¢ des tétracyclines classiques, I'incapaciié 4 €tre uiilisées cher. les
enfants, pendant la grossesse et [alaitement, et I'émergence de nouvecaux composants éfficaces dans
d’autres familles d’antibiotiques a limité dc fagon imporiante 'utilisation dey tétracyclines chev
’homme.

. En Espagne par exemple, la consommation de la tétracyclinc n'a cess¢ de diminuer au fil des
annécs, de sortc que lc nombre de doses quotidicnines déterminées pour 1000 habitants et par jour a
diminué, passant de 0,8 en 1998 4 0,6 en l'an 2006°7. Cette diminution de consommation a ¢té
presque entiérement attribuable & l'utilisation de Ja doxycycline, la téiracycline qui font partic des
médicaments les plus couramment utilisés chez l'homme dans le monde cnticr, ¢t l'un dcs
médicaments essentiels dc I'Organisation mondiale de la sant¢ (OMS) .

2.2.5.2. Mécanisme d’action :

Les tétracyclines sont des inhibiteurs de la phase d’¢longation de la synthése protéique.

Elles se [ixent 4 la sous unité 30S du ribosome plus précisément & la protéine $7 ct aux nucléotides
G693, A892, U1052, C1054, G1300, G1338, de ’ARNr 168, pour empecher la fixation dc
’aminoacyl ARN1>.
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2.2.5.3. La structure :

Les molécules les plus ancienncs, chlortétracycline et oxyiétracycline, sont des antibiotiques naturels
produits respectivement, par Streptomyces aureofuciens et Streptomyces rimosus. Certaines
molécules sont produites par d’autres bactéries. Des produils comme la minocycline et la
doxycycline sont hémi-synthétiques. Au milicu des annces 90 sont apparus dc nouveaux composés
hémi-synthétiques, les glycyleycelines. Ces cyclines dites de troisieme génération sont cn cours
d*évaluation®® *. Les cyclines sont constituées de quatre cycles (A, B, C, D). Les carbones 1, 10, [1
et 12 sont toujours substitués par des composants oxygéncs, le carbone C4 presque toujours par unc

diméthylamine, tandisque les carbones C5, C6 ct C7 sont diversement suhstitués™ %,

OH O OH O O

HsC ~ OH N
H,C~ “CHs

Figure 9 : Structurc de la doxycycline™.

2.2.6. Les polymvxines :

2.2.6.1. Introduction :

Les polymyxines sont des antibiotiques cycliques naturcls initialement 1s0l¢s a partir de souches de

Bacillus. 1.eur structurc dc basc est composée d'acides gras attachés 4 un noyau peptidique
polycationique composé de huit & dix acides aminés®. Les Polymyxines B et K (colistine) ont été
introduits dans la pratique clinique dans Ics années 1950 pour e traitement des inlections des bacilles
a Gram négatif. Toutefois, 'utilisation parentérale de ccs composés a ét¢ abandonnée dans les années
1970 lorsque les agents anti-Psendomonas mieux tolérés sont devenu disponibles® 63 L'émergence
dc bacilles multirésistants tels quc Pseudomonas acruginosa ct Acinetobacter spp. a demandé

- - r 1 . - <]
I'élargisscment d’usage systémique de ces polymyxines®
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2.2.6.2. Mécanisme d’action ;

Les polymyxines possédent un mécanisme d'action unique. Ces antibiotiques ont pour cible la
membrane bactérienne.

Le cycle peptidique polycationique des polymyxines interagit avee les lipopolysaccharide anioniques
de la membrane externe des bactérics & Gram négatives, déplagant ainsi les cations de cafcium et de
magnésium qui  stabilisent les molécules des lipopolysaccharides (I.PS). Ce processus est
indépendant de l'entrée des polymyxines dans la ceilule, et aboutit a unc augmentation de la
perméabilité des cellules de I'enveloppe, des [uites du contenu des cellules ct, par conséquent, la mort
cellulaire®® ®. En plus de leur action antibactériennc, les polymyxines possédent également une
activité anti-cndotoxine. L'endotoxine des bactéries & Gram négative est ie lipide A qui fait partic des
LPS et qui est neutralisée par l'action des polymyxines®.

2.3. Spectre d’activité des antibiotigues :

Tableau III : Spectre d’activité des antibiotiques

Antibiotiques ‘Spectres i .
Ammopemcﬂlmus (exemple :  amoxicilline) : le spectre est large mais ces
antibiotiques sont détruits par jes pénicillinases y compris celle du Staphylocoquc.
Carboxypénicillines {(cxemple : ticarcilline) : DPavantage par rapport aux
aminopénicillines est qu’ils sont souvent actifs sur le bacillc pyocyanique ct sur
certaines souches productrices de céphalosporinases panni les Knterobacter, Serratia
et surtout Profens indole positif. o
Péniciflines inhibiteurs des P-lactamases (exemple : acide chvulquuc)
possédent une [aible activité antibactéricnne mais détruit la majorité  des
. ' pénicillinases.
P-lactamines  ["CiG (exemple : céphalotine) : elle résiste a la pénicillinase du Staphylocoque ct est
active sur un nombre dc bacilles 4 Gram- parmi les entérobactéries mais non sur lc
bacille pyocyanique. Elle est détruite par les -lactamases® _
C2G (exemple @ céfoxitine) @ Ces produils sc distinguent des derniers. par unc
résislance accrue ws-a vis des céphalosporinases ct un léger gain d’activité sur les
souches SLHS]blLS L

C3G (Lxcmplc: LLtld!ldll’l’lL) . accentuent les avantagcs des prcccdcnlq meiitcure
activité sur les souches sensibles ct rareté des souches résistantes. [1s ont une certaine
activité sur le bacille pyocyanique, notamment la célopérazone et la celtazidime. De
plus un autre produit, la celsulodine cst particulicre pour son activité sur le bacille
pyocyanique, alors qu’il est inactif sur les autres bacilles a Gram négati(*®"’.

Les aminosides (exempfes @ gentamycine, nétilmy(,i-ﬁr, tobramycine) : J.cs
aminosides sont actives sur les baclérics 3 Gram négatif ct positifs, sculcs les
bactéries anacrobic strictes résistent naturellement a leur action.

La quasi-totalité des genres bactéricns composant la famille des Enterobacteriaceae
esl naturellement sensible aux aminosides, 4 'exception de Providencia qui produit
Aminosides une AAC (enzyme qui cniraine une acétylation du groupement aminc dcs
amm051des) Les streptocoques, les entérocoques et les pncumocoques, bactéries a |
. _métabolisme _anaérabic ct aérobie tolérant sont naturcllement résistant 4 de basscs
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Contribution 3 I"étude de la résistance des Enterobacieriaceae aux antibiotiques par production de B-lactamases au CCM de Bamako

concentrations d’amiposides avee des concentrations minimales inhibitrices (CMI).
variant de 4 4 256 mg/l..

Ce bas nivcau de résistance s'explique par un transport actif inefficace a travers la
membrane cytoplasmique 1ié a I'absence des enzymes de la chaine respiratoire. lin
revanche, ces bactéries sont paturcllement scnsibles a de hautes concentrations
d’aminosides (ZIOOOmgfL) 68

Quinolones

Quinolones de 1 gcneratmn (cxunplc: acide naluhanul,) Eb raison dc leurs |
spectres étroits, de leurs propriétés pharmacocinétiques, les guinolones de jere
génération sont restées des médicaments des infections uripaires & entérobactérics
sensibles. Jls'n’ont pas d’activil¢ sur Ics bactérics & Gram positif.

Quinolone de 2™ génération (cxemple : Péfloxacine, ciprofloxacine): Ces
quinolones améliorent 1’activité sur les bacilles & Gram négatl avec extension aux
cocci a Gram positif. La Ciprofloxacine a ['activiié la__ plus stable sur ics
eniérobactéries. Elle est active sur Pseudomonas aerugmosac( o

phénicolés

Le spectre comprend Ta plus part des hactérics aérobies et anaérobics, lcs cspéces
responsables de mcnmytcs Haemophiluy influenzae, Spireptococcus pneumoniae ct
Neisseria meningitidis”. les cocci 4 Gram positil adrobics et la plupart des
entérobactéries. I. activité cst variable selon les souches de Profeus et apparcntés, les
Serratia ¢l Enterobacter. Providencia stuartii cst résistante ¢t seulement un ticrs des
souches de Profeus mirabilis'sont sensibles. Excellente activité sur les Bacteroides du
groupe fragilis. Actif sur les spirochétes, Chlamydiae, Mycoplasma ct Rickettsiae.

Les espéccs naturcllement résistantes : Pseudomonas aeruginosae, Acinefohacter,
Nocardia asteroides et Mycobaclerium {uberwiosm

Polymyxines

o lL.es bacilles Grdm_ négatif, a v’ exclusion lOlllL[()lS des Proteus, Providencia,
Serratia, Racteroides et d’un grand nomhre de Fusobacrérium.

o Les bactéries Gram positif, ainsi que les cocel Gram négatif sont résistantces.
1l en est de méne pour les myt.obduem,e(’

Tétracyclines

Antlblothucq a large spectre. Sont actifs sur un grand nombre. d’cspeces bactériennes
a Gram positilf ct ncpatif, y compris lcs rickettsies, les chlamydiales, lcs
mycoplasines.

Le spectre de ces différenis produits est identique. Il existe seulement entre cux  dc
minimes différences quantitatives d’activité. Toutefois, la minocycline est un peu
particuli¢re : certaines souches résistantes & la tétracycline pcuvent rester sensibles a

. . 70
la minocycl l_lleﬁ()’ "o

3. La résistance bactériennc aux antibiotiques :

3.1 Définition :

D’un point de vue strictement bactériologique, une souche bactéricnne est dite résistante lorsqu’cllc

peut croitre en présence d’unc concentration d’antibiotique plus élevée que la concentration qui

inhibe normalement les souches sensibles de I’espéce. [ille est dite naturclle lorsqu’elle est liée aux

caractéres génétiques normaux de ’cspéce bactériennc. Llle est dite acquise lorsqu’elle atleint dcs

. R . . 7
souches au sein d’une espéce bactériennc normalement sensible”
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Contribution & I’étude de la résistance des Enterohucterivceae aux antibiotiques par production de p-lactamases au CGM de Bamako

3.2 La résistance naturelle :

Une résistance est dite naturelle lorsqu’elle s’¢tend a toutes les souches d’une méme espéce ou d’un
méme genre et permet ainsi de définir le spectre d’activité de I'antibiotique.

La résistance naturelle cst liée le plus souvent a 'inaccessibilité. de la cible de Vantibiotique, a
’absence totale de cette cibic ou 4 une diminution de ’affinité de cette dernicre pour la melécule.

La ciblc des B-lactamines est la paroi bactérienne. Les mycoplasmes dépourvus de cette derniére sont
naturellement résistants a ces antibiotigues.

Les Enferobacteriaceac et Pseudomonas dont les enveloppes sont imperméables aux grosscs
molécules telles que les macrolides, les pénicillines G. V, la rifampicinc présentent une résistance
naturelle & ces drogues. On peut également citer ["exemple de la résistance des streptocoques ct des
bactéries anaérobies aux aminosides duc¢ a 'absence du sysi¢me de chaine respiratoire chez ces
germes. La résistance naturelle peut €galement Ctre lice a une  séerétioh d’enzyme gui modifie
Iantibiotique. C’est le cas des FKnterobacter cloacae qui  produisent naturcllement unc
céphalosporinase inactivant les Aminopénicillines, les Céphalosporines de 1 ¢t de 2°™ génération.
La résistance naturelle cst une propriété innée, programmde dans le pénome bactérien, clle est fixe et
constante, clle conceme toutcs les souches de Pespece et est. transmissible a la descendance.

3.3 La résistancc acquise :

Il y a résistance acquise, lorsqu'une partie d’une souche bactérienne qui était normalement sensibie a
un antibiotique devient résistante. 1.a résistance acquise n’cst pas forcement innée, clle se transmet
rarement a la descendance, mais peut sc lransmettre & d’avtres bactérics (le translert de plasmides).
La résistance acquise peut parfois étre spontanée (¢’cst lc cas de la résistance par mutation), clle peut
survenir par plusieurs autres mdcanismes @ la mutation, la transformation, la conjugaison, la
transduction, résistance acquise par I’intermédiaire des intégrons, des transposons.

3.3.1 Les mutations :

La mutation pcut se définir comme toule modificalion provoquée ou spontancée dans la séquence
d’ADN bactéricn. C’est unc modiflication stablc ¢t sc¢ transmet seulemicnt a la descendance
(transmission verticale). Cette mutation est trés rare avee un pourcentage de survenue de 107 3 107,
Une mutation peut apparaitre a la suite d’une délétion, d’une insertion ou dun remplacement d’une

ou de plusieurs paires de bases’”. Il est & not¢ que des bactéries peuvent subir plusicurs mutations 4 la

suite d’une inactivation du systéme naturcl de correction des errcurs de réplication. Clest I¢ cas de,

mutations rencontrées chez les entérobactérics aboutissant a une diminution de la permdabilité de la
membrane bactérienne aux quinolones en plus d'unc modification concernant les génes de la

topoisomérase 11 et TV™ 74,
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Les mutations peuvent concerner les génes de structure des cibles des antibiotiques, dans ce cas,
’antibiotique ne reconnaitra pas sa cible et devient inefficace. L.a mutation peut survenir aussi sur des
génes dont le rOle est de répuler la production d’enzyme inhibitrice. Ce qui va entrainer une
production exagérée de 1’cnzyme pouvant aboutir 4 unc multirésistance”.

Le plus souvent, la mutation entrainc une résistance 4 un scul antibiotique ou a plusicurs molécules
appartenant & une famille d’antibiotique.

Quand Ja mutation affectc la perméabilité ct/ou le phénoméne d’éfflux une résistance a plusicurs
familles d’antibiotique peut apparaitre.

C'est le cas par exemple d’Esherichia coli chez qui une mutation dans lc régulon mar alfecte
simultanément ’expression de plus de soixante génes réduisant la production de la porine Ompl’ et
augmentant la production d’AcrAB, qui est une pompe assurant efflux des béta-lactamines, des
[Muoroquinolones, du chloramphénicol et de la tétracyciinc“’.

Chez Pseudomonas aeruginosae, une résislance 3 'imipénéme apparait aprés unc mutation qui
entraine une diminution de la production de porinc oprD2. Cette porine permet le passage de
I’imipénéme 4 travers la membrane de Ja bactérie™,

Des mutations peuvent entrainer P’aliération du sitc actif dc {*cnzyme séerétée par la bactéric. Cela
entraine une augmentation du spectre de substrat de I*cnzyme’®,

3.3.2 L.a transformation :

La transformation a ¢é1é décritc pour la premiére (ois dans les anndes 192577, Clest le premicr

mécanisme de transfert de matériel génétique a avoir é1¢ décrit. J.a transformation sc définit comme

un transfert dc matériel génétique nu ou libre d’unc bactérie donatrice a une bactéric réceptrice dite

en état de compétence. Le matéric! génétique est introduit dans le génome bactérien ou il pourra

s’exprimer. Les nouveaux caractéres généliques sont stables ct transmissibles & la descendance

{transmission verticale). Plusicurs baciéries sont transformables parmi lesquelles  certaines sont

pathogénes : Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aurens, Haemophylus influenzae, Neisseriu
gonorrhoeae, Neisseria meningitidis pour ne citer que ceux-1a"" ‘”.
Généralement, les genes impliqués dans lc processus de transformation sont des genes de régulation
et des géncs de composants structuraux’> 7%,
La transformation se déroule cn sixX élapes qui sont :
1) La libération de matériel génétique nu dans 1'environnement suite a la mort baclériénnc_ ou
aprés sa lyse par une technique comnme la sonilication. Le {ragment dADN peut égalcment
provenir de ’excrétion par unc bactéric vivante. 1'rés récemment, la capacité de Neisseria

N v r.: rorer - e, . £ 79
gonorrhoeae 3 excréter du matcriel génctique transformable a ét¢ démontrée’.
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e R . o . _y 12,79
2) La fixation d’ADDN double brin sur Ics protéines de surfaces de la membrane bactéricnne™ ™.

3) Le transport de ’ADN & Iintéricur de la bactéric. dircctement au travers du peptidoglycanc
chez les bactéries 4 Gram positif et aprés passage par la membrance externc chez Ics bactérics
a Gram négatif. Ce transfert fait intervenir les porincs’.

4) la transformation de 1" ADN double brin cn ADN simpic brin par dénaturation.

5) La pénélration de I’ADN monobrin dans le cytoplasme de la bactéric aprés passage par la
membrane cytoplasmique ;

6) La derniere étapc consiste 2 l'intégration de I"ADN ¢tranger dans le chromosome de la
bactérie réceptrice. Elle nécessite. unc certaine howologic des séquences nucléotidiques entre
bactérie donatrice et réceptrice’.

3.3.3 La conjupaison :

La conjugaison est un proccssus par lequel PADN cst transférd d’une bactéric donatrice (appelée
male) 4 une bactérie réceptrice (dite femellc). Elle a été découverte en 19477 ¥ Ce type de transfert

de matériel génétique exige un contact étroil entre. les deux cellules bactériennes’™ *. Iille peut se

faire entre des bactéries n’appartenant ni a la méme famille ni au méme genre. [L.a conjugaison a &té

décrite entre des bactéries 4 Gram positif ct négatif. Elle peut sc [airc cntre des bactéries

8 s . \ - e _
8182 Apres formation d’un pont cytoplasmique qui résulic de la [usion

phylogénétiquement éloignées
du cyloplasme des deux bactérics, il y a un passage du matcricl génétique de la bactérie male 3 la
bactérie femelle. La conjugaison [ait intervenir des compliexes multi-protéiques codés par des génes
localisés dans les transposons ou sur l¢ chromosome. La conjugaison fail intervenir les pili sexucls
chez les bactéries & Gram négatif. Concernant les bactérics a Gram positif Jes bases de cc transfert
. 72,80
restent encore mal connues'™ ™,

3.3.4. Transduction :

La transduction se définit comme un transfert d’ADN bactcrien par le biais de vecleurs appclés
bactériophages. Les bactériopbages peuvent se présenter sous deux [ormes. La forme virulentc cst
unc infection lytique de la bactérie. I.a forme tempérée conscrve la vic de la baclénic tout en
s’introduisant dans son cbromosome. ['ADN transféré va s¢ répliquer en méme temps que Ic
chromosome bactérien. Cetic forme tempdérée peut se soustraire du chromosome, s¢ multiplier et
devenir virulente. Ce prophage peul emporter un ou plusicurs fragments d’ADN bactéricn. En
infectant d’autres bactéries il le transfert a la bactérie hote. Ces fragments vont étre répliqués en
méme temps que le chromosome de cctte dernicre.

La transduction cst dite généralisée lorsque n’importe quel péne est transtéré. Flle est dite spéeiahisée

lorsque seuls lcs génes situés sur le site d’intégraiion du prophage sont transférest,
q g g
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La transduction permet le transfert de géne entre bactéric du méme genre ou phylogénétiquement

rad

proches. Cela est d0 a la spécificité d’infection dcs pbages™,
4, Résistance chez les entérobactéries :
4.1. Modification de PLP :

Plusieurs facteurs peuvent concourir & la résistance par modification dc Ja cibble : perle d alfinit¢ des

PLP pour les p-lactamines par mutation, acquisition de géncs ou de [ragments de génes codant pour
des PLP d’affinité diminuée ou hyperproduction de PLP normales.

Des souches de Proteus mirabilis résistantc 4 I'imipénémc et au méceillinaine ont €46 obscervées sulte a
une perte d’affinité de la PLP2 el & unc diminution de la quantité de PLPIAY. Cependant, ce
mécanisme de résistance reste trés rare chez les entérobacicrics.

4.2, lc phénoméne d’cfflux :

Les systémes d’éfflux sont constitués chez les entérobactérics de trois proteines
Une insérée dans la membrane cytoplasmique jouant le rdle de la pompe,
Une seconde, inscrée dans la membranc externe assurant le passage au travers de la membranc

¢ périplasmique qui formerait un lien entre la pompe et les proteines de la membranc

externe, Une 3
externe. Ces systémes sont en fait des pompes métaboliques assurant I’expulsion active des produits
du métabolisme ou de toxiques, comme les antibiotiques. En cas d’hypersécrétion, ces systémes
comme celui correspondant au génc marRAB chex Fscherichiu coli, entrainent généraleinent une
résistance 4 bas niveau et croisée, a dilférents antiotiques comme les -lactaminces, les quinolonces, le
chloramphénicole et les tétracyclines. 1.a résistance par ¢{llux est souvent couplée a une diminution
de la perméabilité. L’association de ccs 2 mécanismes pecut entrainer unc résistance a haut niveau ct
simultanée vis-a-vis d’antibiotiques non structuralement teliés, constituant de vérilables systémes de
résistance®.

4.3. Impermdéabilité :

I.a mcmbrane plasmique des entérobactérics est [ornée de lipopolysaceharide (1.PS) dont la structusc
est hydrophile.grice a ces charges électriques de surface ct trés compact en profondeur grﬁdé a ces
acides gras insaturés. Cefte organisalion explique unc résistance naturelle aux antibjotiqucs
hydrophobes et/ou de massc moléculaire élevéce (la pénicilline G, V ct. M, macrolides, rifampicine,
acide fusidique et glycopcptides) 8 Les porines permettent des échanges par diffusion passive de
nutriments ¢t d’autres substances cntre lc périplasme ct ic milicu extericur. l.cs [J-lactamines

hydrophiles peuvent également traverser la membrane externe cn empruntant ectle voie (porincs

OmpF et OmpC chez Kscherichia coli et lewrs équivalents OmpK36, OmpD el Omp36 cher

Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Salmonella typhimurium).
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Des résistances acquises par diminution dc penméabilit¢ ont éi¢ rapporiées chez Escherichia coli,
Proteus, Salmonella, Shigella, Klebsiella, Enterobacter el Serratia suite a unc altération quantitative
ou qualitative des porines®.

4.4, Phénotype de résistance des Enterobacteriaceae aux f-lactamines:

Certaines entérobactéries sont naturellement productrices de(s) B-lactamase(s). Ceci permet de les

classer en groupes phénotypiques dc résistance qur sont :

4.4.1. Groupe Q :

Il est constitué par des espéces totalement dépourvues de  -lactainascs a I’élat sauvage. Ces cspéces
telles que Proteus mirabilis et Salmonella spp sont naturcllement sensibles a la majorité des
p-lactamines : les aminopénicillines, les carboxypénicillines, les urcidopénicillines, les
cephalosporines, les carbapénémes ou I'aztreonam. Pour 1'esplee. Proteis mirabilis ainsi que la plus
parl des Protege, 'imipenéme cst légerement touché mais cette faible résistance n’a pas dc
conséquence clinique.

4,4.2. Groupe 1 :

Les espéces de ce groupe produisent naturcllement mais cn [aible quantité unc céphalosporinase de
classe C. Ce sontl Escherichia coli ct Shigella spp. Ces espéees sont naturcllement sensibles aux
aminopénicillines, aux carboxypénicillines, aux urcidopcnicillines, a [’aztreonam, aux
céphalosporines et aux carbapéncmes. Cette céphalosporinasc est chromosomique, non inductible de
type AmpC. Elle peut chez certaines souches entrainer unc résistance aux aminopénicillines, a leur
association aux inhibiteurs de beta-lactamascs et/ou aux céphalosporines de premicre génération™.
En France la fréguence du phénotype sauvage d’ Escherichia coli cn milicu hospitalicr est de 509 A
4.4.3. Groupe 2 :

Le groupe 2 est constitué par des bactéries qui produisent unc pénicillinase chromosomique de bas
niveau. Les espéces de ce groupe sont Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Citrobacter koseri,
Citrobacter amalonaticus et Escheria hermanni. Ccs cspéccs produisent naturcilement dcs
pénicillinases non induites par les P-lactamines. Ces enzymes sont de classe A sensibles aux
inhibiteurs de B-lactamases : SHV-1 ou LEN-1 pour Klebsiclla pneumoniae. OXY pour Kiebsiella
oxytoca, des enzymes de type CKO pour Citrobacter koseri, CAiA pour Citrobacter amalonaticus et
HER-1 pour Escherichia hermani. Ces enzymes confCrent unc résistance importantc aux
aminopénicillines, aux carboxypénicillines et trés souvent inapparcnie aux urcidopénicillines. Pour cc
phénotype sauvage, il y a toujours unc pcrsistance du diamétre d'inhibition autour des

aminopénicillines.
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En cas de pénicillinase haut niveau, souvent plasmidique, ce diamétre d’inhibition est aboli. Les
associations pénicillines-inhibitcurs sont actives sur lc phénotype pénicillinasc bas niveau”. A
I’hopital, environ 70% des souches de Klehsiella pneumaoniae. 75% des souches de Klebsiella
oxytoca el Citrobacter Koseri sont de phénolype sauvage cn France®”.

4.4.4 Groupe 3 :

Ce groupe est constitué par les baetéries produisant unc céphalosporinase & bas niveau. Ellc est
chromosomique de classe C (type AmpC) inductible par les B-lactamines. 1.es' molécules {ortement
inductrices sont : la céloxitine, I’imipenéme ct lc clavulanaie, Ces cnzynics sont trés répandues chez.
les entérobactérics isolées cn bactériologic clinique. [l s™agit de : Enferobacter cloacae, Interobacier
aerogenes, Serratia marcescens (ct toules les autres especes de ce genre), Providentia stuartii,
Providentia rettgueri, Pantoea agglomerans, Citrobacter freundii, Hafnia alvei, Morganella
morganii. Ce phénotype est résistant aux aminopénicillines, a lcur association aux inhibiteurs de fi-
lactamases, aux eéphalosporines de premicre génération™”.

Leur comportcment vis-a-vis de la céloxitine ¢t du céfuroxime permet de les classcr en trois sous-

groupes :

- les espéees qui sont sensibles 2 la céloxitine ¢t au céluroxime : Hafnia alvei,
Providentia stuartii, Providentia reftgueri, Pantoea agglomerans.

- Ceclles qui sont plus résistanies 4 la céloxitine qu’au céfuroxime : il s*agit de
Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogencs ct Citrobacter freundii. .

- Et le demicr sous-groupe qui cst composé d’espéces qui sont plus résislantes au

céfuroxime qu’a la céfoxitine : ¢’est Serratia marcescens e\ Morganeila morganii.

La fréquence du phénotype sauvage esi variable. Elle est fonction de I'cspéce, de la sitvation
épidémiologique du moment et du licu considéré. En France la fréquence do phénolype sauvage cst
plus élevée chez Hafnia alvei, Providentia stuartii, Providentia retigueri ¢t Morganella morganii

(65-85%) que chez Enterobacier cloacae, Enterobucter aerogenes ct Citrobacter freundii (38-65%).

4.4.5. Groupc 4 :

Il s’agit de Yersinia enterocoliticu et Serratia fonticola. Ces deux cspéees produisent naturellement
une céphalosporinase de classc C inductible ct unc pénicillinase de classe A non inductible ct
produite a bas niveau (groupe fonctionncl 2b). Chez Serratia fonticola, 'enzyme de classc A est une.

B-lactamases de classe 2be (SFO-1).
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A

les deux espéces dc ce groupe sont tésistantes aux aminopcnicillines, a I’association

aminopénicillines-inhibitcurs de P-lactamases, aux céphalosporincs de premicre génération, aux

. v egyr . . . . e ayye 85
carboxypénicillines. In vitro, ces deux espéces sont sensibles aux ureidopénicillines™.

Tableau IV : Sensibilité des Enferobacteriaceae par groupe phénotypique de résistance aux fi-

lactantines.
Antibiotiques Groupe { Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 Groupe 4
Aminopénicillines S S/ R R R
Aminopénicillines + CLA 5 S/ S R R
Carboxypénicillines S S R S R
Carboxypénicillincs + S S S S S
CLA
Ureidopénicillines S S S-—1 S 51
Ureidopénicillines + TAZ S S S S S
CiG S S/ S R R
C2G S S S R//S Se
Céfoxitinc S S S R/U/S S
C3G S S S S S
C4G S S S S S
Carbapénémes S S 5 5 S

LLa fléche indique les interprétations préconisces

Tableu V : Répartition des Enferobacteriacea par groupe phénotypique de résisinec aux f3-

lactamines.

Groupe 0 Proteus mirabilis, Salmonella spp

Groupe 1  Escherichia coli, Shigella spp

Groupe 2 Klebsielia prnewmoniae, Kiebsiella oxytoca, Citrobacter koseri, Citrobacier amalonaticus,
Escherichia hermanni
Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Serratia marcescens (et toutes les autres

Groupe 3 especes de ce genre), Providentia stuartii, Providentia retigueri, Panfoea agglomerans,
Citrobacter freundii, Hafnia alvei, Morgunella morganii.

Groupc 4 Yersinia enterocolitica cl Serratia fonticola
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5. Les B-lactamases :

5.1. Définition :

Les B-lactamases appartenant a la grande famille des hydrolascs d’amides cycliqucsxs‘ * Elles sont
une cause majeure de la résistance des bactérics aux B-lactamines”. Les B-lactamascs catalysent de
maniére efficace et irréversible Phydrolyse de la liaison amide du cycle f-lactame donnant un_produii
biologiquement inactif qui perd totalement son activité antimicrobienne®, régénérant l'enzyn;lc pour
une nouvelle réaction d'hydroiysegz. Il apparait difficile de considérer les B-lactamases comme
destinées seulement & protéger les bactéries contrc les -lactamines. Liles powraient avoir un rdle
physiologique dans I’édication de Jla paroi, au méme titrc quc la transpeplidase ¢t Ja 1D, D-

carboxypeptidase. En effet toutes ces cnzymes ouvrent le eycle B-lactame ct 87y fixent™.

H?O ,__;'fi M"‘zzm
_________ Plactamase :/’M
HT U N
) o
Annean f}-lactame ouverture dc  I’anneau

la cible de f-lactamase

o -

Figure 10 : 'hydrolyse de I'anncau fi-lactame par lcs ﬁflac.lalnascsq?‘.

5.2. Classification :

La classification de B-lactamases La plus largement utilisée est la classification d’Ambler”™ ™,

gui
prend en compte, les analogies de séquences peptidiques, cn particulicr celles du site enzymatigue. ;
ainsi 4 classes (A, B, C, el D) ont é& identifiées. Les: f-lactamascs des classes A, C et D font partie
des enzymes & sérine aclive, c'est-a-dire qui possedent dans Jeur site actif une sérinc qui intervient
dans le mécanisme d’acylation au cours de I’bydrolyse des B-lactamines. Par contre la classe I3 inclut
les métallo- B- lactamases dont l'activité nécessite la préscnee d'lons métalliques”™. Les BLSE
appartiennent soit au groupe A (types TEM, SHV, C1X-M} ct cn plus petit nombre au groupe D
(type OXA). Les B-lactamases du groupe C sont des céphalosporinascs (lype AmpC) mais non

BLSE™,
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5.2.1 Les enzymes de classe A ¢

Elles sont les plus nombreux ct fes micux étudices. Un trés grand nombre de ces enzymes ont &€
signalés et plus de 45 séquences ont 61¢ déterminées. J.eur poids moléculaire moyen est de 29000
DAY Dans cette classe, on retrouve. les pénicillinases des bactérics 4 Gram positif, les f-lactamases
plasmidiques & large spectre qui hydrolysent les céphalosporines avece autant d'eflicacité que les

pénicillines, les B-lactamases a spectre élargi qui hydrolysent les céphalosporines de 3%

génération
et les monobactames. La majorité de ces enzvmes sont  sensibles aux inhibitcurs suicides (acide
clavulanique, sulbactame et tazobactamc) utilisés en médecine™.

Les principaux représentants de ce groupc sont les B-lactamases de type TEM, SHV ct tris
récemment le type CTX-M.4%.

5.2.2 Les f-lactamases dc la classe.B ;

Contrairement aux sérine-f-lactamascs, les f-lactamases de la classe B nécessitent la présence d'un
ou deux ions zinc pour &tre actives . Ce sont.des protéines monomériques obtenuc exclusivement par
des bactéries 4 Gram négatil. Par rapport 4 la classe diversifie d’enzyme A, ils forment une tamille
plus homogéne, avec une masse moléculaire d'environ 39 kIDa™ Icur importance clinique est Jice au
fait qu’elles hydrolysent les carbapenémes, composés qui échappent a Pactivit¢ des [-lactamases a
sérine active. La plupart des métallo-B-lactamases hydrolyscnt une variéié de pénicillines et de
céphalosporines, et sont insensibles aux inhibiteurs classiques (acide clavulanique, sulbactamc,
tazobactame). A parlir de la séquence des cozymes, cetie classe est subdivisée cn trois sous ;i::lasscs._
B1, B2, et B3%.

5.2.3 Les enzymcs de la classe C :

Ces enzymes sont dcs protéines monomériques ohtenuc cxclusivement par des bactérics a Gram
nég_atifgg. Leur hyperproduction est associée au phénotype de multirésistance observe chez cerlains
bacilles 2 Gram négatif’’. Par rapport & la classe A d’enzymes diversifice, ils forment unc [amille
plus homogene, avec unc masse molceulaire d'environ 39 kDDa¥. f.es cnzymes de cetle classe,
peuvent étre divisés en deux groupes : les f-lactamascs chromosomiques ampC ct les B-lactamascs
plasmidiques. Elle renferme les céphalosporinases qui soni des enzymes résistantes a l'action de
I’acide clavulanique et Je sulbactame.

5.2.4 Les -lactamases de Classe D) @

Ce sont des protéines monomériques de 27 a 31 kla, qui sont obtenues par des bactérics & Gram

négatifagl. Elles hydrolysent les isoxazolylpénicillines comme la cloxacilline et I'oxacilline.
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On les appelle des oxacillinases ct sont représentées par les fi-lactamascs du type OXA. Ces enzymes
sont plus ou moins résistantes A 'action de V'acide clavulanique, mais sont bien inhibées par lc

tazobactame’®.
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1. Cadre d’étude’’

Notre étude a été menée au Centre Charles Mérieux de Bamako.

1.1. Présentation do Centre Charles Méricux :

Le Centre Charles Méricux se situc & Bamako-a Bamako Coura Bohibana. [l ¢st composé de 2
entiiés : le laboratoire Rodolphe Méricux (LRM) et le Centre de formation.

Les événements concernant ce centre se sont succédés comme suit

v Pose de la premicre pierre 15 janvicr 2004

v" [nauguration 17 janvicr 2005

v Démarrage des activités d’analyses médicales 02 mai 2005

v Démarrage Action BIOMALI (1 juillet 2005

v Démarrage des activités de formation 01 aoti 2005

v Démarrage des activités de rccherche 01 septembre 2005,

1.2. Identité du Centre :

v Désignation Fondation Mcricux Mali

v Accord Cadre N° 01899 du 18 Février 2004

v Forme juridique ONG 4 but non lucratif

v" Domaine d’intervention Analyses médicales, Formations, Recherche
v’ Siége social Ruc du Docieur Charles Mérieux.

BP I3 2283 Bamako MAILL
1.3. Les missions @
Le Centre s’est fixé trois missions a savoir :
Améliorer la santé des populations
v Contribuer a ’aceés a un diagnostic de qualité non diseriminatoire
v Favoriser la formation et I'information scientifique des spécialistes africains
v Contribuer a la recherche scientifique sur les maladics a potenticl ¢pidémiquc.
Créer un véritable partenariat Public - Privé

v" La Fondation Mérieux

<

Le Gouvernement du Mali

v Les Partcnaires Nord  Sud (Bailleurs ct autres Organismes)

1.4. Les objeetifs du Centre :

v/ Contribuer & la mise & disposition d’an diagnostic biologique nen discriminatoire et

accessible au plus grand nombre de patients.
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v" Renforcer la recherche dans le domaine de fa santé publique ¢t des maladics émergentes
v Accroitre la motivation ct la qualification des agents de sanié par ["accés a la Formation ¢t a
I’ Information scientifique
v" Contribuer significativement au renforcement des capacités de diagnostic des laboratoires du
Mali
v" Participer 4 la création d’un réseau de laboratoircs publics et privés pour une veille sanitaire
durable
v" Renforcer la synergie entre le Diagnostic, la Prévention et le Traitement
v" Créer un véritable partenariat Privé - Public mobilisant les compétences Nord-sud.
1.5. Plateau technique :
Le laboratoire Rodolphe Méricux a des activités dans plusicurs disciplines dc la biologie clinique que
sont: la bactériologic, la parasitologic, IPhématologic. Pimmunologic, la biochimic ot
Phormonologic.
Les prélévements débutent a 7 heures 30 minutes et sont exéeutés par unc responsable technique du
laboratoire avec 1’assistance d’une sage femme charpée des prélévements.
Pour les prélévements de sang, les tubes sont choisis sclon la nature du prélévement : les tubes secs
pour les tests immunologiques et bioehimiques, Ies tubes d*héparine pour Ic dosage de la glycémie,
les tubes EDTA pour les examens hématologiques, les tubes de ¢itrates pour ’hémostase.
Biochimic :
-En Biocbimie, le dosage des paramétres est exclusivement effectué par des automates comme lc
Cobas Mira plus, le Pentra 400, I'Ilyte ct lc PRIM SECOMAM.
L’utilisation de ces appareils nécessile un nettoyage ct unc pré calibration des réactils avant lc
passage des échantillons. I.c Cobas Mira plus cst nettoy¢ chaque jour avant ct apres I'exécution des
analyses. 1l utilise trois types de Rack : des Racks pour lc contréle ct calibration, des Racks pour ies
réactifs ct des Racks pour les échantillons.
Les Racks des réactifs sont perforés de trous dans les quels sont placés les godets. Chaque podet
correspond & un paramétre. Ils sont remplis chaque jour avee les réactifs correspondants.
Aprés le remplissage des godets, fes Racks sont placés sur I"automate ct on procéde a la pré
calibration des parameétres 4 dosés.
Le passage des échantilions nécessite I’iniroduction du numéro d’ordre du paticnt, sa position sur le
Rack et ainsi que les tests le concernant.

Les résultats sont imprimés automatiquement par 1" apparcil.

Thase présemée et soutenue par Mr Diakaria KONATE




Contribution-a "étude de la résistance des Enterobactericceae aux antibiotiques pur production de fi-lactamases au CCM de Bamako

Comme pour le Cobas Mira plus, le PRIM SECOMAM ¢t I'liyte sont ncttoyés par I’cau distiliée et lc
« critical care » avant le passage des échantillons.

L’utilisation du PRIM SECOMAM nécessite I'introduction des valeurs de la longueur d*ondc et de
I’étalon pour le dosage dcs parameétres (calcium, magnésium ¢t acide urique).

-IEn Hématologie :

Les examens effectuds sont essentiellement la numération formule sanguine, la vilcsse de
sédimentation, le test d’Emmel, I’électrophorése de I'hémoglobine, la goutte épaissc dans le cadre de
la recherche des hématozoaires, ’hémoglobine glyquéc dans le cadre de la suivic des personncs
diabétiques, la numération des réticulocyies dans le cadre des anémics arégénératives et
régénératives,

L’ABX micros 60, I’ABX Penta 60 et le PentraX[. 80 sont des automatcs qui permettent d’cxé-cutcr
}a numeération formule sanguine. Notons que le passage des échantillons nécessile un passage des
contréles Diffirol normal et pathologique.

D’autre part certaines sont manuelles : la goutte épaisse dont les lames sont colorées a la solution dc
Geimsa diluée au 1/10° pcndant 15 minutes, des frottis réalisés par un mélange 4 part égale de sang ¢t
de bleu de crésyle brillant incubé dans I'étuve 4 37° pendant 15 minutes pour la nunération des
réticulocytes.

-En Immunologie : la plus part des examens sont réalisés par des amomates. Notamment lec VIDAS

et le mini VIDAS qui est fonctionnel aprés unc programmation des parametres d dosés.

Une fois les carlouches et les cones pour chague type d analyse sont en place, on procéde au
lancement des sections.

D’autre part certaines analyses sont exécutes manuellement : lc BW et le Widal par la méthodce de
ditution, I’ASLQ (antistreptolysine O), lc facieur rhumatoide par des tests d’agghutinations, 1{CV
(virus de Phépatite C) par ’'immuno Combsll, I’anticorps anti HIV-1/111V-2 par lc génic 1.
L’option4 plus pour les TP (temps de prothrombine), TCA (tcmps de céphaline activée) cf le dosage
du fibrinogéne.

-En Bactériologie :

Les examens sont essenticlcment basés sur la cytologie urinaire, ta recherche de myéoplasme par la
méthode, la coproculture, la recherche d’infcctions urinaires et gynécologiques, cutanées, méningce
ctc...

En bactériologic, on adopte une procédure qui aboutit 4 I'identification ¢t la détermination du germc
infectieux en passant par plusieurs €tapes telles que ["examen de P’aspeet macroscopique, I’cxamen

microscopique (état frais et coloration de Gramy}, le dosage des protéines (dans les prélévements de
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liguides en générale) cte... Sclon [cs types de prélévements, certaines ¢tapes sont brulées commc par
exemple I"état [rais qui ne se lail pas avee un prélévement de pus. La culture cst faite surdes milicux
de culturcs adéquates en fonction de fa nature des prélévemcnts comme indiqué dans lanncxce 1.

-En parasitologie :

On a la coproculture d’une part qui se fait sur le milieu [lektoen ct la recherehe des parasiies dans fes
selles par la méthode de Kato qui consiste a :

e déposer une quantii¢ de I*échantillon sur la lamc ;

e Ajouter une goutte de vert de malachite ;

« Recouvrir le mélange par du scotch ;

¢ Chauffer la lame et observé au microscope a Yobjcctil 40

Pour la recherche de mycobacterium tuberculosis dans les urines, les crachats, les liquidescéphalo
rachidien et les liquides pleuraux, on utilise deux sortes de milicu : un milicu liquide (le
BacT/ALERT) et le milieu Lowenstcin Jensen.

Aprés une série de traitements des produits pathologiques ct de décontaminations, le [lacon BTA est
incubé dans un automate appelé : le BacT/ALERT 3 D. Si le B'I'A signalc la positivité du test, unc
quantité dc I’échantillon cst étalée sur la lame ct colorée au Zichl Neclsen pour identificr les bacicries
qui ont poussées.

En plus de ces différentes analyses, le laborateire Rodolphe Méricux fait également le

spermiocytogramme qui est une analyse visant 4 détecter de la stcrilité masculine.

2. Type ¢t période d’étude :

Notre travail est une étude analytique rétrospective et prospective réalisée. de Féyrier 2005 a I'évrier
2010.
3. Population d’étude :

La population d’élude était constituée de palients ayant une infection & cntérobactéric isoiée au
laboratoire Rodolphe Mérieux (LRM) de Février 2005 a Février 2010,

3.1. Critéres d’inclusion :

Ont ¢ inclus dans notre étude des patients ayanl une infcetion a entérobactéric isolée au LRM de
Février 2005 au Février 2010 ct ayant fait I’ojet d*vn antibiogramme quelgue soit leur provenance el
la nature des produits pathclogiques:

3.2. Critérc de non inclusion :
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N’étaient pas inclus dans notre étude tous les patients ayani unc infection bactériennes ducs 4 des
germes autres que les. Enterobacteriaceae ou n’ayant pas fait I’object d’un antibiogramme .

4, Echantillonnage :

Nous avons recucilli systématiquement toutes les entérobactérics isolées au 1LRM de ["évrier 2005 a
Février 2010.
4.1. Technigue de colleete :

Elle consistait 4 la lecture des fichcs d’antibiogramme dont le guestionnairc comportait outre lc.

numéro d’identification, les souches isolécs, la nature des prélevements, ["age des patients, lcur sexc
ainsi que les antibiotiques testcs.
5. Culturce :

Les produits pathologiques ont été systématiquement cxaminés au microscope optique a ’état frais

ou aprés eoloration de Gram pour évaluer la Nore baciériennc. Ces produits pathologiques ont été.

ensemencés dans différents milieux selon le type de prélévements comme indiqué a I’anncxe n°ll.

6. Isolements des Enterobacteriaceae :

Les Enterobacteriaceae ont ¢té principalement isolés sur le milicu Drigalski ct Hekioen.
6.1. La gélose Drigalski :
Numéro de lot : TM2140, référence : 64664 bioMéricux” SA. Marcy 1’éloile, France.

- Usage:
Isolement des bacilles et colibacilles 4 Gram- de culture facile (Enierobacteriaceae).

Composition :

1

Peptone 15,0 g

extrait de viande 3,0 g

extrait de levure 3,0 g

lactose 15,0 ¢

¢ désoxycholate de sodium 1,0 g

cristal violet 0,005 g

bleu d¢ bromothymol 0,080 g

thiosulfate de sodium 1,0 g

agar-agar 11,0 g

o pH=74-75.
La Gélose Drigalski est sélective grace au cristal violet et au sel biliaire qui est le désoxycolate de
sodium.

- Préparation :
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Mettre en suspension 50 grammes de poudre dans un litre d’eau distillée. Bien mdélanger ct chauffer

en agitant fréquemment jusqu’a ce que lc milicu soit en ébullition. Faire bouiliir pendant unc minutc.

Distribuer dans des contcnaires appropriés et stériliser & 115°C pendant 20 minutes. Couler dans des

boites de pétri.

- Leeture :
Colonies jauncs : fermentent le lactose (lactose 1)
Colonies vertes ou bleues : ne fermentent pas Ic lactose {lactose -).
L’épaisseur de la gélose est de 4mm. Le milicu de culture cst utilisé dans les deux scmaines aprés sa
préparation.
6.2. Le milieu Hektoen :

Numéro de lot - 826727701, référence : 51050 bioMérieux” SA. Marcy 1*étoile, I'rance.

- Usage:
C’est un milieu de culture servant a isolcr les Salmonella, Shigelia ct Yersinia.

- Composition :
Peptone 12,0 g

Q

extrait de levure 3.0 g

° lactose 12,0 g

. saccharosc 12,0 g

. salicine 2,0 g

. citrate de fer Il et d'ammonium 1.5 g
] sels biliaires 9,0 g

° fuchsine acide 0,1 g

e bleu de bromothymol 0,065 g
. chlorure de sodium 5,0 g

¢ thiosulfate de sodium 5,0 g

° agar 14,0 g.

e pH=76.

Préparation :

Mettre en suspension,75 grammes de poudre dans 1 litrc d'cau purificc ou déminéralisée. Mclanger
soigneusement. Chauffer jusqu’a ¢bullition. Répartir en flacons. Ne pas autoclaver. Transférer dans
un bain d’eau thermostatéc & environ 45-50°C. Maintenir les flacons & celte température jusqu’au

moment de. ’utilisation. Répartir en boitcs de pétri. Utiliser Ies boites apres reprisc et refroidissement
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de la gélose. La gélose a unc épaisseur de 4mm. Ce milicu cst utilisé deux semaincs aprés sa

préparation.

- Leeture :
Les colonies sont normalcment des colonics de bacilles & Gram négatif. Les colonies a centre noir
sont FH;S+. Les colonies bleues ou vertes n'utilisent aueun des glucides du milicu.
Elles sont donc saccharose, salicine et lactose négatives. La coulcur bleue peut étre duc a l'utilisation
du citrate. Les colonies jauncs utilisent un ou plusieurs des glucides. Elles sont donc saccharose ct/ou
lactose et/ou salicine positives. Un préeipité de sels biliaires peut apparaitre pour les souches
aeidifiantes.
-Colonies jaune saumon: F.coli, Kiebsiella, Citrobacter, Fnterobacter, Serratia
-Colonies jaune saumon a centre gris: P. vulgaris
~Colonies vertes a centre noir: P. mirabilis, Salmonella
-Colonies verles ou blevdtres: Shigella, Morganella morganii, Providencia

-Colouies bleuétres oxydase+: Pseudomonas

7. Identification :

Aprés la culture, une colonic bicn isoléc est identifice par scs caractéres biochimiques ct Paspect des
colonies a I’aide des milicux et tests suivants :

- Letest a ’oxydase,

- Le milieu urée- indole,

- Le milieu Uri select,

- La galcrie d’identification API 20 E.

7.1. Le test & IPoxydasc :

- Déposer un morceau de papier filuc sur la paillasse
- Déposer une goutte du réactif OX (bio Mérieux™ SA, REf. 55635, Lot 6887122010/0811,
Marcy 1'étoile, Francc).
- Etaler Ia colonie choisie avec unc ocse.
Une couleur violette. apparaissant entre une a deux minutes indique une réaction positive.

7.2. Milieu urée-indole : mode opératoire :
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- Mettre 1 (un) ml de réactit Urée-Indole dans un tube & hémolyse avec une pipete
stérile,
- Emulsionncr 2 (deux) colonics lactoses (<) dans Ic milicu,

- Placer le tube a I’étuve 2 4 4 heures.

Lecturce :
Si virage au rouge violet : Uréase (1).
Repartir le liquide incubé entre 2 (deux) tubes dilférents ct v ajouter unc goutte du réactil Indole
dans 1’un et une goutte du réactif 'IDA (trypilophane désaminase) dans Pautre.
o Pour le test a I'indole, un virage au bleu indique la positivité du test.
o Pour le test TDA, une coloration brune indique ia présence d*un tryplophane désaminasc chez
la bactérie.
7.3. Milieu Uri select :

Numéro de lot : 8K2025, référence : 64694 Bio-Rad”SA Mames-la-coquettc, France. Les colonics

donnent différentes colorations en [onction.des espéccs.
o Usage:
Il est surtout utilis¢é pour I'enseméencement des urines. C'est un milicu chromogéne ct non
sélectif. 11 permet I’identification directe de certains permes. Par contre, "identification dc
certaines bactéries, nécessite d’effectucr d’autres caractéres hiochimiques.

a Composition :

» les enzymes utilisées :

~  PB-glucosidase

- B-D galactosidase

- Tryptophane désaminase (test complémentaire). .

» Substances nuftritives :
Elles sont [ournies par des peptones sélectionnées, dcs sources d’électrolytes qui permettent la
réduction du nombre d’espéces de Proteus:

u Préparation :
Mettre en suspension 58,4 g de poudre dans | L d’can. Mélanger soigneusemcent. Chaufler la solution
jusqu’a ébullition. Refroidir un peu et couler dans des boitcs de pétrt.

o Identification :

Colonics rose : B-D-glucuronidase ou p-1)-galactosidasc spéeilique pour Escherichia coli.
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Colonic bleuc : B-D-glucosidases, spécifiques d’Enrerococcus spp. 1t au groupe K1ES-C (Klebsiellu

spp. Enterobacter spp. Serratia spp., Citrobacter spp.).

Pigmentation beige de la gélose: TDA (Tryptophanc déaminasc), spéeifique du groupe PMP

(Proteus; Morganella, Providencia).

Limite :

Ne permet pas la croissance d’organismes exigeants (Neisseria, Haemaphilus, Mycoplasma).
Ne permt pas ’identification directe des autres bactérics a Gram négatil

Quelques souches de staphylocoques peuvent étre inhibées

Queiques souches de levures ne sc développent pas.

Tests de confirmation :

Le tcst de eonfirmatiop est indispcnsable pour différencicr Fnterococcus sp et
Strepfo.agaluctiae

Pour le groupe PMP et FE.coli, il faut confirmer par lc test de la production d’indole.
Aeromonas hydrophila peut produire des colonies roses similaires & /. cofi, ceci nécessite la

confirmation par le test' de la production d’indole).

7.4, La galerie Api 20K :

Lot 839720201, Réf. 20160, bioMéricux” SA, Marcy *étoilc, France.

Cetle galerie est basée sur les caractéres biochimiques ¢t permet Pidentification des entérobactéries.

Le coffret API 20 E permet 25 identifications. Il s¢c compose dc :

25 galeries AP1 20 E
25 boites d’incubation
25 fiches de résultat
1 barrette de fermeture

1 notice technique

Pour utiliser API 20 E il faut en outre disposer dc :

Suspension medium, 5ml

Kits réactifs (réaetifs de Kovac, Nit 1, Nit 2, VP 1 VP 2. TDA, Jamcs)
Réactif ZN (poudre de zinc)

Huile de paraffine

Pipettes

Catalogue analytique API20 E
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Portoirs pour ampoules

Etuve a 35-37°C, réfrigératcur, bee 3unsen, marquceur.

7.4.1. Principe de la galerie API 20 L& ;

La galerie API 20 E comporte 20 cupulcs contenant des substrats sous forme déshydratée. lLes

cupules sont inoculées avec une suspension baciéricnne qui reconstitue les milicux.

Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages eolorés

spontanés ou révélés par 1’addition de réactils, Voirc annexe n°2.

7.4.2. Mode opératoire de la saleric API 20 :

>

Préparation de Ia galerie

» Réunir fond ct couvercle d’unc boite d’incubation et y déposcr un papier buvard
imprégn¢ d’cau pour créer une atimosphére humide.
* Inscrirc la référence de la souche sur la languctte latérale de la galeric.

*  Déposer la galerie dans la boitc d’incubation.

% Préparation de inoculum

» Quvrir unc ampoule de suspension medium (ou cau physiologique stérile sans
additif)

= Prélever a I"aide d’une ocsc unc seuic colonie bicn isolée sur milicu gélosé

» Réaliser unc suspension bactéricnnc de 0,5 McFarland cn  homogénéisant

soigneusement.

> Inoculation de la galerie

Remplir les tubes ct cupules des tests : CIT, VP, GLL avce la suspension bactéricnne cn
utilisant la pipette ayant scrvi au prélcvement. Remplir uniquement les tubes et non ics
cupules des autres lests.

Créer une anaérobiose dans lcs tests : ADH, LDC, ODC, URL, I1LS cn  remplissant lcurs

cupules d’huile de paraffine.

Refermer la boite d’incubation et la placer a P’étuve a 35-37°C pendant 18 & 24 heures.

»

Lecture de la galerie @

Aprés 18-24 heures a 35-37 °C, la lecture de la galeric cst réaliséc a I"aide du Mini ApL
bioMérieux SA Marcy 1’Etoile France, Ref. 69280.

Noter sur la fiche de résultat toutes les réactions spontanccs.

Si le glucose est positif, révéler les tests nécessitant ’addition de réactils.

Noter Ics résultats de la galeric ¢t les résultats des tests complémentaires sur fa fiche. des

résultats.
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»  ldcntification :

On enregistre les resultats de chaquc test de la galeric dans le Mini Api et celui-ci identifie

automatiquement le germe.

8. Scnsibilité des Enterobacterinceae aux antibiotiques :

La galeriec ATB G- a été utilisée pour détermoner la sensibilité¢ de ces bactéries. La fcchnique de
diffusion des disques sur gélosc & permis la mise en évidence des BLSE.

8.1. La galerie ATB G- :

Elle a été congue suivant les recommandations du CASFM (comité de I"antibiogramme de la socicté
frangaise de microbiologie) 2003'%, )
Numéro de lot : 838049201, rélérence : 14319, bioM¢érieux™® SA, Marcy I’étoile, France.
8.1.1. Réactif ¢t matériels :

v API suspension Medium (RéE. 70700 ou 70640 ou 720150) ou API NaCl 0,85 % Mcdium
(Ref. 20070 ou 20040 ou 20230)
ATB Medium (Rél 14960 ou 14920)
DENSIMAT (Réf. 99234)
Pipette

Mini APL

QOcses calibrées de 10 pl ou pipetic

Protege ampoules

N N N N RN

Portoirs pour ampoules

v" Embouts stériles.
8.1.2. Principe :
La paleric ATB G- eomporte 16 paires de cupules. 1a premicre, sans antibiotigue, sert.de iémoins de
croissance. J.es 15 suivantes contienncnt des antibiotiques & unc seule ou deux concentrations {c et
C).
Ia bactérie a tester est mise en suspension puis transférée dans lc milieu de culture et inoculce dans
la galerie. Aprés incubation, la lecture de la croissance sc fait soit visucllement soit & 'aide du mini
API®. Le résultat obtenu permet de catégoriser la souche sensible, intermédiaire ou résistante.

8.1.3. Mode opératoire :

e Préparation de la galérie :

-Sortir la galérie de son emballage
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-Noter identifiant de la bactéric & tester sur la languctic latérale de la galeric.

s  Préparation de 'inoculum :

Préparer une suspension bactériennc d’opacilé équivalente a 1"étalon 0,5 de Mclarland cn utilisant e
DENSIMAT. La mise cn suspension se fait avec une & plusieurs colonies fraichement isolées que
I’on met dans une ampoule d’API suspension Medium ou d*APf NaCl 0,85% Medium.
11 est conseillé de contrdler la pureté de I’ inoculum.

-Transférer 10 ul de cette suspension dans unc ampoule d'ATB Méedium a 1’aide d’unc ocsc
calibrée ou d’une pipette.

¢ Inoculation de¢ la ealeric :

v" Homogéneiser I’ATB Medium avec la pipetic cn évitant la formation de bulles,

v" Inoculer la galerie en trans{érant 135 pl d’A'TB Medium par cupule avec la pipette,
v Mettre un couvercle sur la galeric.

v Incuber 18-24 heurcs 2 35-37°C en aérobiosc.

8.1.4. Lecture ct interprétation :

La lecture étaiet faite automatique par le mini API.

Lors de la lecture automatique, vérifier la propreté de la partie centrale de la galerie alin de permetire
la reconnaissance du code de la galerie par le lecteur. Vérifier la concordance entre Uintitulé imprimé
sur la galerie ct I'intitulé propos¢ par le logicicl.

Tableau VI : Pour lcs antibiotiques contrdlés & une seule concentration :

Aspect des cupules Résultats Scnsibilité
clair - -8 SENSIBLE
trouble + R RESISTANTE

Tableau VII : Pour les antibiotliques contrdlés a deux concentrations :

Aspect des cupules Résultats Seasibilité

¢ C c C

clair clair - - S SENSIBLE
trouble clair + - 1 INTERMEDIARE
trouble trouble 4 -+ R RESISTANTE.
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Les antibiotiques testés ont ¢té

Tableau VII1 :

Antibiotiques - " Concentration (mg /1)
Amoxicilline ' 4-16
Amoxicilline-Acide clavulamique 4/2-16/2
Ticarcilline 16
Ticarcilline-Acide clavulanique 1672
Imipénéme 4
Cefalotine 8
Cefoxitine 8
Cefotaxime 4-32
Ceftazidime 4-32
Fosfomycine 32
Ccfepime 4-32
Gentamycine 4
Amikacine 8
Cotrimoxazole (sulfametoxazole/ trimetoprime) 2/38
Acide nalidixique 8
Ciprofloxacine 1-2

8.1.5. Limites du test :

e Un temps d’attente entre les différentes étapcs de la manipulation (de la préparation de

Vinoculum a Pincubation de la galerie) peut alfecter les résultats.
o Seules les culturcs pures contenant un seul type de micro-organisme doivent &tre utilisées,
Des cultures mixtes ou contaminées peuvent atfceter fe résultat.

8.2. Recherche.de BLSE (B-lactamases a specire ¢largi) :

Pour la détection des BLSE, nous avons utilisé la technique de diffusion des disques.
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8.2.1. Les disques d’antibiotiques :

Les disques utilisés étaicnt les suivants :
- Amoxicilline + acide clavulanique (lot: 814605601, RS(:54632 bioMéricux®™ SA.
Marcy I’étoile, France).
Et une céphalosporine de troisiéme génération qui pouvait étre lc ceftriaxone, la ceftazidime ou le
cefotaxime.
- Cefiriaxone (lot: 7TM3111, Réf.66188, Bio-Rad® SA Marnez-la-coquette, France).
- Cefotaxime 30ug (lot: 809243001, R¢[54382, bioMéricux” SA, Marcy 'étoile,
France).
- Ceftazidime (lot : 7A3200, R¢F.880326, bioMéricux™ SA, Marcy [*étoile, France).
8.2.2. Milieu de culture :

Le milieu de culture utilisé¢ pour la recherche de BLSI était la pélosc de Mueller-Hinton.

Numéro de Jot : 829977101, RéL, : 51075, bioMérieux™ SA. Marcy 1’¢toile, I'rance.

- Usage:
La pélose Mueller-Hinton cst une gélose riche pour la réalisation de 'antibiogramme standard.

- Sa composition ust la suivante :

o infusion de viande de beeuf : 300,0 mi

e peptone de caséine : 17,5 g

o amidondemais:1,5¢g

e agar:17,0p

o pH=74.

- Préparation ;

Peser 38¢g de poudre et la mélanger dans 1L d’cau distillée. Homogénéiser puis chauffer cn agitant.
Porter a ébullition pendant environ une minute. Ensuite il faut stériliser la gélose a I’autoclave durant
15 minutes 4 116°C.
Cette gélose standardisée est la gélose permetiant de tester 'action des antihiotiqucs sur Ies hactérics.
Elle peut étre additionnée de sang {pour les Streptococcus). d'extrait globulaire (pourfHacmaophilus).
La gélose doit étre coulée cn boite de fagon a obtenir unc ¢paisseur de 4 mm.
L’épaisseur de la gélose doit étre strictement de 4 mm, quelque soit les dimensions et la forme de la

boite de pétri utiliséc. Les boitcs ont ét¢ séchées a 37°C avant leur cmploi.
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8.2.3. La méthode de recherche des BLSE:

8.2.3.1. Principce :

En présence d’une BLSE, il y a unc syncrgic entre 2 (deux) disques d’antibiotiques qui sont : un
disque d’amoxicilline + acidc clavulanique ct un disque d’unc céphalosporine de 3™ génération
comme par exemple la ceftazidime.

Le disque d’amoxicilline 4 acide clavulanique va iphiber la BISE ct la céphalosporine de 3
génération va pouvoir agir sur les bactéries.

8.2.3.2. Mode opératoire :

Il est impératil de travailler sur une souche pure. Effectuer une suspension du gerine cn eau distilice
d’environ 0,5 Mcfarland comume pour un antibiogramine.
Inonder une gélose Mueller Hinton coulée en boite de pétri de la suspension ; rejeter I’excédent de

suspension et laisser sécher la boitc pendant une quinzaine de minules a I’étuve 4 37°C.

Déposer ensuite un disque d’amoxicilline i acide clavulanique au centre de la boite et un disque de

céfotaxime & coté; On peut également déposcr en plus un disque de celtazidime ou une. autre.

Céphalosporine de 3°™ génération pour vérification. Incuber la boite 24heurcs 4 37°C.

8.2.3.3. Lecture :
Apreés observation le lendemain, I’imagc en bouchon de.champagne indique la présence d’une BLSE.

9, Aspect éthique :

0 Confidentialité :

L’anonimat et la confidentialité étaient de rigueur. Le triage des dossiers a ét¢ élfectud dans la salle
d’informatique du centrc Charles Mcrieux.

. Consentiment du paticat :

Une partie de notre étude ctant retrospective, il nous ctait difficile d’avoir le consentiment de chaque
patient. Nous avons plutdt demandé I"accord des responsables qui nous ont permis d’acceder aux
dossiers des patients.

10. Chronogramme des activités :

v Recherche bibliographique
v Rédaction
v Colleete des données

Les données ont été recueillics a partir des dossiers des paticnts. Dans ces dossiers dans, on pouvait
trouver des informations telles que le numéro du patieni, ['age, lc sexe, I’cspéce bactériennc

responsable de I'infection et la s’ensibilité aux antibiotiqucs.
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v Analysc des donnécs
La saisie du document a été faite sur le logicicl Word. Nous avons saisi ct analysé nos données sur Ic

logiciel SPSS. Les figures ont été élaborécs a 1’aide du logiciel EXCEL.
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1. Nature des prélévements :

Figure 11 : Répartition des souches d’ Enterobacteriaceae en fonction de la nature du prél¢vement..
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Au cours de cette éiude, 395 souches d 'Knterobacteriaceae ont ¢¢ isolées. La majorité des souches

isolées provenatent principalement des prelévements d’urines (45,3%), de pus (20%) ct dc sclles

(14,70%).
NB:

Autres = préléevement de gorge, liquide céphalorachidien, prélevement urétral, liquide bronchigue,

prélévement auriculaire, liquide prostatique, crachat (expectorations), sperme, liquide hépatique.
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3. Répartition des Enterobacteriaceae selon Pespéce ;

Figure 12 : Répartition des souches d’ fntérobacteriaceae selon Pespéce.
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Escherichia coli a ¢ét€ D’espéce la plus [fréquemment

preumoniae (13,90%) et Salmonella spp. (10,10%).
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3. Répartition des patients porteurs d’Enferobacteriaceae selon le sexe :

Figure 13 : Répartition des patients ayant une infection & Enterobacteriaceae selon le sexe.
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Les sujets de sexe féminin étaient plus touchés par les infections a Enterobacteriaceae que ceux du
SEX€ Oppose.

Le sexe n’a pas pu &tre determiné chez 3 porteurs d’Enterobacteriaceae

Thase présentée et soutenue par Mr Diakaria KONATE 47




A T —

Contribution & I*¢étude de la résistance des Enferobacteriacese aux aniibiotiques par production de B-lactamases au CCM de Banako

4. Répartition des patients par tranche d’dgc :

Figure 14 : Répartition par (ranche d’dge des patients ayant une infection a fnferobacteriaceae.
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La moyenne d’dgc des patients dans nétre étude étail de 39 ans avee des extrémes allant de ¢ 4 93
ans, L’effectif le plus élevé des patients sc rencontrait dans la tranche d*age de 21 4 35 ans.

Au déla de 51 ans, les infections & Enterobacteriaceae étaient encore plus fréquentes (33%).
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5. Répartition des Enterobacteriaceae sclon ’espéce ct la nature des prélévements :

Tableau VIV : Répartition des souches d’Enterobacteriaceae sclon 'espéec el la nature des

prélevements.

Espéeces Urines Pus Selles Prélévement  Liquide d'ascite Hémoo Aditres: Total
s vaginaux

E coli 135(60,3%)  33(11.7%) 13(5,8%) 22(9.8%) 1{4,5%0) 6(2.7%) 5[2.2%) 224(100%)
Kleb p 27{49.1%) 10{18.2%) 0 3(9.1%) 5(9.1%} 7(12,7%) 111.8%) S3(100%)
S. enterica 2{3%) 1{2.3%) 34(85%) {} 0 3(7.5%) 0 A0(100%)
Enterobacter 3(15%) F{35%), L{5%}) 2(10%} 20 118%) O 3{25%) 20(100%)
spp
P. mirabifis 1{5%) 17(85%) 0 ] 0 0 2(10%) 200100%)
A, moarganis 3{12.9%) 3(42.9%0) 1{14.3%0) 0 { 0 0 7(100%)
Shigella spp 0 0 5(83.3%) 1{16.7%} {) 0 0 “Of 1Y)
C. freundii 2 0 2 0 O 0 0 4
C. koseri 1 1 1 ] 0 0 0 4
K..oxyloca 2 0 0 1 0 0 G 3
P, stuartii ¢ 3 0 0 0 0 0 3
. youngae 1 0 | 0 0 3] 0 2
Pantoe spp 2 0 0 0 0 0 0 2
Serratia spp 0 ] 0 0 1] 0 1 2
C:. brackii 0 1 0 0 0 0 0 1
E. tarda 0 1 0 0 0 0 0 1
P vulgaris 0 | 0 0 0 G 0 l
Total 179(5.3%)  79(20%)  38(14,7%)  32(8.1%) 17(4.3%) 16(1.1%)  11(3.5%) 395(100%)

Escherichia coli a été surtout isolé dans les urines (60,3%) et les pus (14,7%). Klebsiella pnenmoniae
étaient aussi fréquemment rencontrécs dans les urines (49,1%) ct les pus (18,2%). 1. ’cspece.
Salmonella enterica étaicnt majoritairement isolée des sclles (85%). Proteus mirabilis a €€ isolé

surtout dans les pus (85%).
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6. Phénotypes de résistance des Enferobacteriaceae par production de §-lactamases ;

Tableau X : Répartition des souches d’ Enterobacteriaceae sclon la production de -lactamases.

Phénotype Esclierichia Kiebsiella Saimonella Enterohacter Profeus Tofal
coli phetmmiiae spp Spp mirabilis
Sensible 24(10,7%) 0 27(67.,5%) 0 &(40%) 59(16,6%)
PBN 34(15,2%) 21(38,2%) 3(7,5%) 0 0 58(16,_4%)
PHN 78(34,8%) 2(3.6%) 3(7.5%) 1(5%) 9(45%) 93(26,2%)
BLSE 56(25%) 31(56,4%) 3(7,5%) 1(5%) 0 91(25,6%)
Case 7(3,1%) 0 1(2,5%) 0 0 8(2,25%)
Pase+Case 14(6,3%) 0 3(7,5%) 0 0 17(4,78%)
Case 0 0 0 L4(70%) 0 14(3,94%)
inductible
Case 0 0 0 4(20%) 3(15%) 7(1,98%)
déreprimée
TR] 8(3,6%) 0 ( 0 0 8(2,25%)
Total 221(100%) 54(100%) 40(100%) 20(100%) 200100%) 355 (100%)

L’espéce qui a ¢t¢ la moins productrice de B-lactamascs élait Salmonella spp avec 67% dc
phénotypes sensibles. La production de PHN a ét¢ importante chez. Proteus mirabilis (45%) et
Escherichia coli (34,8%). La production de PBN a ¢ la plus élévée chez. Klebsiella pneu;mm:‘ae
(38.2%). Les deux espéces chez lesquelles la production de BLSE a éi¢ importantc ¢taient Kiebsiella

preumoniae (56,4%) et Escherichia coli (25%). Chez Enterobacter spp. la production de

céphalosporinases inductibles (70%) et de céphalosporinases déréprimées (20%) n’étaient pas

négligeables:.
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7. Sensibilité des Enterobacteriaceae aux Pénicillines et a leur association aux inhibiteurs de B-

lactamases :

7.1. Amoxicilline et I’association amoxixilline+acide clavulanique :

Figure 15: Sensibilit¢ des souches d’Enferobacteriaceae a 1’amoxicilline et a I’association

amoxicillinetacide clavulanique
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Deux de nos souches que sont Klebsiella pneumoniae et Proteus mirabilis se sont montrées

totalement insensibles a 1’amoxicilline seule.

7.2. Ticarcilline et ’association ticarcillinet+acide clavulanique.

Figure 16 : Sensibilité des souches d’Enferobacteriaceae a la fticarcilline et ticarcilline+acide

clavulanique.
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Kiebsiella pneumoniae et Escherichia coli ont montré trés peu de sensibilité a la ticacilline utilisée

seule,
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7.3. Pipéracilline et Pipéracilline+tazobactam :

Figure 17 : Sensibilit¢ des souches d’Enterobacteriaceae i la Pipéracilline et 4 Passociation
pipéracilline+tazobactam.
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L’association pipéracilline+tazobactam a donné les fréquences de sensibilité les plus élévées pour
nos souches. Les deux espéces Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae ont montré ici aussi une

faible sensibilité & la pipéracilline utilisée seule par rapport aux autres espéces.

8. Sensibilité des Enterobacteriaceae aux C1G (céphalotine) et aux C2G (céfoxitime) :

Figure 18 : Sensibilité des souches d’Enterobacteriaceae & la céphalotine et 4 la céfoxitime.
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Les souches d’Enterobacter spp étaient totalement insensibles a la céphalotine et a la céfoxitime. On

peut noter ici une grande éfficacité de la céfoxitime sur les autres espéces.
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9. Sensibilité des Enterobacteriaceae aux C3G (ceftazidime et cefotaxime) :
Figure 19 ; Sensibilité des souches d’Enterobacteriaceae aux C3G.
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Espéces
L’activité de la ceftazidime a été presqu’identique a celle du céfotaxime, par contre leur activité sur
nos souches a varié. Les souches de Klebsiella pneumoniae ont été peu sensibles (43,6%) a ces deux
C3G contrairement aux autres espéces testées.

10. Sensibilité des Enterobacteriaceae aux C4G (céfépime) et aux carbapénémes (imipénéme) :

Figure 20 : Sensibilité des souches d’ Enterobacteriaceae a la céfépime et a I’imipénéme.
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L’imipénéme a été I’antibiotique le plus éfficace sur nos souches d’Enterobacteriaceae avec 100%
de souches sensibles pour les espéces Proteus mirabilis, Enterobacter spp et Kiebsiella
preumonuiae. Le céfépime a eu a son tour une trés bonne activité sur les les souches isolées.

Cependant, Klebsiella pneumoniae a montré peu de sensibilité (46,2) vis-a-vis de cette C4G.

Thése présentée et soutenue par Mr Diakaria KONATE

[53)




Contribution  I'étude de la résistance des Enferobacteriaceae aux antibiotiques par production de p-lactamases au CCM de Bamako

11. Sensibilité des Enterobacteriaceae aux aminosides (amikacine et gentamycine) :
Figure 21: Sensibilité des souches d’ Enterobacteriaceae 4 I’amikacine et a la gentamycine.
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L’amikacine a été trés éfficace sur nos souches d’Enterobacteriaceae. Pour la gentamycine, on note
une faible activité sur Profeus mirabili (65%) et unc sensibilité trés diminuée sur Klebsiella

pneumoniae. (48,1%).

12. Sensibilité des Enterobacteriaceae  la fosfomycine :

Figure 22 : Sensibilité des Enterobacteriaceae a la fosfomycine.
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La fosfomycine a eu une trés bonne activité sur les Enferobacteriaceae isolés avec cependant une

légeére diminution d’activité sur les souches d’Enterobacter spp (66,70% de sensibilité).
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13. Le phénotype fi-lactamase 2 spectre élargi (BLSE):

13.1. Répartition des Enterobacteriaceae producteurs de BLSE selon la nature des

prélévements ;

Figure 23 : Répartition des souches d’ Enferobacteriacea en fonction de la nature des prélévements.
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Nature des prélevements

Les souches productrices de BLSE étaient principalement isolées a partir d’urines (49,50%) et de pus
(27,70%).
13.2. Répartition des Enterobacteriaceae selon 1a production de BLSE :

Figure 24 : Répartition des souches d’Enferobacteriaceae selon la production de BLSE.
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Parmis nos souches d’ Enterobacteriaceae isolées, 25,3% d’entre elles produisaient une BLSE.
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13.3. Répartition par espéces des souches d’Enferobacteriaceae selon la production de BLSE :

Figure 25 : Répartition par espéces des souches d’Enterobacteriaceae selon la production de BLSE.
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La fréquence de production de BLSE la plus importante était observée chez Klebsiella pneumonuiae

(20%).

(54%). Escherichia coli a été la 2™ espéce productrice de BLSE (25%) suivie par Enferobacter spp

13.4. Sensibilité des souches d’Escherichia coli et de Klebsiclla pneumoniae productrices de
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Figure 26 : Sensibilité des souches d’Escherichia coli productrices de BLSE.
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Les souches d’Escherichia coli BLSE ont été trés sensibles a I’imipénéme, la fosfomycine,
’amikacine et & la cé&foxitime. Cependant, on note une grande diminution de sensibilité pour
I’association Pipéracillinet+tazobactam (58,10%) et une sensibilité presque négligeable pour la

ciprofloxacine (7,5%).
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s Klebsiella pneumoniae :
Figure 27 : Sensibilité des souches de Kiebsiella pneumoniae productrices de BLSE.,
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La sensibilité des souches de Klebsiella pneumoniae productrices de BLSE était trés proche de celles
des souches d’Escherichia coli. L’association pipéracilline+tazobactam est active sur seulement

54,2% des souches tandis que la sensibilité a la ciprofloxacine était trés faible (23,3%).
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1. Interpretation :

Nos souches d”Enterobacteriaceae ont ét¢ identifiées sur la base de leurs caraci¢res morphologiques
et biochimiques'”. La galeric Api 20E a ét¢ utilisée.
La sensibilité des souches a été déterminde par la galeric ATB G-.

La recherche des BLSE s’est faite par la mise en évidence de synergie enire le disque de 1’association

amoxicillinetacide clavulanique et un C3G par la méthode de diffusion. Pour cela, la gélose dc

Mueller Hinton a été utilisée.

L’interprétation en sensible, intermédiaire ct résistant a été faite conformément aux recommandations
du Comité de 1’ Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologic™.

Les phénotypes de résistance aux P-lactamines ont ¢i¢ identifiés & la lecture interprétative des
antibiogrammes en fonction du comportement de nos souches vis-a-vis des différents antibiotiques
testés.

2. Résultats globaux :

La plupart de nos souches étaicnt isolées & partir de prélévements d’urines (45,3%), de pus (20%) ct
de selles (14,7%).

Notre étude a révélé une prédominance d’Escherichia coli qui a représenté 56,7 % decs souches
isolées.

Ce résultat est proche de celui de Niandou qui, au cours d’unc étude sur la résistance dcs
entérobactéries a Ihopital national du POINT G a trouvé qu'Escherichia coli représentail 61% des
souches'?".

L’espéce Klebsiella spp était la 2°™ espéce la plus representée aprés Escherichia coli avec 13.9%.

"3 Salmonella spp a teprésenté 10.1% de la

Cette espéce a représenté 14% des souches chez Niandou
population d’entérobactéries.

La tranche d’4ge la plus fréquente était celle allant de 25 a 35 ans.

En ce qui concerne les B-lactamases, les phénotypes les plus importants on ¢té. les PHN (26,2%), les
BLSE (25,6%), les phénotypes sensibles (16,6%) et les PBN (16,4%),

3. La production de B-lactamases chez les entérobactérics :

3A.1. Escherichia coli :

Dans notre étude, chez espéce Kscherichia coli. le phénotype pénieillinasc de haut niveau a éic
prédominant (34,8%). Ce chiffre est plus bas que cclui de la France out 40 & 55% des souches dc
Escherichia coli et Proteus mirabilis présentent un phénotype de résistance de type pénicillinase dc
haut niveau®®. Puis suivent les p-lactamases a speetre élargi (BLSE) avee 25%. Le phénotypc

pénicillinase de bas nivcau répresentait 15,2% des souches. Chez Niandou, ce taux était de 11%'%,
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Chardon ct coll. ont trouvé plus de pénicillinases de bas niveaun (39.3 %) quc nous'”. Au cours dc
notre étude, les souches scnsibles a toutes les p-lactamines c'est-a-dire le phénotype sensible était de
10%. Le phénotype Pase+Case rcprésentail chez Excherichia coli 6,3% ct les TEM résistants aux inhibitcurs
(TRI) ont représenté 3,6% des souches.

Concernant les BLSE, notre résultat s rapproche de celui d*unc élude menée en Turquic de 2004 a 2005 qui a
montré que 21% des souches d’Escherichia coli-produisaicnt une BLSEH'®. Ce pourcentage était supéricur
aux 5,2% observés dans unc éludc multicentrique cspagnolc couvrant 15 laboratoires de
microbiologie en 2006'. Une étude faite dans un orphelinat de Bamako (Mali) a montré que parmi
118 souches d’entérobactéries BLSE les souches d’Escherichia coli représentaicnt plus de la moitié
de ’échantillon (56%) '

Chez Niandou, le phénotype PHN a ét¢ également prédominant avee cependant une production plus
importante quc celle observéc dans la présente étude. (49%). Dans celle. méme €tude, le phénotype
sensible a toutes les béta-lactamines était de 15 % et les pénicillinases de bas nivcau a 11 %',

3.2, Klebsiella preumoniae :

Klebsiella preumoniae a été 'espéce chez laquelle la production de BISE était la plus importance
avec 56,7% de souches productrices. Klebsiella pneumoniae est également I’espéce la plus fréquente
dans la productrice de BL.SL en Hongrie et en Russie et en plus une augmentation de la fréquence de
productrices de BLSE chez cetle espéce a été rapportéc en Pologne, cn Turquie, la bulgaric ct la
Roumanie. Le phénotype PBN était le plus important chez cette espéce (38,2%). Seulement 3,6% dcs
souches étaient productrices d’une -lactamase de type pénicillinase de haut nivean (PHN).

Nos résultats montrent une augmentation dc la production de BLSE (56,7%) comparativement a
d’autres études méndes an Mali. Ainsi Keita et Niandou avaicent obtenu respectivement 28 % ct
43,3% ' ' Dans les unités de soins intensil au Brésil, an Venezuella et en Colombie 32 & 60% des

106,

souches de Klebsiella pneumoniae produisaient une BLSL 197 ¥n Afrique du Sud, la production de

BLSE chez cette espécc est plus basse. Une étude dans un hopital d’Afrique du Sud a montré que
36,1% des souches de klebsiella preumoniae étaient productrices d’une BLSE'™.

Aux Etats Units, la production de BIL.SE était également moins importante. Une ¢tude de la
surveillance nationnale des infections nosocomiales (NNIS) a montré que sculement 6,1% des
souches de Klebsiella preumoniae dans les unités de soins intensifs élaient produetrices de BILSE’.
Au Japon, la production dc BLSE chez Klebsiella pneumoniae cst sculement de 5% '™

En 1997 a Nagpur (Inde), 17 des 66 souches de Klebsiella pneumoniae étaicnt productrices de
BLSE''’. En 2004 deux études & New Delhi (Indc) ont montré respectivement que 70,6% et 12,6 %

des souches de Klebsiella pneumoniae étaicnt produetrices dc BLSE'- 12,
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3.3. Salmonella spp :

Salmonella spp a été ’espéce chez qui la production de B-lactamase était la plus faible. Le phénotype
sensible 4 toutes les B-lactamines a ét¢ prédominant avee 67%.

Dans notre étude, chez cetle espéce, les phénotypes de résistance par production de [B-lactamases
étaient les suivantes: 7,5% de PBN et dc PIHN et de BLSE: 2,5% céphalosporinascs.

Comparativement a notre étude, Niandou a obtenu plus de phénotypes sensibles que nous (72,7%).

Chez cc dernier, la production dc P3N ei de PHN qui ¢tait de 13,6% chacune H3 4 818 ¢galement plus

importante que dans notre ctude.

Par contre, les souches de Niandou ont été plus résistantes que les nétres avec. seulement 21% de
phénotype sensible et jusqu’a 62% de PHN'",

Les souches de Niandou et Coulibaly ne montraient pas de production de BLSE mais une étude
ménée par Bauernfeind A, Casellas M er al. A rapporté la production d’une. BLSE dc typc
cefotaximase chez Saimonella typhimurium'™

En France, la fréquence du phénotype sauvage chez Salmonella cst d’cnviron 90% mais avec une
grande disparité selon les sérogroupes. Ainsi, en 1998, La [réquence du phénotype sauvage chez
Salmonella typhimyrium était seulecment de 25% dans cc pays' ",

3.4. Enterobacter spp 1

Les phénotypes de résistance aux béta-lactamines retrouvés chez cclte espéce ont Ctéla
céphalosporinase inductible (70%), la céphalosporinasc déréprimée (20%), la PHN (5%) et la BLSE
(5%). Nos souches ont été plus sensibles que celles de NIANDOU qui a obtenu 47,5% dc
céphalosporinase hyperproduite, 32,5% céphalosporinase inductiblc et 7.5% de BLSE. Par contrc, les
souches de Kounta paraissent moins résistantes avee seulement 3% de céphalosporinascs
hyperproduites et 97% de céphalosporinases inductibles''®. Dans notre étude, les souches
d’Enterobacter n’onl pas ¢té trés résistantes, cependant, celle espece peut se montrer trés résistante
dans certaines localités. Une étude ménée a 1’Est de la France, a montré quc 30,2% des souches
d’ Enterobacter étaient productrices de BLSE!'".

En effect, Enterobacter (surtout Enterobacter cloacae ct Enterobacter aerogenes) fait partic des
entérobactéries les plus concernées par ce phénotype céphalosporinase dc haut niveau. En milieu
hospitalier, sa fréquence cst d’environ 30% chez Enterobacter cloacac ot Enterobacter acrogenes"™”.
La fréquence élevée de cctte enzyme pourai s’cxpliquer par le [ait que les entérobactérics du groupce

3 dont fait partie Enterobacter cloacae ¢t Enterobacter aerogenes, possédent naturellement unc

céphalosporinase de classe C appelée AmpC qui est inductible®. Lorque la production de cettc

enzyme est induite clle est alors appelée c¢phalosporinasc hyperproduite ou dérépriméc.
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3.5. Proteus mirabilis ;

Les phénotypes de résistances aux fi-lactamines retrouvés chez cette espece ont été la PHN ('4'5%), la
céphalosporinase hyperproduite (15%). Le phénotype sensible représcntait 40% des souches isolées.
On n’a noté¢ aucune preduction de BLSE chez nos souches de Proteus mirabilis. Ces résullats
différent de ceux de Niandou qui a trouvé 42% de PBN ct 34% de PHIN'"'. Méme si la production de
BLSE a été obserbée chez les souches de Niandou, ellc n’était que dc 3%.

En France, le phénotype sensible chez Proteus mirtabilis est plus important que dans notre étudc
avee 50%°,

4. Relation entre sensibilité des entérobactérics ¢t production de B-lactamases :

4.1. Amoxicilline et association Amoxicillinctacide clavulanique :

Lorsque I"amoxicilline cst utihisé seule, la plupart des souches d’entérobaciéries élaient résislantes.
La sensibililé a cefte molécule a été trés laible cher Escherichia coli (12,5%) et Proteus mirabilis
(35%) tandis qu’aucune souche de Klebsiella pneumoniae ni d’finterobacter spp ne s’est montréc
sensible. La sensibilité de Salmonella spp était diminuée (65%).

En utilisant ’association amoxicilline+acide clavulanique, on obtenail une sensibilit¢ considcrable
des souches de Salmonella spp (82,5%) et de Profeus mirabilis (75%).

I.utilisation de cette association n’a pas apport¢ un changement considerablc a la sensibilité des
souches d’Enterobacter (5%) ni 4’ Escherichia coli (31,7%) ct de Kiebsiellu pneumoniae (38,2%).

La résistance importante d’Enterobacter spp a 'amoxicilline et I’association amoxicilline lacidc
clavulanique peut s’expliquer par la présence d’ecnzymc. de typc AmpC chez cette cspéee qui est
insensible aux inhibiteurs dc p-lactamascs®.

Chez Niandou, cette cspéce a ¢éié également irés resistante a 'amoxicilline et I’association
amoxicilline+acide clavulanique'’.

4.2. Ticarcilline et association Ticarcillinetacide clavulaniquc :

Les souches d’entérobactéries étudiées ont été plus scnsibles 4 la ticarcilline qu’a I’amoxicilline ct Ia
deuxieme association c'est-a-dire ticareillinelacide clavulanique plus efficace que la préeédente
association.

La sensibilité a la ticarcilline a été trés faible chez les souches d’Escherichia coli (13,4%) et dc
Klebsiella pneumoniae. (3,6%). Mais cette sensibilit¢ augmente lorsqu’on utilisait, I’association
ticareilline+acide clavulanique avec 60,5% pour Escherichia coli et 41,5% pour Klebsiella

. . - r . . . E
pneumoniae. La sensibilité de Klebsiella pneumoniae &ait considérablement augmentce lorsqu’on

utilise un inhibiteur de B-tactamase. Cela peut s cxpliquer par la présence de pénicillinase ngturcllc

chez celte espece.
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Les autres espéces onl été sensibles. Pour Salmonella spp, 72,5% des souches ont ét¢ scnsibles 4 ia
ticarcilline et 84.6% & D’association ticarcillinetacide clavulanique. Chez Entferobacter spp, la
sensibilité a augmenté dc 55% a 73,7% tandis qu’il n'y a cu aucunc évolution de sensihilité pour
I’espéce Proteus mirabilis. Cela pourra s’expliquer par la (aiblessc de ’expression de la pénicillinase
de Proteus mirabilis qui se montre alors plus sensible a la ticarcilline que les autres espéces
productrices de pénicillinases.

Niandou, a rapporté une grande résistance d’Escherichia coli a la ticarcilline (81%) alors que la
résistance de Klebsielld preumoniae 4 celtc molécule a élé accrue. chevz Niandou, les souches de
Salmonella spp étaient moins scnsibles (17%) que les notres.

Cela peut étre dii a la provenance des souches de ce dernier qui était majoritairement hospitaliérc.
Dans I’étude menée par Niandou dans laquelle 65% des souches d’ Enterobacter spp provenaient des

hépitaux, seulement 30% de ces souches étaient sensibles?’.

4.3. Pipéracilline et association pipéracillinct+tazobactam :

Parini les différentes associations entre ies pénicillines ct curs associations avee les inhibiteurs de [3-.

lactamases, |’association entre la pipéracilline et l¢ tazobactam a été la plus efficace sur les
entérobactéries. Lorsqu’elle est utilisée scule, la pipéracilline a montré peu d’efficacité sur la plus
part de nos soucbes. Ainsi, 32,7% dcs souches d’Escherichia coli s’étaient montrés sensibles,
seulement 8,5% des souches de Kiehsiella pneumoniae tandis que 55% des souches d’Enterobacter
spp et de Proteus mirabilis ont étaient sensibles. La sensibilité des souches isolées dans notre ¢tude a
I’association Pipéracilline'! tazobactam se présentait de la fagon suivantc : Fscherichia coli (86,9%),
Klebsiella pneumoniae (74,5%), Salmonella spp (94,9%), Enterobacter spp (84,2%) et sur Proteus
mirabilis (100%).

Chez Foua également, la pipéracilline s’est montrée plus sensibles sur les entérohactéries que les
autres pénicillines.

On note chez FOUA quelques résistances a cette moléeule pour FKscherichia coli (33.33%),
Klebsiella pneumoniae (40%), pour Enterobacter spp (25%), par contre toules Ics souches de Profeus
mirabilis ont été sensibles a la pipéracilline chez Foua''®,

Apres les associations amoxicilline+acide clavulanique et ticarcillinetacide clavulanique, ’utilisation
de 1’association pipéracillinettazobactam a montré & son tour unc nette amélioration de la sensibilité
des souches d’entérobactéries. Celte augmantation de scnsibilité lorsqu’une association de
pénicilline+inhibiteur de B-lactamasc est utilisé témoigne de I'implication dc la production de [3-

lactamases dans la résistance de ces bactéries.
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5. Scnsibilité des entérobactéries A la céphalotine (C1G) et a la céfoxitine (C2G) :

L’espéce Enterobacter spp produisant naturellcment une céphalosporinase de type. AmpC inductible
était totalement insensible 4 la céphalotine et a la céloxitine.

Les autres espéces ont montré peu de sensibilité avec la céphaloline. Quand a la céfoxitine, cllc a cu
une bonne activité sur lcs soucbes d’Escherichia coli (91.8%), de Klebsiella pneunoniae (84,9%), dc
Salmonella spp (97,5%), ct de Proteus mirabilis (94,7%,).

En effet, Ia céfoxitine posséde une activité accrue sur les cntérobactéries a part les espéces du groupe
3 qui produisent naturellement une enzyme de type AmpC chromosomique et inductible.

Ces resultats concordent avec ceux de Niandou chez la céfoxcitine a ¢té scnsible aux souches
d’Escherichia coli (78%), de Klebsiella pneumoniae (84%), dc Sulmonella spp (100%) et de Proteus
mirabilis (64%). Chez Niandou également, aucunc souche d’Enferobacter spp n’a été sensible a la
céfoxitine'"’,

6. Scnsibilité des souches d’entérobactéries aux céphalosporines de 3ime génération (céfotaxime

et ceftazidime) :

A part Proteus mirabilis chez qui on observe une légére augmentation de Iactivit¢ dc la celtazidime
par rapport au cefotaxime, les C3G utilisées ont cu les mémes activilés sur Ics souches d’ Escherichia
coli (75,4%), de Klebsiella pneumoniae (43,6%), dc Salmonella spp (87,5%) et d’Enterobacter spp
(70%).

Les C3G ont été inéficaces sur seulement Klebsiella pneumoniae. Cela pourra s’cxpliquer par la
fréquence élévée du phénotype BLSE (56,7%) chex cette espéce. A part Klebsiella pneumoniae, la
2°™ espéce la moins scnsible aux C3G a ét¢ Enterobacter spp. l.a [réquence du phénotype
céphalosporinase déréprimé (20%) chez cette espéce peut expliquer cetie diminution de sensibilité
par rapport aux autres especes.

7. Sensibilité des entérobactéries au cefepime ef 4 Pimipénéme ;

Le céfépime a donné une bonne activité sur les souches d” Escherichiou coli (76,8%), de Salmonella
spp (87,5%), &’ Enterobacter spp (80%) et surtoul de Proteus mirabilis (100%). Par contre Klebsiella
pneumonige a manifesté une résistance considérable a cette molécule avee sculement 46,2% de
souches sensibles. Cette résistance de Klebsiella pneumoniae au ccfépime peut s’expliquer par le
phénotype BLSE qui est trés fréquent chez cette espéce. La résistance de Klebsiella pneumoniae a ¢i¢
récuperée par 1'imipénéme car 100% des souches étaicnt sensibies a cette molééu]c.

L’imipénéme a été la molécule la plus active sur nos souches: Proteus mirabilis et Enterobacter spp
étaient sensibles a 100% i cctte moléeule tandisque Escherichia coli €tait sensible a 99,5% ct

Saimonella spp a 97,4%.
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8. Sensibilité des ecntérobactéries i I'amikacine ct i la gentamycine :

La gentamycine a eu unc trés bonne activité sur les souches d’Enterobacter spp (80%) ct dc
salmonella spp (92,5%). L’ activité de ceile molécule était quelque peu diminuée sur les souches de
proteus Mirabilis (65%) et d’Escherichia coli (69,1%) landisque lcs souches de Klebsiellu
preumoniae se sont montrées résistances avee sculement 48,1% de souches sensibles.

L’amikacine a ét€ plus active sur nos souches que la gentamycine.

Pour les souches d’Escherichia coli, la sensibilité a é&té de. 90%, 90,7% concernant les souches de
Klebsiella pneumoniae, 92,3% pour Salmonella spp, 90% pour les souches d’Enterobacter spp cl
85% des souches de Proteus mirabilis étaient sensibles a ’amikacine.

9, Sensibilité des entérobactéries a La fosfomyvcine :

A part Enterobacter spp pour qui la sensibilité 4 la fosfomycine était de 66,7%, les autres espéces
étaient trés senstbles. La scnsibilité a la fosfomycine ¢tait de 87,.5% pour Proteus mirabilis, 95.2%
Klebsiella pneumoniae, 97 4% pour Escherichia coli et 96,7% pour Salmonella spp.

10. Les BLSE :

Dans notre étude, 25,3% des souches d’entérobactéries produisaicnt unc BLSI:. Ce phénotype était
beaucoup moins fréquent chez Salmonella et Proteus mirabilis dont la production de BLSL était
respectivement de 7,5% ct 5%. Parmi les Entérobactérics isolées, 20% des souches d’Enterobacter
spp et 25% cbez Escherichia coli élaient productrices de BLSE. Klebsiella pneumoniae Ctait I;csp(‘:cc
chez laquelle le taux de production de BLSE était le plus important avee 54%.

En France la production de BLSE a considérablement diminué chez Kiebsiells preumoniae tandis
qu’elle augmente pour Escherichia coli. De méme, le phénotype BILSE cst également cn haussc chez
Enterobacter spp dans ce pays.

Dans 1’étude ménée a I’orphélinat matien, parmi les phénotypes BLSE, Escherichia coli était I’cspécc
la plus répresentée’’.

10.1. Sensibilité des souches d’Escherichia coli ¢t de Kiebsiella pneumoniae productrices de

BLSE aux antibiotiques :

Les souches d’Escherichia coli productrices dc BIL.SE ont é1é sensibles a I'amikacine (80%), a la
ccfoxitine (83,6%), & la fosfomycine (96,1%}) et surtout a I’imipénéme (98,1%), Seulement 58,1% de
ces souches étaient sensibles & 1’association pipéracillinellazobaciam tandis que la ciprofloxcine
s’est montrée trés inefficaces avec sculement 7,4% de souchcs sensibles.

Les souches de Klebsiella pneumoniae ont eu un prolil de résistance proche de celui d’fscherichia
coli. Ainsi, lcs souches de Klebsiella pneumoniae productrices de BLSE ont ¢té sensibles ala

cefoxitine (79,3%), a I’amikacine (83,3%). 4 la [osfomyeine (95,7%).
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Chez cette espéce, I'imipénéme a également ét¢ la molécule la plus é[ficacc sur Ic phénotype BISE

(100%). Par contre, 1’association pipéracilline-ttazobactam était peu scnsible (54,2%) ct la

ciprofloxacine a été sensible seulement & 23,3%. En elfet, sur la base d'une enquéte de la littérature

clinique par Wong-Beringer, lLcs carbapénémes, en particulier I'imipénéme, ont montré un taux
relativement élevé de succés clinique chez les patients aticints d’unc bactériémic a Escherichia coli
ou Klebsiella pneumoniae BLSE.

Sur les 80 patients ayant rcgu un traitement avec un régime contenant de 'imipénéme, tous excepté 3
ont cu une réponse favorable ou ont été guéris''”. Des études ¢pidémiologiquesict de surveillance ont
constaté que les carbapénémes restent trés actils contre les céphalosporines des bactérics 4 Gram
négat.ifuo’ 21 11 a été montré que de 1997 4 2000, I’imipénéme ct le méropénéme ont €té trés actifs
sur les espéces importantes de bactérics a Gram négatif isolées en provencnce des unités de soins
intensifs de I’Europe et ont ¢ét¢ beaucoup plus actifs que la cefiazidime. Cette dillérence est
susceptible de refleter au moins en partic la préscnce de souches productrices de BLSE?,

A cc jour, aucun cssai prospectil randomisé n'a cxaminé l'efficacité dc ’association
pipéracilline-+tazobactam chez des patients inlectés par des bactérics productrices de BLSI, mais
plusieurs études de cas et des études de surveillance montrent que cctie association peut avoir un 1dlc
dans le traitement de ce type d'infection. Lle Programme de surveillance des antibiotiques SENTRY
2773 a examiné les bactéries prélevées chez des palienis atteints de pneumonic qui ont été traités
dans 30 hopitaux aux Efats-Unis D*Amérique et au Canada au cours de la saison 1998'%. Les
phénotypes BLSE ont ét¢ identifiés parmi les isolats de Klebsiella spp dans 5 centres médicaux des
Etats Unis D*Amérique (4,8% -6,0%). Les essais in vitro ont montré que plus de 90% dcs' souches
productrices de BLSE étaient sensiblcs a la pipéracillinetazobactam, un taux qui était similairc au
taux constaté¢ pour la céfépime, 'imipénéme, le méropénéme, les aminosides ct les {luoroquinolones.
Par comparaison, seulement 77,6% et 79.6% des souches de Klehsiella spp productrices de BLSL ont

124

¢té sensibles a la ceftazidime et au céfotaxime respectivement ",

Une autre étude a examiné l'activité¢ in vitro d'un large éventail d'antibiotiques, y compris la

pipéracilline+tazobactam sur des souches bactéricnnes a parlir d'un seul hopital au Brésil. Dans

'ensemble, 20% des Escherichia coli et 40% des isolats dc Klebsiella preumoniae produisaient unc
BLSE. L’association pipéracillincttazobactam a é1¢ le deuxiéme antibiotique le plus actil sur ces
bactéries productrices de BLSE aprés l'imipénéme, inhibant 84,4% dcs souches'™. ”

Les données existantes indiquent que 1’association pipéracilline’l tazobactam peut €tre un agent utile

pour le traitement de certaines infections par des bactérics productrices de BLS)'?.
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Toutcfois, cette rccommandation potenticlle doit étre interprétée avec prudence, car elle est fondéc
sur une base de données relativement faible. Il (aut attendre de faire des c¢tudes a grande échellc,

prospective, randomisée el des essais cliniques.

Concernant les aminosides, nos resultats se rapprochent dc ceux d*une étude ménée aux Etats unis

Améri i i i les aminosi amikacine a ¢é¢ la molécule la plus éfficaces *,
d’Amérique qui montrait que parmi les aminosidcs, " amikac 1¢é | lécule. la plus ¢ffi 126,

Avec des taux de résistance dc 10% aux [itats unis d"Amérique, ["amikacine est méme considérée
comme €tant une alternative thérapeutique lorsque d’autres antibioliques ne peuvent pas étre utilisés.
Mais cependant, il n’y a pas de données cliniques publiées sur la monothérapie avec celle molécule.
Toutefois, le succes des aminosides en général contre les bactériémies causées par des souches dc
Klebsiella pneumoniae productrices de BLSE a été bien démontré'?’.

Dans notre étude, les quinolones n’ont pas eu unc bonne cfficacité sur les cntérobaciérics
productrices de BLSE (pour la ciprofloxaine, 7,4% dc souchcs scnsihles chexz Escherichia coli ct
23,3% chez Klebsiella pneumoniae).

Dans une enquéte nationale italienne, parmi les souches d’entérobactéries productrices de BLSE,
seulement 58% étaient sensibles a la ciprotloxacine**,

Bien vrai que ce pourcentage de sensibilité soit supéricur au notre, il montre toujours I'inclficacité dc
la ciprofloxacine sur les cntérobactérics productrices de BLSE, Les taux de résistance a la
ciprofloxacine seraient trés élevés également parmi les souches productrices de BLSI: isolées & partir

129

des centres d'Asie . A Taiwan, Ics souches de Klebsiella pneumoniae productrices de BLSE étaient

moins résistantes 4 la ciprofloxacine car seulement 20% de ces souches étaient résistantes'”"

En 1999, un groupe dc 15 hopitaux a Brooklyn, New York, a indiqué que 34% des souches de
Klebsiella pneumoniae étaient productrices de BLSE, ct, de ce nombre, sculement 42% -élaient
sensibles 4 la ciprofloxacine'.

Bien que conférant des concentrations minimales inhibitrices (CMI) parfois trés faibles, les BLSE
sont 4 ’origine de nombreux échecs thérapeutiques. A I’exception de I'imipeneme, les B-lactamincs
ne doivent pas étre rendues scensibles mais intermédiaires si le test de synergie est positif pour au

. 132,133
moins une C3G .
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Le présent travail avait pour objectif d’étudier la résistance dcs Kuterobacteriaceae aux -
Jactamines par production de B-lactamases.
Notre travail qui a fait appel 4 des techniques de laboratoirc a permis :

» d’une part d’identificr les différentes espéces d”Fnterobacteriaceae s plus fréquemment

impiiquées en pathologie humaine au J.aboratoirc Rodolphe Méricux de Bamako.

% d’autre part d’établir Jeur profil de résistance vis & vis des antibiotiques couramment utilisés
et d’étudier la production de beta f-lactamase qui est un phénoméne trés important chez ces
especes.

Ainsi dans cetle étude, on pcut noter unc prédominance de I'espéec Escherichia coli (56,7%) parmi
les souches d’entérobactéries isolées. Les especes les plus résistantes étaient Kiebsiella preumoniue
chez laquelle fe phénotype BLSE était le plus (réquent (54%), suivi par fischerichia coli avee 25% de
phénotype BLSE. Le phénotype PHN a ¢t¢ e plus fréquent avee 26,2% suivi du phénotype BLSE
avec 25,5%.

La tranche d’4ge la plus touchée par lcs inlcctions a entérobactéries était celle de 21 a 35 ans.

Cette étude montre que la production de f-lactamascs chez. tes entérobactérics cst un phénorﬁénc qui
doit étre suvi de prés car entraine dc nombreux échéques thérapeutiques ct reduit les choix
thérapeutiques. 11 serait interessant d’étudier les nouvelles BLSE notament les types CTX-M qui sc
montrent de plus en plus fricquentes. '

A I’issue de cette étude nous proposons les recommandations sutvantcs :

Aux prescripteurs :

» Dans la mesure du possible (et si nécessairc), demander toujours un antibiogramme avant
toute prescription d’antibiotiques afin d’¢éviter la sélection des bactérics résistantes.

Aux Laboratoires Rodolphe Méricux :

» Prendrc d’avantage de renseignements sur les paticnts notamment leur hopital el service si ces
derniers sont hospitalisés.

Aux autorités sanitaires :

» Suivre réguliérement la production de B-lactamases chez les Enterobacteriaceae au Mali.

> Metire en ceuvie des moyens suflisants permettant la surveillance épidémiologique réguliére
de la résistance aux antibiotiques des souches bactériennes isolées au laboratoire.

» A la population :

Suivre scrupuleusement les prescriptions médicales surtout s°il s”agit des agents antibiotiques.
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Résumé :

But ;

Le but de ndtre étude €tait d’établir I’état sur la résistance des Enterobacteriaceae aux antibiotiques
par production de P-lactamases au Centre Charles Méricux de Bamako.

Méthodologie :

Nous avons recueilli systématiquement toutcs les entérobactéries isolées de Février 2005 au Févricr
2010 jusqu’a I’obtention de 395 souches d’entérobactéries. Seules les enicrobactéries ayant [fail
I’objet d’un antibiogramme étaient choisies. La méthode des disques d’antibiotiques a été utilisée. Le
test du double disque incluant [’association amoxicilline + acide clavulanique a été utilis¢ pour
identifier le phénotype B-lactamase a spectre élargi (BL.SE).

Résultats

Les principales espéces bactériennes isolées onl ét¢  Escherichia coli (56,7%), Klebsiella

pneumoniae (13,9 %), Salmonella spp (10,1%), Interobacter spp (5,1%), ct Proteus mirabilis

(5,1%). Parmis les souches d’Escherichia coli isolées, 25% produisaient une B-lactamase a spectre.

élargi (BLSE). L’espéce qui a ¢ét€ la premiére dans la production de celtc enzyme, était Klebsiella
preumoniae avec 54% de souches productrices:.

Conclusion :

La résistance par production d’enzyme a été irréguliére au sein dc la famille des Enterobacteriaceae

et entraine une augmentation dc la résistance aux p-lactamincs.

Keywords : Resistance, enterobacteria, Charles Méricux, Bamako, Mali.
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ANNEXE I : Ensemencement des milieux ¢n fonction des types de prélévements

Prélévements Milicux dc culfure

- pclosc au sang cuit

- gclosc au sang frais
Prélévements vaginaux, urétraux et vulvaires - Sabouraud

- Drigalsky

- aélose au chocolat VCN

- Urt select
Urines - Sabouraut si [évure 4 ’examen dircct

-  pélose au sang cuil
- gélosc au sang frais
Pus - Drigalsky
- Chapman
- Bouillon si le pus est profond
- Sabouraud si I¢vure a I’examen direct

- gélose au sang cuit
- gélose au sang [rais
Les liquides de ponction (liquide d’ascite, - Sabouraut si Iévure a I’examen direct
pleural, synovial) - Gélose au sang anérobic si liquide purulent
- Bouillon Schaedler si liquide purulent
- Bouillon cceur-cervelle si liquide purulent

- pélosc au sang euit
- pélosc au sang frais! disque d’Optochine
Liquide céphalo-rachidien (LCR) - Bouillon cacur-cervelle
- Gélose au sang anérobie si liquide purulent
- Bouillon Schaedler st liquide purulent

- gélosc au sang cuit
Lc sperme - gélosc-au sang {rais

- gélosc au sang cuit
Gorge - pélose au sang frais
- Sabouraut si lévure & I’cxamen direct

- pélosc au sang cuit

- gélosc au sang frais
Oreilles - Drigalsky

- Sabouraud chloramphenicol
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Prélévements

Milicux de¢ culture.

-

/ .
r Expectorations

Hémoculture

Coproculture solide

Coproculture liquide ou glaireuse

Coproculture de bébés et enfants de moinsde 2. ans

- gélose CNA rOptochine

- pélose au sang cuit

«  Drigalsky

- Sabouraut (a garder pendant 5 jours)

- Gtlosc au sang cuit
- (Gélose anaérobic
- Sabouraud si lévure au Gram

- Hekloén
- Bouillon Rappaport
- Sabouraud (si la quantilé de levurcs cst > 10%)

- Hektoén

- Bouilion Rappaport

- Chapman (si contexle de toxi-infection
alimentaire)

- Hcktoén
- Bouillon Rappaport
- LMB
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ANNEXE 11 : Kit du systeme d’identification des Enterobacteriaceae et autres bacilles 2 Gram
négatif non fastidieux, Biomérieux (Inc Box 15969, Durham, CN 27704-0969/USA Tel : (‘l) 919 620
20 00. Fax : (1) 919 620 22 11. I'rance).
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Tests Composants actifs Réactions/Enzymes | Résultats L
| Négatif Positif
ONPG 2-nitrophényl-fD f-galactosidase incolore Jaune
galactopyranoside _ o 1 S ) )
ADH L-arginine Arginine dihydrolasc Jaune Rouge/orangé
[ LDC L-lysine Lysine décar_bz)xylasc [Jawne ~— _R_oﬁ_ge;?oi'éngé B
ODC L-ornithine a Ornithine décarboxylase | Jaune | Rouge/orangé
CIT trisodium citrate utilisation du citrate Vert pale/jaunc Bleu-vert/bleu |
H,S Sodium thiosulphate Production dc H,S B incolorefig?i?autrcj _ _]jép(")l noir/fin liseré |
URE Urée 7 Jurease Jaune | Rouge/orangé
TDA L-tryptiphane 'l“ryptgpl_lal_l'e DésAminasc | Jaune Marron-rougeatre, |
IND L-tryptiphane Prod&:‘ti?m d’indole " incolore Rose
VP Sodium pyruvate_ | Production d’acetone Incol(_)r}:ﬁo“se_;—)ﬁ; [ Rose/rouge
GEL Gélatine (origine bovine) | Gélatinase ‘Non diffusion Pigment noir
GLU D-glucos?: | Utilisation du glucosc Bleu/bleu-vert _J:'il_lﬁafi_alrn—c-gris
MAN D-mannitol Utilisation du mannitol 1 Blewbleu Jaunc . ]
INO Inositol Utilisation de f’ino_sitol lfleﬁf;blgu T ] Jaune -
SOR D-sorbitol Utilisation du sorbitol Blewblea " | Jaune
RHA L-rhamnose | Utilisation du thamnose | Blewbleu | Jaune
SAC ™~ | D-saccharose “Utilisation du saccharose | Bleu/bleu Jaune ]
MEL D-melibiose Utilisation du mc’:lo_l;i;Jse Bleu/blen " { Jaunc )
AMY | Amygdaline Utilisation de 'amygdalinc | Bleu/bleu | Jaune o
ARA L-arabinose Utilisation de I'arabinose | Blcw/blcu Jaune ]
Reéduction o | jaunc Rouge -
des Production de N,
nitrates | Potassium nitrate o Orange-rouge | jaune i
(tube Réduction du stade N;
GLU) _L B N
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ANNEXE III : Organigramme du Centre Charles Mérieux
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. Contribution a4 'étude de la résistance des Enterobacteriaceae aux antibiotiques par production de f-lactamases au CCM de Bamako

Figure 31 : Escherichia coli sur UriSelec
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/ Cymtribuﬁon & 1"étude de la résistance des Enterobacteriaceae aux antibiotiques par production de B-lactamases au CCM de Bamako
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Al Figure 33 : Recherche de Production de BLSE!™
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