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ABREVIATIONS

AAFs
AARAM

ADN
ADN gyrase
A/E
Agar SS
AKN
AMC
AMP
AmpC
AMX
ARN
ARNmM
ARNTr
ARNt
ASACOYIR
ASC
ATM

B-
B+/C+
Bfp
BGN
BLSE
BMR
Ci1G
C2G
C3G
C4G
CASE

Aggregative Adherence Fimbriae

Association Africaine pour la recherche et le Controle de la Résistance
aux Antimicrobiens,

acide désoxyribonucléique,

enzyme de la famille des ADN topoisomérases de classe I,
Attaching and Effacing lesion,

Milieux Salmonella — Shigella

Amikacine

Amoxicilline + Acide clavulanique

Ampicilline

Béta-lactamase de class C

Amoxicilline

Acide RiboNucléique

ARN messager

ARN ribosomal

ARN de transfert

Association de santé communautaire de Yirimadjo
Agent de Santé Communautaire

Aztreonam

Bacille 8 Gram Négatif

Bacille et Cocci a Gram Positif

Bundle Forming pili (Faisceau Formant des pili)
Bacille 8 Gram Négatif

Bétalactamase a spectre étendu

Bacille Multi-Résistant

Céphalosporine de 1% Génération
Céphalosporine de 2¢™ Génération
Céphalosporine de 3*™ Génération
Céphalosporine de 4™ Génération

Céphalosporinase
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CA-SFM
CFA
CHERG
CHL
CHN

CIP

GEN

CO2

CRO
CSCom
CTX
DHFS
DHRS
EAEC
EAP
EDSM-V
EHEC
EIEC
EPEC
ERC

EPC

Ery (Erm)
Esps
ETEC
FAPH
FEP
FMOS
FOX/CXT
Gélose MH
GyrA

Comité de I’ Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie
Colonizing Factor Antigen

Groupe de référence sur la santé et I'épidémiologie de I'enfant
Chloramphénicol

Céphalosporinase de Haut Niveau

Ciprofloxacine

Gentamicine

Dioxyde de Carbone

Ceftriaxone (C3G)

Centre de Santé Communautaire

Céfotaxime (C3G)

Dihydrofolate Synthétase

Dihydrofolate Réductase

Enteroaggregative Escherichia coli

Effet Post Antibiotique

La cinquiéme Enquéte Démographique et de Santé au Mali
EnteroHemorragic Escherichia coli

Enterolnvasif Escherichia coli

EnteroPathogéne Escherichia coli

Entérobactérie Résistance aux Carbapénémes
Entérobactérie Productrices de Carbapénemases
Méthyltransférases de la résistance a I’Erythromycine
Escherichia coli Secreted Proteins

EnteroToxinogene Escherichia coli

Faculté de Pharmacie

Céfepime (C4G)

Faculté de Médecine et d'Odontostomatologie

Céfoxitine (C2G)

Geélose Mueller-Hinton

DNA gyrase subunit A

XV



Profils de résistance aux antibiotiques des souches Escherichia coli et Salmonella spp. isolées dans des infections entériques chez les enfants
de 0 a 15 ans en milieu communautaire : cas du CSCom de Yirimadjo, Bamako.

GyrB DNA gyrase subunit B
H2S Sulfure d’hydrogene (hydrogene sulfureux)
HE Hektoen Enteric Agar

I Intermédiaires

IE Infections Entériques

IMP Imipénéeme

Inflam Inflammation

INSP Institute National de Santé Publique

Inv Invasion

Ipas Invasion Protein Antigen

LPS Lipopolysaccharide

LpxA UDP-N-acetylglucosamine (UDP-GIcNAc) O-acyltransferase
LpxC UDP-3-0O-[3-hydroxymyristoyl] N-acetylglucosamine deacetylase
LpxD UDP-3-0-acyl-glucosamine N-acyltransferase
LT Labile Toxin

mcr géne de résistance a la colistine mobiliseé
MDR Multi-Drugs Resistance

Mg2+ ion Magnésium

MRTC Malaria Research and Training Center

MST Maladies Sexuellement Transmissibles

NaCl Chlorure de Soduim

NDM-1 New Delhi Metallo-beta-lactamase 1
0157:H7 Shiga Toxine-producing Escherichia coli

02 Dioxygene

OMS Organisation mondiale de la Santé

PABA acide para-amino-benzoique

PAI Pathogenicity Island

PBN Peénicillinase de Bas Niveau

PHN Peénicillinase de Haut Niveau

pH Potentiel d’Hydrogene

XVI



Profils de résistance aux antibiotiques des souches Escherichia coli et Salmonella spp. isolées dans des infections entériques chez les enfants

de 0 a 15 ans en milieu communautaire : cas du CSCom de Yirimadjo, Bamako.

PLP

R

RAM
RES

S
SHU/HUS
SOP

Spp

ST

Stx

SXT
TDS
TRIIRT
UPEC
USTTB

Vi polysaccharide

Protéine liant les pénicillines.
Résistant

Reésistance aux Antimicrobiens
Reticuloendothelial System
Sensible

Syndromes Hémorragiques et Urémiques
Standard operating procedure
Especes

Stable toxin (toxine stable)
Shigatoxines
Sulfaméthoxazole-Trimétoprime
Three Doses/ Daily

TEM Résistant aux Inhibiteurs
Uropathogéne Escherichia coli

Université des Sciences, des Techniques et des Technologies de
Bamako

Antigene Capsulaire de Salmonella Typhi

XVII



Profils de résistance aux antibiotiques des souches Escherichia coli et Salmonella spp. isolées dans des infections entériques chez les enfants
de 0 a 15 ans en milieu communautaire : cas du CSCom de Yirimadjo, Bamako.

LISTE DES FIGURES

Figure 1: évolution des dates d’apparitions de la résistance aux antibiotiques. ..........c.cc.cuveenne. 6
Figure 2: schéma de I’enveloppe cellulaire des bactéries a Gram-positives (A) et a Gram-
NEGALIVES (B). .veeveeieiteese ettt et e e e et et e e te e teene e be e te e b e aaa e teereene e reenreaneenres 8
Figure 3 : flagelle d’une Bactéric @ Gram NEQALIVE. ........cccecveiieiiie i 9
Figure 4 : graphique d’évolution de la croissance bactérienne ...........cccccvevvevveereeresieesnernenns 11
Figure 5 : diagramme schématique du systeme de classification d/Ambler. .............cccccveneee. 16
Figure 6 : structures principales de différentes classes de B-lactamines antibiotiques. ........... 22
Figure 7 : structure générale des FIUOroquinOIONES. ...........ccovevveiiiic i 24
Figure 8 : structures principales des antibiotiques de la classe des Macrolides ...................... 26
Figure 9 : structures principales des antibiotiques de la classe des Aminoglycosides. ........... 27
Figure 10 : structures principales des antibiotiques de la classe des Polymyxines. ................ 28
Figure 11 : structures de 1a TEtraCyCliNe .........ccooieiiiiiiiie e 30
Figure 12 : structures générales des antibiotiques de la classe des sulfonamides. .................. 32
Figure 13: différentes étapes de la méthodologie selon les analyses effectuées...................... 38
Figure 14 : Salmonella et E. coli sur gélose HEKLOEN. ..........ccoeiiiiiiiiiiiiiece e 39
Figure 15 : gélose Salmonella-Shigella. .........ccoooiiiiiiiiiie e 40
Figure 16 : colonies de Salmonella spp sur Hektoen, lactose (-), image du laboratoire INSP 40
Figure 17 : colonies d’E coli sur Hektoen, lactose (+), image du laboratoire INSP................ 41
Figure 18 : colonies rose d’E coli sur UriSelect4™, image du laboratoire AARAM, Point G.
.................................................................................................................................................. 41
Figure 19 : antibiogramme sur milieu MH, BLSE (formation des bouchons de champagne),
image du 1aboratoire INSP..........ccci it 41
Figure 20 : galerie API 20F de E coli a partir de colonie pure sur Hektoen, image du
laboratoire AARAM, POINE G. ..c.voiiiiieie ittt 42
Figure 21 : galerie API 20F de Salmonella spp a partir de colonie pure sur Hektoen, image du
12DOTALOINE TNSP.....c.eiiice ettt ettt st be b s e e e e 42
Figure 22 : test de SYNergie BLSE. ........coovoiiiiieee et 44
Figure 23 : proportion des germes dans la flore intestinale chez les patients avec les germes

[OF L Lo =TT PSSR 49
Figure 24 : répartition des échantillons de selles et isolats en fonction du mois ;................... 49
Figure 25 : répartition des échantillons de selles en fonction de la présence ou non des

0] T 0] 0= T 1=] 1SS 50
Figure 26 : distribution des germes isolés (E. coli et Salmonella spp) en fonction des moins.
.................................................................................................................................................. 50
Figure 27 : repartition des germes isolés en fonction du SEXE. ........ccovveverenenenenieieieee, 51
Figure 28 : repartition du niveau de résistances bactériennes aux différents antibiotiques.....53
Figure 29 : difféerents phénotypes des classes de bactéries multi-résistantes..............cccceevenee. 53
Figure 30 : repartition des germes isolés en fonction des phénotypes de résistances.............. 54

XVIII



Profils de résistance aux antibiotiques des souches Escherichia coli et Salmonella spp. isolées dans des infections entériques chez les enfants
de 0 a 15 ans en milieu communautaire : cas du CSCom de Yirimadjo, Bamako.

LISTE DES TABLEAUX

Tableau | : caractéristiques des Enterobacteriaceae sur les différents milieux de cultures. ...11

Tableau Il : caractéristiques des entérobactéries pathOgenes .........cccccvevevieevi e cie s e, 14
Tableau 11 : détection phénotypique de la résistance des entérobactéries. ..........ccccceevvveennnn. 16
Tableau IV : mécanisme de résistance bactérienne aux antibiotiqUES. ..........ccecvvvereereiieennnn, 18
Tableau V : classifications des fluoroquinolones selon leur spectre d'activité. ....................... 24
Tableau VI : liste des antiDiOtiQUES tESTES..........oiviiririiieererer s 43
Tableau VII : données socio-démographiques des patients inclus dans I’étude. ...........cco.e.... 47
Tableau VIII : 4ge MOyen des PatiENTS. .......coviiiieieieieiese e 47
Tableau IX : prise d’antibiotique avant la consultation, ...........ccocceviiieiiiiniiiie e 48
Tableau X : aspect macroscopique des selles prélevées chez les enfants.............ccccceeevieennnn. 48
Tableau XI : répartition des germes isolées en fonction de tranche d’age. ..........cccceoveviiieinnns 51
Tableau XII : répartition des patients selon la notion d’antibiothérapie avant le prélévement

en fonction de la présence ou non de germes pathogénes dans les cultures. ............cccceeeueneee. 51
Tableau XIII: niveau de résistance chez les patients ayant pris d’antibiotiques...................... 52
Tableau XIV : résistance des germes isolés aux familles antibiotiques testés. ..........c.ccccee..e. 52

Tableau XV : phénotypes de résistances des germes isolés en fonction des tranches d’age...54

XIX



Profils de résistance aux antibiotiques des souches Escherichia coli et Salmonella spp. isolées dans des infections entériques chez les enfants
de 0 a 15 ans en milieu communautaire : cas du CSCom de Yirimadjo, Bamako.

TABLE DE MATIERE

1. INTRODUCTION ....ooiiiieieesieie sttt sttt sttt se et st nearesbeseene s 1
2. OBUIECTIFS ..ottt ettt sttt s et sttt et e st e te bt eneanas 4
2.1 ODJECHIT GENEIAL ......ceiieie e e 4
2.2 ODJECtITS SPECITIGUES ....vevieiiceie sttt re e e nneas 4
3. GENERALITES ...ttt ettt e anas 5
3L DATINITIONS ...ttt ra e e e 5
T8 O A = - Ut (- 1SS 5
TN O 01 (2T o] o o (= TSP 5
T8 0 N D TT- 11 4T SRR 5
I o 1) (0] o 1SS USUTSPRRS 5
TR B - (o) 101 o1 =TSSR PRPRSPRRN 6
B4 HADITAL ...ttt e e 7
3.5 Caracteres hacteriolOgIQUES.........cciviiieieeiecie et 7
3.5.1  Caracteres MorpholOgIQUES........cccuririeiriirieieesie e 7
K @70 (o] -4 o] g o (SN ] - 4 PSSR 7
3.5.3  StruCtures DACEIIENNES .........cceiiiieiieieese et 7
3.5.3. L CAPSUIE. ..t 8
3.5.3.2 Membrane CYtOPIaSMIQUE..........cveiieiieiie et 8
3.5.3.3  Par0i CEHUIAITE ..o 9
KT T A G4V (0] ] F- TS 14T PSSR 9
3.5.3.5  FIAQEIIES ... 9
3.5.3.6  NUCIBOTAE .....oveiveeieeicee ettt reere e e e e e e 10

B 0.3 7 Plliciieiccece e re e 10
3.6 CaraCtereS CUIUIAUX ......ueveieieiesie ettt stesneene e e e e 10
3.6.1  Caracteres BiOChIMIQUES ........ccoviiieiieiiiriecee e 12
3.6.2  Substances de DIfferentiation ............cccooeieiinincineee e 12
3.8.2. 1 LACKOSE ..ottt bbb e re e 12
Bu8.2.2  UKBASE.. e cuiitieiieiieie ettt ettt bbbt r ettt bbbt ne et e 12

K A B @) o F- T OSSPSR 12
3.6.2.4 Galerie Classique (Mannitol, Citrate de Simmons et Kligler-Hajna) ............ 12

3.7  Facteurs de virulence et de pouvoir pathOgene ..........cccoviieiiiiieiene e, 13
N At R = 0T (0] (0 ) q 1TSS PSSR 13

3.7.2 X O OKINIES. .t nnnnnn 13



Profils de résistance aux antibiotiques des souches Escherichia coli et Salmonella spp. isolées dans des infections entériques chez les enfants
de 0 a 15 ans en milieu communautaire : cas du CSCom de Yirimadjo, Bamako.

3.8  Enterobacteriaceae et la resistance aux antiDiotiqUES ..........cccecvvereeirieereerieseennan, 15
3.8.1  RESISANCE CHNIQUE. ... .c.eeiieeieciecie ettt 15
3.8.2  RESISIANCE NALUTEIIE. ....ovoieii i 15
3.8.3  RESISIANCE ACOUISE. ...veviuieiiitiieieeierie ettt bbb e 15
3.8.4  Reésistance DIOChIMIGQUE. .......ccoiiiiiiieiiiree e 15
3.8.5  Beta-laCtamases.......ccueiiiiieieiie et 16
3.8.6  Different mécanismes de rESISTANCES ........cvvereieiieieeieiere e 17

3.8.6.1 Limitation de I'absorption d'un médicament ............ccccceevvevreieiieeciecre s, 17
3.8.6.2 Modification de la cible d'un medicament ...........cccooereieieninininiseeee, 17
3.8.6.3 Inactivation d'un MEdICAMENT ........coveiveiiiiiiiierie e 18
3.8.6.4 Efflux actif de MEdICAMENTS........coviriiiiiiiiie e 18

3.9 ANTIDIOTIQUES ...ttt bbb 19
3.9. 1 ANTIDIOTIQUES. ..ottt bbb 19
3.9.2  Resistance auxX antimiCrODIENS .........cccueiierieiiereeie e 19
3.9.3  Phénotypes de résistances baCteriennes ...........ccocvvveveieriererese e eeeieens 19

3.9.3.1 Phénotype « SENSIDIE 3 ...c..ccvviiiiiiiiic e 19
3.9.3.2 Phénotype « pénicillinase de bas niveau » et « pénicillinase de haut niveau »..
........................................................................................................................ 20

3.9.3.3 Phénotype « céphalosporinase de bas Niveau »...........ccccceevveveeieeiecieseennan, 20
3.9.3.4 Phénotype « céphalosporinase de haut NiVeau » .........c.ccccevverieieevecieseennnn, 21
3.9.3.5 Phénotype « béta-lactamase a spectre étendu chromosomique »................... 21
3.9.3.6 Phénotype « béta-lactamase a Spectre tendu » .........ccccevevvrviieseeieerierienn, 21
3.9.3.7 Resistance acquise et phénotypes de résistanCes...........c.cocevrvrereerenieene, 21
3.9.3.8 Phénotype de bactéries multi-résistantes............coveveverereiese s, 21
3.9.3.9 Phénotype « NYPEr OXY » ....ccoiiiieiriiieisesieese et 22
3.9.4  BAta-LaCtamiNeS .......coeiiiiiiiiiiiieieieieie et 22
3.9.4.1 Généralités sur les beta-1actamings ...........coovvveiiiiiieieie e 22
3.9.4.2 MeécanisSmes d’aCHIONS ........eeeeiiuririeiiiiiee e i e e e et e e e s siree e e ssrreeeeasabaeeeesrreeeeaas 22
3.9.4.3 MECANISMES e MESISLANCE ....ecvvevierieieieiie ittt 22
3.9.5  FIUOIrOQUINOIONES .....oouiiiiiiie sttt 23
3.9.5.1 Généralités sur les fluoroquinoloNES............ccoiiiiiiiiiieie e 23
3.9.5.2 Mécanisme d’action des fluoroquinolones...........cccccvvverieriiiiirieneeieseeie, 25
3.9.5.3  MECANISME A rESISLANCE ......eeiveereeiiierieeiesieesteeiestee e eee e e e eesree e eeesreenneens 25
3.9.6  IMACTONIUES. ... 25
3.9.6.1 Généralités sur 1eS MaCrOlAES. .......coviveieiiii e 26

XXI



Profils de résistance aux antibiotiques des souches Escherichia coli et Salmonella spp. isolées dans des infections entériques chez les enfants
de 0 a 15 ans en milieu communautaire : cas du CSCom de Yirimadjo, Bamako.

3.9.6.2 Mcécanisme d’Action des Mmacrolides .........cocvvvrriiiiiiieeniiie e 26
3.9.6.3 MECANISME 0 rESISTANCE ......ccveeiieiiiiiie ittt 26
3.9.7  AMINOGIYCOSIAES. ....cuviiiieiieeieciiecie et re e re e 27
3.9.7.1 Généralités sur les aminoglyCOSIUES .........cccereriiiiieiie e, 27
3.9.7.2 Mécanisme d’action des aminoglycosides ...........ccevvrviiiiiiiiinicnicsee, 27
3.9.7.3  MECANISME 0 rESISTANCE ......ecuverierieieie ettt ees 27
3.9.8  POIYMYXINES. ...ciiiiieiieiieietee sttt bbbt 28
3.9.8.1 Généralités sur 1eS POIYMYXINES.......cccocvveiiieiiiieiieseee e 28
3.9.8.2 Mcécanisme d’action des POIYMYXINES .....coevveriiiiiiiiieiiieeiiiee e siee e 29
3.9.8.3  MECANISME T rESISTANCE ......ecvveiieiieieie ettt 29
3.9.9  TELFACYCHNES ...ttt 30
3.9.9.1 Généralites sur 1es tetraCyCliNeS ........ccocvreereieiiire e, 30
3.9.9.2 Mécanisme d’action des tetraCyClines..........covevverieririiiniiiniee e 30
3.9.9.3 MECANISME 0 FESISTANCE ... ...cuvevieieieie ittt 31
3.9.10  SUITONAMIUES. .....eeiteeieeiie sttt ste et esreesre e e nreenne e 31
3.9.10.1  Généralités sur 1es sulfonamIdes ...........ccocvrieririeiierene e 31
3.9.10.2 Meécanisme d’action des sulfonamides...........cccceviveiiiiiiiiieniiie e, 32
3.9.10.3  Meécanisme de rESISTANCE .......cccvverueruerierieriesesieeeeie ettt 32
3.9.11 Autres antibiotiques : résistance au chloramphénicol, nitroimidazole et la
FOSTOMYCING ... be e te e be e ae e e e nre s 33
4  METHODES ET MATERIEL .....ooviiiiiicce e 34
4.1 Cadre d’@tUAEC ......vveee e 34
4.2  Type et periode d’EtUAC .........coviiiiiiiiiiii e 34
4.3 Population d’EtUAE.........eeiviiiiiiiiiiee s 34
4.4 EChantillonnage . ........ooiiiiiiieiee s 34
4.5  Collecte des Selles €t AONNEES ......cc.cvveiiiiiieieieie et 35
4.6 VariableS MESUIEES.......cciiieiieieiecie ettt bbb et ne e e e 35
4.7  Méthode d’isolement des Enterobacteriaceae au laboratoire.............ccocoecviienvennnnn, 35
4.7.1  Phase pré-analytiQUe ........c.coeiieieiiiiiic ettt ettt 35
4.7.2  Phase analYtiQUE.........cooiiuiiiiiiiiiieieieie ettt 36
4.7.2.1 EXaMEN MACTOSCOPIQUE. ... cuerueerieseeeetertestestesiesseeseeseesessestesbesbessessesseeseseenes 36
4.7.2.2 EXAMEN MICTOSCOPIGUE ...vvvetieiieireieiesie st st sttt e et sttt b e e 36
4.7.2.3 Culture et Identification préliminaire............cccooevriiieneieni e 36
A.7.24 IMAEIIEIS ...ttt 37

XXI1I



Profils de résistance aux antibiotiques des souches Escherichia coli et Salmonella spp. isolées dans des infections entériques chez les enfants

de 0 a 15 ans en milieu communautaire : cas du CSCom de Yirimadjo, Bamako.

5.

© o N o

10.

4.7.2.5 Image d’identification et I’évaluation du niveau de résistance des souches

ISOIBES. ittt bbb b bbb e 39
4.7.3  Tests A’ identifiCatiONS.........ccciiiiiieeiiiiie e ciiie e e e e e nnree e e e eaees 42
4.7.4  Tests de sensibilités aux antibiotiQUES .........ccecveieiieii e 43
4.7.5  Phase POSt-analytiQUE.........ccoiiiiiiiiiieieese e 44

4.7.5.1 Validation DIOIOGIQUE ........couiiiiiiiiiieie s 44

4.7.5.2 ReNAU AU FESUIAL..........ceiiiieieieiee e 45

4.7.5.3 Conservation des souches bacteriennes...........ccocovreriiiniieini e, 45

4.7.5.4 GeStioNS 0eS UECNELS.......cciiiiiiiiieiee s 45

4.7.5.5 HYQIENE BL SECUNITE .....cvveieciicie e 45

4.7.5.6 Saisies et analyse des ONNBES .........cccvcveiieiecie i 45

4.8  CoNSIAEratioNS BtNIQUES.........ccveiiiieie ettt re e re e 45
e 1 I N S TSP SUSR 47
5.1 RESUIALS GIODAUX .....cvveviiiieiiiiciieiece e e 47
5.2 RESUIALS AESCIIPLITS....ecviitiieiiiiiie e 47
5.2.1  Données socio-démographiques des Patients..........ccoceveerererenieneneiese e 47
5.2.2  Proportion des antibiotiques prescrits avant le prélevement..............cc.ccoceevnene. 48
5.2.3  Aspect macroscopique et microscopique des préelevements. .........ccccceeveiveenene 48
5.2.4  Répartition des échantillons de selles et d’isolats selon la période du décembre
2021 AU JUIN 2022 ..ottt ettt et et e et e et et e et et e ra e reenneaneenreens 49
5.25  Répartition des Escherichia coli et Salmonella spp isolés selon le genre.......... 51
5.2.6  Répartition des E. coli et Salmonella spp isolats en fonction des tranches d’age.
............................................................................................................................ 51
5.2.7  Répartition des cas d’antibiothérapie selon les résultats de la culture............... 51
5.2.8  Résistance des Enterobacteriaceae aux différents antibiotiques....................... 52
5.2.9  Phénotypes de résistance des Enterobacteriaceae aux antibiotiques................ 53
5.2.10 Phénotypes des souches isolés en fonction des tranches d’age ...........cccveeneeene. 54
DISCUSSION ...t e e e e st e e sab e e e s se e e e saaeeasseeeennneeanneas 55
CONCLUSION ..ottt sttt sttt e bt saebe st et e seene e s ene e 62
RECOMMANDATIONS ...ttt 63
REFERENGCES .......coo oottt bttt se et st n e e 64
ANNEXES ...ttt sttt b et neans 71

XXII



Profils de résistance aux antibiotiques des souches Escherichia coli et Salmonella spp. isolées dans des infections entériques chez les enfants
de 0 a 15 ans en milieu communautaire : cas du CSCom de Yirimadjo, Bamako.

1. INTRODUCTION

Les maladies entériques sont des infections causées par des micro-organismes. Elles
demeurent une des principales maladies infectieuses a fort taux de mortalité dans le monde,
passant de 2,6 millions en 2000 a 1,5 million de victimes en 2019[1]. Les enfants de moins de
cing ans constituent la couche la plus vulnérable avec un tiers des décés soit un enfant malade

sur neuf[2].

A I'échelle régionale, I'Asie du Sud et I'Afrique subsaharienne enregistrent 88 % des décés
totaux dans la méme tranche d'age[3]. A 1’égard de cette situation, les enfants souffrant de
diarrhée seront confrontés a de nombreux probléemes, notamment une perte d'appétit, un
déficit électrolytique, la malnutrition, un risque accru de développer d'autres maladies
infectieuses et un retard de croissance physique et de développement mental[4].

Si, ces maladies diarrhéiques touchent principalement les enfants de moins de cing (5) ans,
les voies de contaminations restent principalement du contact oral avec de I'eau, des aliments
ou d'autres véhicules contaminés par des agents pathogénes provenant de matiéres fécales
humaines ou animales[5]. Elles résultent de la présence des microorganismes entre autres

d’origines virales, bactériennes, parasitaires ou fungiques.

Une étude du Groupe de référence sur la santé et I'épidémiologie de I'enfant (CHERG) estime
que la morbidité due a ces agents pathogénes entériques spécifiques était le suivant : ETEC
(14 %), EPEC (9 %) et G. lamblia (10 %) ; en consultation externe, les rotavirus (18 %),
Campylobacter spp. (12,6 %) et EPEC (9 %) étaient les plus fréquents ; et en milieu
hospitalier, les rotavirus (25 %), EPEC (16 %) et ETEC (9 %) étaient les plus fréquents[6].

Parmi les bactéries les plus incriminées dans les entérites on retrouve les genres Vibrio,
Escherichia, Salmonella, Shigella, Campylobacter et Yersinia. Ainsi 1’utilisation des
antibiotiques représente une lueur d'espoir depuis le siécle dernier dans le traitement des
infections d’origine bactérienne. Avec la découverte de la pénicilline dans les années 1920,
par Alexander Fleming qui est considérée comme 1’une des plus grandes découvertes du
siecle dernier[7]. En suite des antibiotiques de plus en plus efficaces ont fait leurs apparitions.
Cependant, un autre probléme émerge ainsi-tot “la decouverte du siecle est ainsi confrontee

au dilemme du siécle".

D’une part, le monde microbien est en constant mouvement « 1’évolution et I’adaptation »,
sur la base des mutations et processus de transfert, ainsi que les mécanismes impliqués sont

variés, mais ils impliquent le plus souvent une altération mutationnelle de I'enzyme, du site
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ribosomal ou d'une autre cible contre laquelle I'antimicrobien est dirigé. Dans certains cas, les
organismes acquierent de nouvelles enzymes ou mécanisme bloquant I'entrée de
I'antimicrobien dans la cellule bactérienne. De nombreuses bactéries produisent des enzymes
qui inactivent directement les antibiotiques. Pour aggraver la situation, les génes impliqués

sont facilement diffusés par des mécanismes génétiques promiscues[8].

Le gene blaCTX-M code une B-lactamase a spectre étendu responsable de I'hydrolyse de la
plupart des B-lactamines, a I'exception des céphamycines et des carbapénémes qui constituent
la derniére ligne contre les bactéries productrices de f-lactamase. Egalement la coexistence
avec d'autres génes conférent une résistance a différentes classes antimicrobiennes telles que
les aminoglycosides, les tétracyclines, les sulfamides et les fluoroquinolones[9]. D’ou

I’apparition des bactéries multirésistantes, constituant un probleme majeur de santé publique.

D’autre part, I’utilisation de masse des antibiotiques (incluant dans I’agriculture, et 1’élevage)
a provoqué un "effet boomerang" de résistance aux antimicrobiennes, accélérant ainsi
I’avénement des souches de bactéries multirésistantes aux antibiotiques. De nouveaux agents
initialement efficaces contre les souches résistantes ont été mis au point, mais la résistance

par de nouveaux mécanismes suit généralement.

A cela s’ajoute les colits économiques associés a la résistance microbienne. Selon un rapport
de la banque mondiale intitulé "Drug Resistant Infections : A Threat to Our Economic
Future", la résistance aux antibiotiques a le potentiel de causer un niveau de dommages
économiques similaire - et probablement pire - a celui causé par la crise financiére de
2008[10]. Selon I’OMS, au moins 700 000 personnes meurent chaque année a cause des
germes résistants a tout antibiotique, et ce chiffre pourrait atteindre 10 millions de déces par
an d'ici 2050[11]. Ainsi il y’a un réel risque que les pandémies deviennent plus courantes a
mesure que les antibiotiques perdent leurs efficacités.

Malgre ces statistiques et prévisions alarmantes, d’énormes progres ont eté réalisés au cours
de ces derniéres décennies. En outre la vaccination contre le rotavirus, 1’utilisation des
antibiotiques et les mesures d'amelioration de I'nygiene et de I'assainissement. Le
perfectionnement des méthodes de diagnostic pour un meilleur traitement des maladies
infectieuses d’un c6té et pour permettre une surveillance effective des antibiorésistances de
I’autre coté. Cela permet de réduire les colts du traitement, et les risques d’échec

thérapeutique qui constituent un des facteurs majeurs de résistance aux antibiotiques.
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Cela permettra également le suivi de I’évolution des germes pathogénes et de la résistance
antimicrobienne par le biais de systéemes de surveillance constitue la pierre angulaire de tout
réseau de lutte contre les épidémies et d'intervention. L'existence d'un systeme robuste et
opportun garantira la propension d'un pays a gérer et a contenir rapidement une épidémie. Le

temps, plus que tout, détermine le succes d'une réponse[12].

Justification

La morbidité et la mortalité liées aux maladies diarrhéiques chez les enfants sont
encore importantes et persistantes dans les pays a faible revenu, notamment en Afrique
subsaharienne, et constituent un probléme de santé publique de longue date[13].

Au Mali, la diarrhée constitue le 3°™ motif de consultation des enfants de moins de 5ans et sa
prévalence reste €levée ; en effet, 9% des enfants de moins de 5 ans avaient eu un

épisode diarrhéique dans les 2 semaines précédant I’enquéte EDSM-V[14]. Cette prévalence
est particulierement importante chez les nourrissons de 6-11 mois (12,8%) et de 12-23

mois (13%)[14].

En accord avec ces données, les maladies diarrhéiques constituent un probléme de santé ainsi
que I’apparition des échecs thérapeutiques. Mais a cet égard, il existe peu de données
épidémiologiques exploitables sur I’origine microbienne de ces maladies, le niveau
d’efficacité des traitements, le niveau de résistances aux antimicrobiens ainsi qu’un systéme
fiable de collecte et de surveillance en cas d’émergence de nouveaux phénotypes de

résistance.

C’est ainsi que nous nous sommes proposés d’évaluer les causes microbiennes et d’identifier
des phénotypes de résistances afin de contribuer a la mise en place d’un systéme de
surveillance de la résistance aux antimicrobiens. Ces objectifs permettront a terme d'estimer
la distribution des cas de résistance au sein de la population et les changements affectant cette
distribution, le choix de la population ciblée et du mécanisme de détermination des cas basés

sur la représentativité des informations obtenues.

Cette étude permettra d’indiquer la nécessité d'améliorer les pratiques de prescription et de
contr6le des infections d’une part, et permettre un apport en termes des données
épidémiologiques pour une meilleure surveillance du niveau de résistance dans notre pays

d’autre part.
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2. OBJECTIFS

2.1 Objectif général

Evaluer le profil de résistances des souches de Escherichia coli et Salmonella spp

isolées dans les infections entériques chez les enfants a Yirimadjo.

2.2 Objectifs spécifiques

1. Déterminer la fréquence d’isolément des souches de E. coli et de Salmonella dans la
population d’étude au CSCom de Yirimadjo.

2. Déterminer la résistance aux antibiotiques des souches de E. coli et de Salmonella
impliquées dans les infections entériques chez les enfants.

3. ldentifier des phénotypes de résistances des souches de E. coli et de Salmonella multi-

résistantes impliqués dans les infections entériques.
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3. GENERALITES

3.1 Définitions

3.1.1 Bactéries:
Les bactéries sont des organismes structurellement simples (unicellulaires) mais

fonctionnellement complexes qui constituent la base de toute vie sur terre. Elles sont
majoritairement bénéfiques pour leur environnement. Elles jouent un role important dans
I'écosystéme, comme la décomposition des composants toxiques, le recyclage des nutriments,

la fixation de I'azote de I'air dans le sol, entre autres[15].

3.1.2 Entérobactéries :

Les Entérobactéries constituent une grande famille de bactéries, qui comprend un grand
nombre des agents pathogeénes les plus connus, comme Salmonella, Shigella et Escherichia

coli.

3.1.3 Diarrhée:

La diarrhée est définie comme 1'émission d’au moins trois selles liquides ou molles par jour
(ou une émission plus fréquente que la normale pour I'individu) avec des signes de

déshydratation, avec ou sans fiévre et maux de ventre[16].

3.2 Historique

Les épidémies de maladies diarrhéiques aigués ont été identifiées comme des causes de
maladies mortelles dés la littérature sanskrite et a I'époque d'Hippocrate. Les maladies
diarrhéiques et dysentériques ont joué un rdle majeur dans l'issue des batailles militaires au
cours de I'histoire[17]. Les premiéres théories sur les causes de la diarrhée ne ressemblent
guére aux concepts modernes de pathogenese des maladies infectieuses entériques. A cette
époque, on pensait que la météo et le sevrage des nourrissons étaient associés a la
diarrhée[17]. La reconnaissance d'une association saisonniére entre I'abondance des mouches
et le pic d'apparition de la diarrhée a été créditée de cause a effet dans les années 1700. Dans
son essai sur la diarrhée écrit en 1777, Benjamin Rush a souligné I'importance des mouches,
de la chaleur et de I'hygiéne comme facteurs d'apparition de la diarrhée [15]. Avec
I’avénement des antibiotiques, de nombreuses infections ont été maitrisées. L'ere des
antibiotiques™ avec les noms de Paul Ehrlich et Alexander Fleming. L'idée d'Ehrlich d'une
"balle magique" ciblant sélectivement les microbes pathogénes et non I'h6te reposait sur
I'observation que I'aniline et d'autres colorants synthétiques, disponibles a cette époque,

pouvaient colorer certains microbes mais pas d'autres[18].
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Figure 1: évolution des dates d’apparitions de la résistance aux antibiotiques[19].

3.3 Taxonomie

Dans leurs études sur les membres de la famille des Enterobacteriaceae, Edwards et Ewing

ont établi les principes suivants pour caractériser, classer et identifier les organismes[20] :

La classification et I'identification d'un organisme doivent étre basées sur son modéle
morphologique et biochimique global. Une seule caractéristique (pathogénicité, gamme
d'hétes ou réaction biochimique), quelle que soit son importance, ne constitue pas une base

suffisante pour classer ou identifier un organisme.

En paralléle, de nombreuses études montrent des maniéres de classer les organismes, et il y a
un débat permanent, en partie controversé sur cette question, mais une majorité s'accorde sur
I'établissement d'un systéme qui refléte le plus fidélement possible "I’ordre de la nature”[21],
qui est maintenant le plus souvent associé a "l'ordre évolutif* jusqu'a I'origine de la vie. Ainsi
I'introduction des données relatives aux sequences d'’ARNr 16S dans la classification et

I'identification moléculaires des procaryotes a constitué une étape importante.

Les entérobactéries constituent un groupe important et hétérogéne de batonnets a Gram
négatif. Les membres de la famille des Enterobacteriaceae sont classés en 52 genres et
environ 290 especes, comprenant entre autres (Escherichia, Shigella, Salmonella,

Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Proteus, ...) [22].
Reégne : Bacteria

Phylum : Pseudomonadota



Profils de résistance aux antibiotiques des souches Escherichia coli et Salmonella spp. isolées dans des infections entériques chez les enfants
de 0 a 15 ans en milieu communautaire : cas du CSCom de Yirimadjo, Bamako.

Classe : Gammaprotéobactéries

Ordre : Enterobacteriales

Famille : Enterobacteriaceae
3.4 Habitat

Les entérobactéries sont des germes ubiquitaires dans I'environnement et presentes dans le
sol, I'eau, les plantes et le tractus gastro-intestinal des animaux et des humains. En raison de
leur large distribution, ils peuvent facilement contaminer la chaine alimentaire. Cette famille
comprend un nombre important de pathogénes d'origine alimentaire tels que Salmonella spp,

Yersinia enterocolitica ; Escherichia coli pathogene[23].

3.5 Caracteres bactériologiques

3.5.1 Caractéres morphologiques

Les Enterobacteriaceae sont des bacilles (en forme de batonnets), et mesurent généralement
entre 1 a 5 pm de long. Ils apparaissent généralement sous forme de colonies grises de taille
moyenne a grande sur une gélose au sang, bien que certains puissent exprimer des pigments.
La plupart possédent de nombreux flagelles qui leur permettent de se déplacer, mais quelques

genres sont non mobiles comme le Klebsiella.

3.5.2 Coloration de Gram

La coloration de Gram est la technique introduite en 1884 par le bactériologiste danois Hans
Christian Gram[24]. Ce test permet de différencier les bactéries en bactéries a Gram positives
et de Gram négatives, ce qui facilite la classification et la différenciation des micro-
organismes. Les bactéries a Gram positif se colorent en violet en raison de la présence d'une
épaisse couche de peptidoglycane dans leur paroi cellulaire, qui retient le cristal violet avec
lequel ces cellules sont colorées. Par contre, les bactéries a Gram négatives apparaissent en
coloration rouge de contraste avec la fuchsine basique, ce qui est attribué a une paroi de
peptidoglycane plus mince, qui ne retient pas le cristal violet pendant le processus de

décoloration.

3.5.3 Structures bactériennes
Il s'agit d'une matrice gelatineuse composee d'eau, d'enzymes, de nutriments, de déchets et de

gaz, qui contient des structures cellulaires telles que des ribosomes, un chromosome et des

plasmides. L'enveloppe cellulaire renferme le cytoplasme et tous ses composants.
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Contrairement aux cellules eucaryotes (vraies), les bactéries n‘ont pas de noyau fermé par une

membrane.

3.5.3.1 Capsule

Certaines espéces possédent une troisieme enveloppe protectrice, une capsule composée de
polysaccharides (glucides complexes). Les capsules jouent un role essentiel tel que la
protection de la bactérie contre le desséchement et la phagocytose. La capsule est un facteur
de virulence majeur chez les principales bactéries pathogenes, comme Escherichia coli. Les

mutants non encapsulés de ces organismes sont avirulents.

3.5.3.2 Membrane cytoplasmique

La membrane cytoplasmique constituée d’une couche de phospholipides et de protéines. Elle
entoure l'intérieur de la bactérie, régulant le flux de matiéres entrant et sortant de la cellule. Il
s'agit d'une caractéristique structurelle que les bactéries partagent avec toutes les autres
cellules vivantes, une barriére qui leur permet d'interagir de maniére sélective avec leur
environnement. Les membranes sont hautement organisées et asymetriques, avec deux cotés,
chaque c6té ayant une surface et des fonctions différentes[25]. Les membranes sont

également dynamiques, s'adaptant constamment a différentes conditions.
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Figure 2: schéma de I’enveloppe cellulaire des bactéries Gram-positives (A) et Gram-
négatives (B)[26].
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3.5.3.3 Paroi cellulaire

Chez les bactéries, elle forme une structure rigide d'épaisseur uniforme autour de la cellule et
est responsable de la forme caractéristique de la cellule (batonnet, coccus ou spirale). A
I'intérieur de la paroi cellulaire (ou couche rigide de peptidoglycane) se trouve la membrane
plasmique (cytoplasmique), qui est généralement trés proche de la paroi[27]. La paroi donne
sa forme a la cellule et entoure la membrane cytoplasmique, la protégeant ainsi de
I'environnement. Elle permet également d'ancrer des appendices comme les pili et les
flagelles, qui prennent naissance dans la membrane cytoplasmique et font saillie a travers la

paroi vers l'extérieur[28,29].

3.5.3.4 Cytoplasme

C’est I'endroit ou s'effectuent les fonctions de croissance, de métabolisme et de réplication
des cellules. Il s'agit d'une matrice gélatineuse composée d'eau, d'enzymes, de nutriments, de
déchets et de gaz, qui contient des structures cellulaires telles que des ribosomes, un
chromosome et des plasmides. L'enveloppe cellulaire renferme le cytoplasme et tous ses

composants.

3.5.3.5 Flagelles

Les flagelles constituent un moyen de locomotion pour les bactéries qui en sont dotées.
Retrouver aux extrémités d'une bactérie, ou sur toute sa surface. Les flagelles battent dans un
mouvement d'hélice pour aider la bactérie a se déplacer vers les nutriments, a s'éloigner des
produits chimiques toxiques ou, dans le cas des cyanobactéries photosynthétiques, vers la

lumiére[30].
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Figure 3 : flagelle d’une Bactérie a Gram négative[31].
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3.5.3.6 Nucléoide

Le nucléoide est une région du cytoplasme ou se trouve I'ADN chromosomique. Il ne s'agit
pas d'un noyau lié a une membrane, mais simplement d'une zone du cytoplasme ou se
trouvent les brins d'’ADN. La plupart des bactéries ont un seul chromosome circulaire qui est
responsable de la réplication, bien que quelques especes en aient deux ou plus[32]. Des brins
d'’ADN auxiliaires circulaires plus petits, appelés plasmides, se trouvent également dans le

cytoplasme.

3.5.3.7 Pili

De nombreuses especes de bactéries en possédent (des pili ou un pilus), ces excroissances
aident la bactérie a se fixer a d'autres cellules et surfaces, comme les dents, les intestins et les
rochers. Sans pili, de nombreuses bactéries pathogenes perdent leur capacité d'infection car
elles sont incapables de se fixer aux tissus de I'h6te. Ils sont utilisés dans la conjugaison, au

cours de laquelle deux bactéries échangent des fragments d'ADN plasmidique[33].

3.6 Caractéres culturaux

La culture bactérienne fait référence a la prolifération de bactéries avec un substrat nutritif
approprié. Un milieu nutritif dans lequel on veut cultiver des chimio-organotrophes doit
comporter des sources d'énergie organiques. Parmi les autres besoins, on trouve des sources
de carbone et d'azote pour la synthése de composeés bactériens spécifiques ainsi que des
minéraux tels que le soufre, le phosphore, le calcium, le magnésium et les oligo-éléments
comme activateurs d'enzymes. Certaines bactéries ont également besoin de "facteurs de
croissance", c'est-a-dire de composés organiques qu'elles sont incapables de synthétiser elles-
mémes. Selon I'espéce bactérienne concernée, le milieu nutritif doit contenir certaines
quantités d'Oz et de CO- et avoir certains niveaux de pH et de pression osmotique[34]. Ces
caractéristiques culturales sont mises en évidences selon le choix du milieu de culture. Ainsi
chaque milieu a ces caractéres spécifiques qui permettent une orientation sur les potentielles

colonies, (voir le tableau ci-dessous. Tableau I).
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Figure 4 : graphique d’évolution de la croissance bactérienne (Raven et al.,2007)[35].

Tableau | : caractéristiques des Enterobacteriaceae sur les différents milieux de cultures.

Enterobacteriaceae Croissance et Couleur sur Hektoen

Escherichia coli Grande taille, de couleur jaune a saumon, inhibition possible de

certaines souches.

Salmonella spp, De couleur bleu-vert a bleue, la plupart des souches étant de couleur
noire au centre ou sur toute leur surface. Tous les sérotypes de
Salmonella ont cet aspect sur gélose HE a I'exception du sérotype
Typhi, qui est un faible producteur de HzS, et de rares souches de

Salmonella fermentant le lactose.

Shigella spp, Couleur verte, humides et convexes.

Enterobacteriaceae Croissance et Couleur sur gélose Salmonella-Shigella.

Shigella spp. et Salmonella  Colonie incolore.
spp. Non productrices de H,S

Salmonella spp, Colonies a grands centres noirs a périmetre clair.

Klebsiella spp, Colonie rose a rouge avec ou sans zone de bile précipitée.
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3.6.1 Caractéres Biochimiques

Les caractéristiques biochimiques sont primordiales pour la description d'un genre ou d'une
espéce en bactériologie. La famille des Enterobacteriaceae contient un grand nombre de
genres qui sont biochimiquement et génétiquement apparentés, génétiquement proches les
uns des autres. C’est ainsi que 1’exploitation de leurs caractéristiques biochimiques

permettent essentiellement de les identifier.

3.6.2 Substances de Différentiation
Il existe d'une grande part d’interdépendance dans la famille des entérobacteéries, qui

présentent presque toutes les combinaisons imaginables de caractéristiques biochimiques
compatibles avec la définition de la famille[36].

3.6.2.1 Lactose

Les entérobactéries sont souvent isolées a partir de matiéres fécales sur une gélose contenant
du lactose et un indicateur de pH. Les colonies qui fermentent le lactose produisent
suffisamment d'acide pour provoguer un changement de couleur (rose pour E. coli) de
I'indicateur. Par exemple, Escherichia coli est un fermenteur du lactose, tandis que Shigella,

Salmonella et Yersinia sont des non-fermenteurs[37].

3.6.2.2 Uréase

Le test de I'uréase identifie les organismes capables d'hydrolyser I'urée pour produire de
I'ammoniac et du dioxyde de carbone. 1l est principalement utilisé pour distinguer les
Proteeae uréase-positifs (couleur rose) des autres Enterobacteriaceae, tel que (Escherichia

coli, Salmonella et Shigella).

3.6.2.3 Oxydase

Ce test est utilisé pour identifier les micro-organismes contenant I'enzyme cytochrome
oxydase (importante dans la chaine de transport des électrons). Il est généralement utilisé
pour distinguer les Enterobacteriaceae négatifs a I'oxydase des autres bactéries a Gram

négative comme les Pseudomanaceae, Neisseria, Campylobacter positifs a I'oxydase.

3.6.2.4 Galerie Classique (Mannitol, Citrate de Simmons et Kligler-Hajna)

Agar au sel de mannitol contient (environ 7,5 a 10 % NacCl) qui inhibe la plupart des
bactéries, ce qui le rend sélective contre la plupart des bactéries a Gram-négatives et sélective

pour certaines bactéries a Gram-positives.

La gelose au citrate de Simmons utilise le citrate comme seule source de carbone capable de
differencier les membres des Enterobacteriaceae. Klebsiella pneumoniae et Proteus mirabilis

sont des exemples d'organismes positifs au citrate en vert. Escherichia coli et Shigella
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dysenteriae sont des organismes négatifs au citrate en bleu. La gélose Kligler-Hajna est
utilisée pour I’identification présomptive des entérobactéries basée sur la fermentation du

glucose, lactose, saccharose et sur la production de gaz et d’H>S.

3.7 Facteurs de virulence et de pouvoir pathogéne

Les facteurs de virulence sont les molécules qui aident la bactérie a coloniser I'h6te au niveau
cellulaire. Il s'agit par exemple de toxines, de revétements de surface qui inhibent la
phagocytose et de récepteurs de surface qui se lient aux cellules de I'hote. Les facteurs de
virulence des bactéries sont les structures antigéniques des entérobacteéries, les antigenes O, H

et K et les capsules de polysaccharides.

3.7.1 Endotoxines

Les endotoxines furent découvertes a la fin du 19° siecle. Elles sont des composés complexes
potentiellement toxiques couramment produits par les bactéries & Gram-négatives. Egalement
connues sous le nom de lipopolysaccharides (LPS), les endotoxines font partie des pyrogénes
(substances susceptibles de provoquer de la fievre) les plus courants. Elles comprennent un
polysaccharide hydrophile et un composant hydrophobe (lipide A)[38]. Elles font partie de la
membrane externe de la paroi cellulaire des bactéries a Gram-négatives. L'endotoxine est
invariablement associée aux bactéries a Gram-négatives. Ce sont des bactéries qui ont une
paroi cellulaire fine et une membrane externe (par exemple Escherichia coli et Salmonella

enterica).

Ce LPS est composé de deux composants majeurs importants, le lipide hydrophile A et le
polysaccharide hydrophile (région O). Tous deux sont importants pour I'activité biologique
de I'endotoxine. La toxicité est associée au composant lipidique (lipide A) et
I'immunogénicité est associée aux composants polysaccharidiques. Les antigénes de la paroi
cellulaire (antigénes O) des bactéries a Gram-négatives sont des composants du LPS. Le LPS
déclenche diverses réponses inflammatoires chez I'animal et son activation est complétée par
la voie alternative (properdine) ; il pourrait donc faire partie de la pathologie des infections

bactériennes a Gram négatif[39].

3.7.2 Exotoxines

Les exotoxines sont un groupe de protéines solubles, sécrétées par la bactérie. Elles pénetrent
dans les cellules hétes altérant ainsi leurs physiologies. Les bactéries a Gram-négatives et a

Gram-positives produisent toutes deux des exotoxines.
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Tableau Il : caractéristiques des entérobactéries pathogenes[40]

DIAGNOSTIC PILI ADHESINE ou EXOTOXINE PATHOGENE PROTEINES GENETIQUE TRANSMISSION MALADIE
ANTIGENES CAPSULE LESIONS SECRETES?
Escherichia coli
Commun >150 Type K1 a-Hemolysine Inflammation Flore adjacente Opportuniste
1° polysaccharide
Uropathogene Type a-Hemolysine Inflammation La flore fécale, Infection des
UPEC I°, P ascendante voies urinaires
(Gal-
Gal)
Entérotoxique CFs LT, ST Hypersécrétion Plasmid (CF, LT, Fécal-oral Diarrhée
ETEC ST) aqueuse
(voyageurs)
Entéropathogenic Bfp Intimin AJE, intestin gréle Esps PAI Fécal-oral Diarrhée
EPEC agueuse
Entéro-Invasif Ipas Invasion, Ipas Large plasmid, Fécal-oral Dysenterie
EIEC inflammation, PAI
ulcéres
Entérohemorrhagic  0157:H7 Lpf Intimin Stx AJE, colon, Esps PAI Fécal-oral direct, Diarrhée
EHEC hémorragie faible dose, bovins sanglante,
HUS
Enteroaggregative AAFs Stx Biofilm adhérent Diarrhée
EAEC aqueuse ou
sanglante?,
SHU
Salmonella enterica
Serotypes >2000 serovars Typel® Ruffles, invasion,  Inv, Spa, others  PAI Fécal-oral, animaux, et Gastro-
inflammation humains entérite,
septicémie
Typhi O groupe D Typel® Vi Macrophage Comme pour les  PAI Fécal-oral, dose Fiévre
polysaccharide survie, RES sérotypes® modérée, humains entérique
croissance seulement typhoide
Shigella
S dysenterias A (10 types) Ipas Stx (Al potent) Invasion, inflam, Ipas Large plasmid, Fécal-oral, direct, Dysenterie
ulceres coligues PAI faible dose (sévere), SHU
S flexneri B (6 types) Ipas Stx (variable) Invasion, inflam, Ipas Large plasmid, Fécal-oral, direct, Dysenterie,
ulceres coligues PAI faible dose SHU
S boydii C (15 types) Ipas Stx (variable) Invasion, inflam, Ipas Large plasmid, Fécal-oral, direct, Dysenterie,
ulceres coligues PAI faible dose SHU
S sonnei D Ipas Stx (variable) Inva, inflam, Ipas Large plasmid, Fécal-oral, direct, Dysenterie,
ulceres coligues PAI faible dose SHU

aDélivré par injection (type 111) systéme de sécrétion. "Liée au mannose. Pas de modele animal, présumé similaire aux sérotypes de sérotypes de S enterica. ‘Deux épidémies connues (2007, 2011).

Boi Koné « Faculté de Pharmacie »
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3.8 Enterobacteriaceae et la résistance aux antibiotiques

La résistance bactérienne aux antibiotiques a souvent été rapportée des I'usage d'un nouvel
antibiotique en cliniqgue comme indiqué ci-dessous pour les B-lactamines, principale famille.
La résistance bactérienne est donc une pandémie silencieuse mais d'importance variable selon

le pays, l'espéce bactérienne et I'antibiotique, victime de son succes.

3.8.1 Résistance clinique.

Elle est définie comme une résistance des bactéries a la concentration d'agents anti-infectieux
maintenue au site de I'infection dans le macro-organisme. Elle se traduit par un échec

thérapeutique impliquant plusieurs facteurs tels que :

= L’environnementaux (proteines inhibitrices, cations, etc.) ;
= Lapharmacocinétique ;

= Le choix approprié de 1’antibiotique.

3.8.2 Résistance naturelle.

L’existence d'un ou plusieurs mécanismes de résistances naturelles est caractéristique d’une
espece, genre ou une famille de bactéries. Elle permet de définir le spectre clinique d'un

antibiotique.

3.8.3 Résistance acquise.

Les souches des taxons sensibles peuvent acquérir une résistance par le biais des
modifications de leur matériel génétique. Ainsi, elle présente certaines caractéristiques
comme le potentiel évolutif d'un géne de résistance bactérien. La découverte dans les années
1985, des -lactamases a spectre élargi ou étendu (BLSE) et, celles TRI/IRT quelques années
apres en sont de bels exemples de résistance acquise[41]. La résistance acquise peut étre ainsi
modulée, permettant au monde bactérien une adaptation possible aux thérapeutiques, mémes

les plus récentes.

3.8.4 Résistance biochimique.
11 s’agit d’une résistance détectable par voie biochimique observée chez des souches de

taxons sensibles. La résistance biochimique correspond souvent a la résistance cliniguement
pertinente. Les souches résistantes biochimiquement présentent parfois de faibles niveaux de
résistance en dessous de la limite définie cliniguement entre les souches résistantes et
sensibles. Ces souches peuvent étre médicalement sensibles. Préciser le déterminisme
biochimique de la résistance amene a comprendre la résistance croisée entre antibiotiques de

la méme famille ou encore a imaginer de nouvelles molécules plus actives, car plus
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hydrophiles, donc ayant une meilleure diffusion a travers les porines chez une bactérie a
Gram-négatif ou une meilleure affinité sur ses cibles telles certaines protéines du ribosome
(macrolides)[41].

3.8.5 Beta-lactamases

Les B-lactamases bactériennes sont des membres d'une famille d'enzymes (EC 3.5.2.6) qui
désactivent 1'effet des B-lactamines telles que les pénicillines, les monobactames et les

carbapénémes en attaquant leurs cycles -lactame[42].

Ainsi on distingue quatre (4) classes de p-lactamases selon le schéma d’ Ambler

B-lactamases

/\

Sérine active Classe B (Métallo- B-lactamases)
Classe A Classe D Anonyme
Sous-Classe B3

v
Classe C

Sous-Classe B1 Sous-Classe B2

Figure 5 : diagramme schématique du systéme de classification d'Ambler[43].

Tableau 111 : détection phénotypique de la résistance des entérobactéries.

Antibiotiques Phénotype Pénicillinase  Pénicillinase = Céphalosporinase BLSE ERC
sauvage de BN de HN
Aminopénicilline S R R R R R
AMP+AC S S I/IR R R R
Carboxypénicilline S R R S R R
Ci1G S [ I/IR R R I/IR
C2G (FOX) S S S R S I/IR
C3G S S S R R I/IR
C4G S S S R R I/IR
Carbapénemes S S S S S R

Aminopénicilline : Amoxicilline, AMP+AC : Aminopénicilline + acide clavulanique
Carboxypénicilline : Ticarcilline, CIG : Cefalotine, C2G : Cefotaxime, C3G : Ceftazidime
Carbapéneme : Imipénéme, S : Sensible, R : Résistant, | : Intermédiaire.
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3.8.6 Difféerent mécanismes de résistances

En raison des différences de structure, les types de mécanismes utilisés par les bactéries a
Gram négatif et les bactéries & Gram positif varient[44]. Les bactéries a Gram négatif

utilisent les mécanismes de résistance antimicrobienne suivants :

3.8.6.1 Limitation de I'absorption d'un médicament

Il existe une différence naturelle dans la capacité des bactéries a limiter I'absorption des
agents antimicrobiens. La structure et les fonctions de la couche lipopolysaccharides (LPS)
des bactéries a Gram négatives constituent une barriére a certains types de molécules[45].
Cela confere a ces bactéries une résistance naturelle a certains groupes d’antibiotiques. Chez
les bactéries a Gram négatives, les substances pénetrent souvent dans la cellule par les
porines. Les canaux de porine de ces bactéries permettent généralement I'acces aux molécules
hydrophiles[45]. Les modifications des porines peuvent limiter I'absorption des médicaments
de deux manieres principales : une diminution du nombre de porines présentes et les
mutations qui modifient la sélectivité du canal de la porine. Les membres de la famille des
Enterobacteriaceae sont connus pour devenir résistants en réduisant le nombre de porines (et
parfois en arrétant complétement la production de certaines porines). En tant que groupe, ces
bactéries réduisent le nombre de porines comme mécanisme de résistance aux

carbapénémes[44].

3.8.6.2 Modification de la cible d'un médicament

Les variations naturelles ou acquises dans les cibles des antimicrobiens empéchent la liaison
des médicaments et constituent un mécanisme courant de résistance. Les modifications du

site ciblé résultent souvent de la mutation spontanée d'un gene bactérien sur le chromosome.

Altération de la sous-unité 30S ou de la sous-unité 50S du ribosome entraine une résistance
aux médicaments qui affectent la synthése des protéines, c'est-a-dire les macrolides, la
tétracycline, le chloramphénicol et les aminoglycosides. Les aminoglycosides se lient a la
sous-unité ribosomale 30S, tandis que le chloramphénicol, les macrolides, les lincosamides et
la streptogramine B se lient a la sous-unité ribosomale 50S pour supprimer la synthése des

protéines[46].

Mécanismes de protection ribosomale conférant une résistance aux tétracyclines. Et une

mutation de I'ARN polymérase conférant une résistance a la rifampicine.
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3.8.6.3 Inactivation d'un médicament

11 existe trois enzymes principales qui inactivent les antibiotiques, a savoir les 3-lactamases,

les enzymes modifiant les aminoglycosides et les chloramphénicol acétyltransférases (AAC).

3.8.6.4 Efflux actif de médicaments

Les protéines membranaires qui exportent les antibiotiques hors de la cellule et maintiennent
leurs faibles concentrations intracellulaires sont appelées pompes d'efflux. A la méme vitesse,
ou ces antimicrobiens entrent dans la cellule, les mécanismes d'efflux les pompent a nouveau,
avant qu'ils n'atteignent leur cible[47]. Ces pompes sont présentes dans la membrane

cytoplasmique, contrairement aux porines qui sont présentes dans la membrane externe.

Les antibiotiques de toutes les classes, a I'exception de la polymyxine, sont sensibles a
I'activation des systemes d'efflux. Les pompes d'efflux peuvent étre spécifiques aux
antibiotiques[46]. La plupart d'entre elles sont des transporteurs multi-drogues capables de
pomper une large gamme d'antibiotiques non apparentés - macrolides, tétracyclines et

fluoroquinolones et contribuent ainsi de maniére significative aux organismes multirésistants.

Tableau IV : mécanisme de résistance bactérienne aux antibiotiques[48].

Antibiotiques Cible Mécanismes de résistances
bactérienne Inactivation  Modification  Imperméabilit Efflux
Enzymatique de Cible é Cellulaire Actif
Inhibition de la synthése de la paroi (peptidoglycane)
B-lactamines PLP +++ ++ ++ ++
Glycopeptides Précurseurs D- +++
Ala-D-Ala
Inhibition de la synthése protéique
Aminosides ARN ribosomal +++ ++ + +
30S
Macrolides ARN ribosomal + +++ ++
50S
Tétracyclines ARN ribosomal ++ +++
30S
Phénicolés ARN ribosomal ++ ++
50S
Oxazolidinones  ARN ribosomal ++
50S
Inhibition de la synthése ou de fonctionnement de ’ADN
Fluoroquinolone  Topoisomérase +++ ++
S
Rifamycines ARN +++ +
polymérase
Sulfamides DHFS ++ +
Triméthoprimes DHFR ++ +
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3.9 Antibiotiques

3.9.1 Antibiotiques

La découverte de la pénicilline en 1928 par Alexander Fleming, a été suivie par la decouverte
et la production commerciale de nombreux autres substances ayant des activités inhibitrices
de la croissance bactérienne[49]. Ainsi toute substance qui inhibe la croissance et la
réplication d'une bactérie ou la tue carrément peut étre appelée un antibiotique. Les
antibiotiques sont un type d'antimicrobien congu pour cibler les infections bactériennes dans

(ou sur) I'organisme.

3.9.2 Resistance aux antimicrobiens

La résistance aux antimicrobiens (RAM) est le résultat d’un phénomene d’inefficacité
évolutive au fil du temps et elle survient lorsque les microorganismes ne répondent plus aux
médicaments (antimicrobiens), rendant ainsi les infections plus difficiles a traiter et

augmentant le risque de propagation de la maladie[50].

3.9.3 Phénotypes de résistances bactériennes

Résistance naturelle et phénotypes « sauvages »
Les entérobactéries produisent naturellement diverses béta-lactamases, ce qui permet de les

classer en six groupes phénotypiques de résistance.

3.9.3.1 Phénotype « sensible »

D’espéces dépourvues de géne de béta-lactamase, Salmonella spp. et P. mirabilis sont
dépourvus de béta-lactamase a 1’état « sauvages » et sont naturellement sensibles aux amino-
pénicillines, carboxy-pénicillines, uréidopénicillines, a 1’aztréonam, aux cephalosporines et

aux carbapénemes.

Les especes produisant naturellement une céphalosporinase de classe C. comme les especes
précédentes. E. coli et Shigella spp. sont naturellement sensibles aux amino-pénicillines,
carboxy-pénicillines, uréidopénicillines, a I’aztréonam, aux céphalosporines et aux

carbapénémes.

Cependant, elles produisent a tres bas niveau une céphalosporinase chromosomique non
inductible de type AmpC (groupe fonctionnel 1) qui peut entrainer, chez certaines souches,
une réduction de sensibilité aux amino-pénicillines, a leurs associations au clavulanate et/ou
aux C1G.
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3.9.3.2 Phénotype « pénicillinase de bas niveau » et « pénicillinase de haut niveau »

Le phénotype « pénicillinase de bas niveau » confére une résistance patente aux
aminopénicillines et aux carboxypénicillines et souvent inapparente aux uréidopénicillines.
Ce phénotype de résistance, appelé « pénicillinase de bas niveau », se caractérise par la
persistance d’un diametre d’inhibition autour des disques d’aminopénicillines (contrairement
au phénotype « pénicillinase de haut niveau ou penicillinase acquise » caractérisé par
I’absence de diametre d’inhibition autour de ces disques). Les associations pénicilline-
inhibiteur sont actives. Regles de lecture interprétative : La résistance aux peénicillines et tout
particulierement aux uréidopénicillines, peut étre de bas niveau. Tous les résultats « sensibles
» doivent étre interprétés « intermédiaires » pour ces molécules chez les espéces appartenant

au groupe 2.

Le phénotype « pénicillinase de haut niveau » est d’expression variable selon la nature du
promoteur du geéne de structure, du nombre de copies du géne et de I’espece bactérienne hote.
Le phénotype de résistance se présente donc sous différentes formes qui évoluent entre deux
extrémes :

- une activité pénicillinase faible responsable d’une résistance limitée aux aminopénicillines
(le diametre d’inhibition est généralement absent contrairement a ce qui est observé dans la
résistance naturelle des espéces du groupe 2) et aux carboxypénicillines. La sensibilité aux
uréidopénicillines et C1G apparait peu ou pas affectée.

- une activité pénicillinase forte responsable d’une résistance aux aminopénicillines, a leur
association aux inhibiteurs, aux carboxypénicillines, aux uréidopénicillines et aux C1G.

Une diminution de la sensibilité est communément observée pour les associations
ticarcilline-clavulanate et pipéracilline-tazobactam. La résistance peut s’étendre aux C2G,

principalement chez Klebsiella spp. Enterobacter spp. et C. freundii.

Régles d’interprétation : En raison des enzymes impliquées dans ce phénotype, il est
recommandé d’interpréter les résultats « sensibles » en « intermédiaires » pour toutes les

pénicillines si la production d’une pénicillinase est suspectée.

3.9.3.3 Phénotype « céphalosporinase de bas niveau »

Les entérobactéries appartenant a ce groupe réunissent des espéces productrices de
céphalosporinases de classe C (AmpC, groupe fonctionnel 1) chromosomiques et inductibles
par les Béta-lactamines (molécules fortement inductrices : céfoxitine, imipéneme,

clavulanate).
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Le phénotype « sauvage » de ces espéces, souvent appelé « céphalosporinase de bas niveau »
comprend une résistance aux amino-pénicillines, a leurs associations aux Béta-lactamines

inhibitrices et aux C1G.

Le phénotype se caractérise par une résistance aux aminopénicillines, aux C1G, aux C2G
(céfuroxime, céfamandole) a I’exception des céphamycines (céfoxitine) et une sensibilité aux

associations penicillines-bétalactamines inhibitrices.

3.9.3.4 Phénotype « céphalosporinase de haut niveau »

Le phénotype « céphalosporinase de haut niveau » correspond a une résistance plus ou moins
marquée aux pénicillines, aux C1G, aux C2G, a I’aztréonam et a au moins une C3G. Le test
de synergie est négatif entre les C3G, les C4G ou I’aztréonam et les béta-lactamines
inhibitrices. Les céphamycines ne sont pas actives, exception faite vis-a-vis de 1’espéce H.

alvei et les C4G restent le plus souvent efficaces.

3.9.3.5 Phénotype « béta-lactamase a spectre étendu chromosomique »

Ces BLSE souvent exprimées a bas niveau conferent une diminution de sensibilité ou une
résistance aux aminopénicillines, aux carboxypénicillines, aux C1G et aux C2G, a I’exception
des céphamycines. La résistance aux uréidopénicillines et aux C3G est souvent inapparente.

Aucune regle de lecture interprétative n’a été proposée a Ce jour pour ces especes.

3.9.3.6 Phénotype « béta-lactamase a spectre étendu »

Le phénotype « béta-lactamase a spectre étendu » (BLSE) comprend une résistance aux
pénicillines et aux céphalosporines, a I’exception des céphamycines. Cependant, la résistance

aux C3G, C4G et a ’aztréonam est plus ou moins marquée selon les enzymes et les souches.

3.9.3.7 Résistance acquise et phénotypes de résistances

A la résistance naturelle aux bétalactamines peuvent s’ajouter un ou plusieurs mécanismes de
résistance acquise. La résistance acquise par production de béta-lactamase est le mécanisme
prépondérant.

Cependant, la fréquence des autres mécanismes de résistance, souvent exprimés a bas niveau,

pourrait étre sous-estimée faute d’études épidémiologiques.

3.9.3.8 Phénotype de bacteries multi-résistantes

Les phénotypes cités initialement sont tous des phénotypes multi résistantes, résistantes aux

moins deux classes d’antibiotiques différents.
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3.9.3.9 Phénotype « hyper OXY »

Des souches de K. oxytoca sont résistantes & haut niveau a I’ensemble des pénicillines, aux
CI1G, aux C2G, a I’exception des céphamycines, et a bas ou haut niveau a I’aztréonam. Le
test de synergie avec le clavulanate est positif avec le céfotaxime, rarement positif avec les
CAG et la ceftazidime.

Le niveau de résistance, toujours plus élevé pour 1’aztréonam que pour les C3G et les C4G,

permet de différencier le phénotype « hyperoxy » du phénotype « BLSE ».

3.9.4 Béta-Lactamines

3.9.4.1 Généralités sur les beta-lactamines

IIs furent les premiers antibiotiques utilisés, mais sans doute les B-lactamines sont I'une des
classes d'agents antibactériens les plus importantes au monde. La découverte et la mise sur le
marché du premier antibiotique p-lactame (la pénicilline G) est un jalon symbolique de la
chimiothérapie moderne. Depuis lors, plusieurs autres B-lactamines ont été introduites dans la
thérapie, révolutionnant le traitement des infections bactériennes. Divisés en quatre (4)

classes avec un large spectre d’activité :

= Pénicillines (pénicilline G, Oxacilline, Méticilline, Cloxacilline, ...)
= (Céphalosporine (Céfalexine, Céfuroxime, Ceftriaxone, Céfépime, ...)
= Carbapénemes (Imipénémen Méropénéme, et Ertopéneme)

= Monobactames (Aztréonam)

OH
H R H H Ry H R R H
Ry N il 8. R, Rin N = S /! ' >/,,N
0 N/ R, O NN R PN 2N
O 4 "coon o 3 0 p 0 SOH
COOH COOH
Pénicilline Céphalosporine Carbapéneme Monobactames

Figure 6 : structures principales de différentes classes de B-lactamines antibiotiques[51].

3.9.4.2 Mécanismes d’actions

Les B-lactamines sont bactéricides, et agissent en inhibant la synthese de la couche de
peptidoglycane des parois cellulaires bactériennes. La couche de peptidoglycane est

importante pour I'intégrité structurelle de la paroi cellulaire.

3.9.4.3 Mécanismes de résistance

Leur efficacité antibactérienne a été freinée par I'émergence de resistances bactériennes. Bien
qu'il existe trois mécanismes moléculaires majeurs, tels que la production d'enzymes, la

surexpression des pompes d'efflux et la modification des porines, par lesquels les
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Enterobacteriaceae (et d'autres bactéries a Gram-négatives) développent une résistance aux
agents antibactériens contenant des B-lactamines, lI'inactivation enzymatique est
préedominante[52] et, seule ou combinée aux autres, est associée aux phénotypes
multirésistants observés dans les isolats cliniques. La résistance aux B-lactamines peut se
produire lorsque ces protéines de porine sont modifiées de telle sorte qu'elles ne sont pas
produites sous une forme pleinement active. Certaines bactéries a Gram-négatives présentent
une résistance aux carbapénemes basee sur la perte et/ou la réduction de ces protéines de la
membrane externe, comme la perte d'OprD, qui est associée a la résistance a I'imipénéme et a

une sensibilité réduite au méropéneéme chez Pseudomonas aeruginosa[53].

Au cours des années 1990, la plupart des rapports sur les genes BLSE concernaient les types
blaTEM/SHYV, qui étaient liés aux infections croisées dans les hdpitaux. Toutefois, la récente
augmentation mondiale a été causée principalement par les génes de type blaCTX-M.
L'épidémiologie des genes BLSE évolue rapidement et montre des différences géographiques
marquées dans la distribution des génotypes de p-lactamases blaCTX-M (5). Aux Etats-Unis,
le géne de résistance aux médicaments le plus répandu chez I'nomme est actuellement le
blaCTX-M-15, qui est souvent associé a une variante largement distribuée d'Escherichia coli
0:25b, type de séquence 131 (ST131). Les bactéries contenant des genes BLSE sont
actuellement une cause fréquente d'infections provenant de personnes vivant en communauté
sans antécédents d'hospitalisation, et ces organismes peuvent ensuite étre introduits dans les
hopitaux[54].

Le transport fécal des génes BLSE a été identifié comme étant le principal réservoir dans
I'environnement, mais la source originale de cette colonisation n'a pas été clairement
identifiée. Les espéces bactériennes porteuses de génes BLSE étant des habitants normaux du
tractus gastro-intestinal, les aliments en sont une source potentielle. La présence de génes
BLSE a été clairement documentée chez les animaux destinés a I'alimentation, notamment les
poulets[55]. Les génes des BLSE sont situés sur des plasmides qui peuvent étre facilement
transférés entre et au sein des especes bactériennes. Certains genes BLSE sont des dérivés
mutants de B-lactamases plasmidiques établies (par exemple, blaTEM/SHV), et d'autres sont

mobilisés a partir de bactéries environnementales (par exemple, blaCTX-M).

3.9.5 Fluoroquinolones
3.9.5.1 Généralités sur les fluoroquinolones

En 1962, I'acide nalidixique, premiére quinolone cliniqguement utile, a été découvert par

Lesher et al.[56]. En 1980, un analogue de I'acide nalidixique, I'énoxacine, a été dérivé avec
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un spectre d'activite accru contre les bactéries a Gram-négatives ou a Gram-positives. En
1986, une autre fluoroquinolone, la ciprofloxacine, a été mise sur le marché en raison de ses
propriétés pharmacocinétiques et de sa puissante activité contre divers agents pathogenes[57].
Les fluoroquinolones sont une classe d'agents antimicrobiens a large spectre, c'est-a-dire
qu'elles sont trés actives contre les organismes aérobies a Gram positif et a Gram négatif. Les
organismes a Gram positif comprennent les staphylocoques producteurs de pénicillinase et de

non-pénicillinase, Streptococcus pneumoniae. Les Gram-négatifs comprennent Neisseria spp

et la plupart des espéces importantes d'Enterobacteriaceae.
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Figure 7 : structure générale des Fluoroguinolones.

Tableau V : classifications des fluoroquinolones selon leur spectre d'activité[57].

Origine Nom du Schéma Spectrum activity Usages
Medicaments posologique
Premiere  Acide 0.5-1g TDS Gram-négatif Infections urinaires
géneration = Nalidixique, a 500 mg excepté non compliquées.
Cinoxacine BD oral Pseudomonas
Deuxieme  Norfloxacine 400 mg a Gram-négatif et Infections urinaires
génération Lomefloxacine 750 mgBD  especes simples et
Enoxacine oral Pseudomonas, compliquées,
Ofloxacine certains Gram- pyéelonéphrite, MST,
Ciprofloxacine positive comme prostatite, infections
Staphylococcus de la peau et des tissus
aureus excepté mous.
Streptococcus
pneumoniaea
Troisieme Levofloxacine 200mga500 Gram négatif et Exacerbations aigués
génération Sparfloxacine mg OD oral  Gram positif, ainsi  de la bronchite

Gatifloxacine
Moxifloxacine

que Streptococcus
pneumoniae
sensible a la
pénicilline et
résistant a la
pénicilline,

chronique, pneumonie
communautaire
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Quatrieme Trovafloxacine 100-200 mg Gram négatif et Identique aux agents

génération OD oral Streptococcus de premiere, deuxieme
pneumoniae a Gram et troisieme génération
positif, sensible ala (& I'exception des

pénicilline et infections urinaires

résistant a la compliquées et de la

pénicilline, pyelonéphrite) plus les
infections intra-
abdominales.

3.9.5.2 Mécanisme d’action des fluoroquinolones

Les fluoroquinolones montrent leur action en inhibant la réplication et la transcription de
I'ADN bactérien qui est responsable du bon fonctionnement de la cellule. Au cours de la
réplication et de la transcription de 'ADN, I'ADN double brin va se dérouler en une structure
simple brin par des enzymes appelées ADN gyrase ou ADN topoisomérase. L'ADN gyrase
est une enzyme essentielle de la topoisomérase 11, hydrolysant I'adénosine triphosphate, qui
empéche le détachement de la gyrase de I'ADN. Elle est constituée de deux sous-unités A
(gyrA) et de deux sous-unités B (gyrB). L'ADN gyrase établit des torsions super hélicoidales
négatives dans I'ADN bactérien[58].

Les quinolones et les fluoroquinolones inhibent cette enzyme en se liant & la sous-unité A de
I'enzyme, ce qui empéche les bactéries de se répliquer ou méme de synthétiser des protéines.
Il existe un sillon de liaison a I'ADN entre les sous-unités A et B, de sorte que la liaison des
fluoroquinolones a ce sillon peut modifier la conformité de la molécule d’ADN gyrase.
Ensuite, I'ADN devient lui-méme un autre site de liaison, de sorte que les fluoroquinolones se
lient a la fois a 'ADN et a I'ADN gyrase. Chez de nombreuses bactéries, I'ADN gyrase

constitue le principal site d'action des fluoroquinolones, y compris chez E. coli[59].

3.9.5.3 Mécanisme de résistance

La résistance aux fluoroguinolones se produit principalement par deux mécanismes qui sont
des mutations dans les deux enzymes cibles, 'ADN gyrase chez les bactéries a Gram-
négatives et la topoisomérase 1V chez les bactéries a Gram-positives. La deuxieme facon de
réduire I'accumulation des fluoroquinolones est de recourir a un systeme d'efflux. La
résistance est due a une augmentation de I'expression d'un gene chromosomique conduisant a

un efflux accru des fluorogquinolones[57].

3.9.6 Macrolides
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3.9.6.1 Généralités sur les macrolides

Les macrolides sont des antibiotiques bactériostatiques ayant un large spectre d'activité contre
de nombreuses bactéries & Gram-positives. Ils sont principalement utilisés comme alternative
aux B-lactamines, notamment en ambulatoire. Cependant, certaines indications primaires
demeurent pour les macrolides, telles que la diphtérie, les infections pathogénes atypiques et

intracellulaires telles que les Chlamydia et les Legionella spp.
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Figure 8 : structures principales des antibiotiques de la classe des Macrolides

3.9.6.2 Mécanisme d’Action des macrolides

Le mécanisme d'action des macrolides repose sur leur capacité a se lier a la sous-unité
ribosomale 50S des bactéries, ce qui entraine l'arrét de la synthése des protéines bactériennes.
Une fois lié, le médicament empéche la traduction de I'ARNm, en particulier la chaine
peptidique en croissance, en empéchant I'ajout de I'acide aminé suivant par I'ARNLt. Etant
donné que la structure ribosomale bactérienne est hautement conservée dans la plupart, sinon
la totalite, des especes bactériennes, elle est considérée comme étant a large spectre[60]. Les
macrolides sont considérés comme étant bactériostatiques, car ils ne font qu'inhiber la

synthése des protéines, bien qu'a des doses élevées, ils puissent étre bactéricides.

3.9.6.3 Mécanisme de résistance

Le mécanisme est basé sur l'arrét programmeé de la traduction, réduit le codt de la résistance
en permettant l'activation des genes correspondants uniquement lorsque les cellules sont sous
la menace d'un antibiotique. L'un des plus importants mécanismes de résistance aux
antibiotiques macrolides est la modification d'un résidu adenine de I'ARNr 23S (A2058 chez
E. coli). La méthylation de ce nucléotide, catalysée par les méthyltransférases de la résistance
Ery (Erm), empéche la fixation de I'antibiotique[60]. Cependant, la résistance conférée par la
méthylation de I'A2058 a un co(t : elle affecte la traduction de certaines protéines,

déséquilibre le protéome cellulaire et entraine une diminution de I'aptitude cellulaire.

26



Profils de résistance aux antibiotiques des souches Escherichia coli et Salmonella spp. isolées dans des infections entériques chez les enfants
de 0 a 15 ans en milieu communautaire : cas du CSCom de Yirimadjo, Bamako.

3.9.7 Aminoglycosides

3.9.7.1 Genéralités sur les aminoglycosides

Les aminoglycosides sont des antibiotiques bactéricides a large spectre qui sont couramment
prescrits aux enfants, principalement pour les infections causées par des agents pathogenes a
Gram négatif. Les aminoglycosides comprennent la gentamicine, I'amikacine, la néomycine

et la streptomycine.
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Figure 9 : structures principales des antibiotiques de la classe des Aminoglycosides.

3.9.7.2 Mécanisme d’action des aminoglycosides

Les aminoglycosides sont des médicaments hydrophiles, ce qui signifie qu'ils ne peuvent pas
facilement pénétrer la membrane hydrophobe de la cellule bactérienne. Pour ce faire, un
systeme de transport d'électrons (issu du cycle respiratoire de la cellule) est nécessaire, ce qui
explique pourquoi les aminoglycosides ne sont efficaces que contre les bactéries aérobies.
Une fois dans le cytosol, ils exercent une activité bactéricide en interrompant la synthese des
protéines, en se liant de maniére irréversible au récepteur de I'ARN ribosomal 16S sur la

sous-unité 30S du ribosome bactérien.

3.9.7.3 Mécanisme de résistance

Il existe trois mécanismes de résistance aux aminoglycosides : une absorption réduite ou une
diminution de la perméabilité cellulaire, des altérations au niveau des sites de liaison

ribosomique ou la production d'enzymes modifiant les aminoglycoside
Absorption réduite ou diminution de la perméabilité cellulaire

Certaines souches de Pseudomonas aeruginosa et d'autres bacilles a Gram-négatifs
présentent une résistance aux aminoglycosides due a un défaut de transport ou a une
imperméabilisation de la membrane. Ce mécanisme est probablement médié par les
chromosomes et entraine une réactivité croisee a tous les aminoglycosides. Le niveau de

résistance observé est modéré (c'est-a-dire une sensibilité intermédiaire)[61].
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Les modifications des sites de liaison au ribosome, des mutations au niveau du site de
fixation des aminoglycosides peuvent interférer avec la liaison ribosomique. La résistance a
la streptomycine peut se produire par ce mécanisme puisque cet agent se lie a un seul site sur
la sous-unité 30S du ribosome. La résistance aux autres aminoglycosides par ce mécanisme
est rare car ils se lient a des sites multiples sur les deux sous-unités ribosomiques et une

résistance de haut niveau ne peut étre sélectionnée par une seule étape[61].

La modification enzymatique est le plus courant de résistance aux aminoglycosides. Plus de
50 enzymes différentes ont été identifiées. La modification enzymatique entraine une
résistance de haut niveau. Les genes codant pour les enzymes de modification des
aminoglycosides se trouvent généralement sur des plasmides et des transposons. La plupart
des résistances a médiation enzymatique chez les bacilles a Gram-négatifs sont dues a des

genes multiples[61].

3.9.8 Polymyxines

3.9.8.1 Geéneralités sur les polymyxines

Les polymyxines sont des produits de fermentation de la bactérie Bacillus polymyxa et leur
activité antimicrobienne a été reconnue pour la premiere fois dans les années 1940. Parmi les
cing polymyxines initialement découvertes (polymyxines A-E), seules la polymyxine B et la
polymyxine E (colistine) ont été utilisées en clinique, car elles se sont avérées les moins
néphrotoxiques[62]. Cependant, lorsque de nouveaux agents antibactériens a Gram négatif,
percus comme moins toxiques, ont été mis sur le marché, les polymyxines ont perdu la faveur
des cliniciens. Malheureusement, avec I'émergence de bactéries a Gram-négatives résistantes
a presque toutes les autres classes d'agents antimicrobiens, les polymyxines sont de plus en

plus utilisées comme agents de dernier recours.
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Figure 10 : structures principales des antibiotiques de la classe des Polymyxines.
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3.9.8.2 Mécanisme d’action des polymyxines

Les polymyxines sont des molécules amphipathiques tensioactives contenant des fragments
lipophobes et lipophiles. Le ou les mécanismes exacts par lesquels les polymyxines
entrainent la mort des cellules bactériennes ne sont pas clairs. Le mécanisme le plus
fréqguemment décrit est le déplacement compétitif des cations divalents (Mg2+ et Ca2+) a
partir des groupes phosphate des lipides membranaires, ce qui entraine la rupture de la
membrane cellulaire externe et cytoplasmique, la fuite du contenu intracellulaire et la mort
bactérienne. Ceci est mis en évidence par des études au microscope électronique démontrant
que la membrane cytoplasmique bactérienne est partiellement endommagée lors de
I'exposition a la polymyxine et que des composants de la membrane cytoplasmique sont
libérés sous forme a travers les fissures. En se liant au composant lipide A du
lipopolysaccharide (LPS, ou endotoxine) de la paroi cellulaire bactérienne, les polymyxines
peuvent également interférer avec la fonction biologique du LPS. D'autres résultats suggerent
que les polymyxines exercent leur effet par la production de radicaux hydroxyles, en plus ou
au lieu de la perturbation des membranes cellulaires bactériennes. Indépendamment du
mécanisme le plus important, les polymyxines se sont révélées rapidement bactéricides et ont
démontré un effet post antibiotique (EAP) significatif contre Pseudomonas aeruginosa, avec
une absence d'EAP ou un EAP modeste contre Acinetobacter baumannii et Klebsiella

pneumoniae.

3.9.8.3 Mécanisme de résistance

Au cours de ces dernieres années, des isolats cliniques résistants a la colistine sont apparus.
Cette résistance a la colistine se produit par deux mécanismes, dont I'hydrolyse médiée par le
plasmide et les mutations chromosomiques. En outre, des études récentes ont fourni un
mécanisme unique pour la résistance des bactéries a la colistine par la présence des génes
mcr-1-mcr-4, qui a été introduit comme membre de la famille des phosphor-éthanolamine
transférases et catalyse le transfert du lipide A dans le LPS bactérien. Récemment, le gene
MCR-1 a éte détecté dans au moins cing espéces d'Enterobacteriaceae : E. coli, Enterobacter
spp., Salmonella spp., K. pneumoniae et K. oxytoca. La plupart des bactéries productrices de
NDM-1 sont sensibles a la colistine et sont résistantes a la plupart des antibiotiques. Les
especes Proteus, Morganella et Providencia sont intrinsequement résistantes a la colistine.
Certaines souches de bactéries productrices de NDM-1 sont résistantes a presque tous les
antibiotiques, y compris la colistine, et il n'existe actuellement aucune thérapie de choix pour

son traitement[63].
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La transmission par plasmide a facilité la propagation des bactéries résistantes. En outre, la
résistance a la colistine par le biais d'une mutation chromosomique dans I'un des trois genes
impliqués dans la biosynthése des composants de la paroi cellulaire LipA, LpxA, LpxC et
LpxD ou par le biais d'éléments extra-chromosomiques (génes mcr a médiation plasmidique)
a récemment été signalée chez certaines espéces dans le monde. Les souches MDR et

ultrarésistantes sont devenues insensibles aux antibiotiques de derniére ligne.

3.9.9 Tétracyclines
3.9.9.1 Généralités sur les tétracyclines

Découverts dans les années 1940, les tétracyclines ont présenté une activité contre un large
éventail de micro-organismes, notamment les bactéries a Gram-positives et a Gram-
négatives, les chlamydiae, les mycoplasmes, les rickettsies et les parasites protozoaires. Ce
sont des antibiotiques peu codteux, qui ont été largement utilisés dans la prophylaxie et la
thérapie des infections humaines et animales, ainsi qu'a des niveaux sub-thérapeutiques dans

les aliments pour animaux comme facteurs de croissance.
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Figure 11 : structures de la Tétracycline

3.9.9.2 Mécanisme d’action des tétracyclines

La synthese des protéines est un besoin essentiel de toute cellule. Elle implique I'utilisation de
ribosomes, dont le réle est de traduire un code d'’ARNm en protéines fonctionnelles. Chez les
eucaryotes, cette opération s'effectue sur des ribosomes dotés des sous-unités 40S et 60S.
Chez les procaryotes, comme les bactéries, la synthese des protéines se fait a l'aide de
ribosomes dotés des sous-unités 30S et 50S. A ces endroits, I'ARN de transfert (ARNt) du
ribosome, qui est charge d'un acide aming, se lie a la matrice d’/ARNm. La liaison ultérieure
de chaque ARNt chargé d'un acide aminé contribue a la formation et a I'élongation des
protéines cellulaires. Les tétracyclines inhibent spécifiqguement la sous-unité ribosomale 30S,
empéchant la liaison de I'aminoacyl-ARNTt au site accepteur du complexe ARNm-
ribosome[64]. Lorsque ce processus s'interrompt, une cellule ne peut plus assurer son bon
fonctionnement et sera incapable de croitre ou de se répliquer. Ce type d'altération par les

tétracyclines les rend "bactériostatiques".
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3.9.9.3 Mécanisme de résistance

La premiére bactérie résistante a la tétracycline, Shigella dysenteriae, a été isolée en 1953. La
résistance a la tétracycline se manifeste maintenant dans un nombre croissant de bactéries
pathogenes, opportunistes et commensales. La présence d'agents pathogenes résistants a la
tétracycline limite I'utilisation de ces agents dans le traitement des maladies. La résistance
aux tétracyclines est souvent due a I'acquisition de nouveaux génes, qui codent pour un efflux
des tétracyclines dépendant de I'énergie ou pour une protéine qui protege les ribosomes
bactériens de I'action des tétracyclines[65].

Les génes résistants aux tétracyclines sont souvent codés sur des plasmides ou des éléments
transférables comme les transposons. Il existe deux mécanismes de résistance bien
documentés, qui comprennent l'altération des protéines de protection des ribosomes ou des
pompes d'efflux. Le premier mécanisme permet aux ribosomes de poursuivre la synthese des
protéines indépendamment des niveaux intracellulaires élevés du médicament. Le second
mécanisme consiste en divers sous-types de pompes transmembranaires qui expulsent les
solutés, en I'occurrence les antimicrobiens, hors de la cellule pour empécher la mort
cellulaire. Il existe une documentation sur un troisieme mécanisme de résistance, moins
étudié, qui est celui de la modification de la tétracycline. Tous ces mécanismes réduisent
I'efficacité des tétracyclines, appelant a une diligence accrue lorsque les cliniciens prescrivent
ces médicaments[64].

3.9.10 Sulfonamides

3.9.10.1 Généralités sur les sulfonamides

Le sulfonamide a été noté pour la premiere fois comme un antibactérien dans les années 1900
par Gerhard Domagk, lauréat du prix Nobel en 1939. Dans sa tentative de sauver sa fille
d'une infection mortelle a streptocoques, il a observé que le prontosil, un colorant

sulfonamide, était capable de retenir sélectivement les cellules bactériennes infectieuses[66].

Les sulfamides sont des agents antimicrobiens a large spectre qui inhibent la croissance des
bactéries a Gram-positives et a Gram-négatives, des actinomycetes, des chlamydiae et de
certains protozoaires. La résistance aux sulfamides a augmenté chez beaucoup de ces
organismes. Alors que la plupart des cocci et des bacilles a Gram positif sont encore sensibles
aux sulfamides, les entérocoques sont resistants. Les bactéries a Gram negatif telles que
Escherichia coli, Enterobacter, Klebsiella, Proteus, Salmonella et Shigella sont sensibles aux

sulfamides.
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Figure 12 : structures genérales des antibiotiques de la classe des sulfonamides.
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3.9.10.2 Meécanisme d’action des sulfonamides

Les sulfamides sont des composés synthétiques simples apparentés a l'acide para-amino-
benzoique (PABA). De nombreuses bactéries absorbent le p-aminobenzoate, le transforment
en dihydrofolate et en tétrahydrofolate, puis I'utilisent finalement pour synthétiser les purines
nécessaires a la synthése des acides nucléiques. En vertu de leur ressemblance chimique avec
le p-aminobenzoate, les sulfamides inhibent la synthése des folates en bloquant la conversion
du PABA en acide dihydrofolique. Le triméthoprime et la pyriméthamine sont des dérivés de
la diamino-pyrimidine qui inhibent la conversion de la dihydrofolate en tétrahydrofolate par

les formes bactériennes de la dihydrofolate réductase.

Les sulfamides (bactériostatiques) et le triméthoprime (bactéricides) sont couramment utilisés

en association lorsqu'ils sont bactéricides, car :

= lls inhibent deux réactions différentes sur la méme voie métabolique et présentent
donc une activité synergique et ;

= L’association réduit la probabilité de développement d'une résistance. Les sulfamides
ont été utilisés chez les volailles pour la prévention et le traitement de la coccidiose.

Les sulfonamides potentialisés ont un spectre d'activité assez large.

3.9.10.3 Mécanisme de résistance

De nombreux organismes autrefois sensibles sont maintenant résistants aux sulfamides,
souvent en raison de mutations en une seule étape de I'enzyme cible. La résistance aux
sulfamides et au triméthoprime est tres répandue et s'opere par divers mécanismes (mutation
chromosomique de I'enzyme cible, acquisition par voie plasmidique de formes alternatives
des enzymes cibles, réduction de la perméabilité de la membrane cellulaire et modification

des moyens d'utilisation du PABA).
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3.9.11 Autres antibiotiques : résistance au chlorampheénicol, nitroimidazole et la fosfomycine

Le chloramphénicol est un agent antibactérien a large spectre d'activité contre les
bactéries a Gram-positives et 8 Gram-négatives. Son mécanisme d'action consiste a inhiber la
synthése des protéines bactériennes en se liant & la sous-unité ribosomale 50S et en

empéchant directement la formation de protéines bactériennes.

Les antibactériens de la classe des nitroimidazoles comprennent le métronidazole et le
tinidazole. lls agissent en perturbant I'ADN des bactéries sensibles et en inhibant la synthese
des protéines de la paroi cellulaire, ce qui entraine la mort des cellules ; ils agissent comme

des agents bactéricides et antimicrobiens.

La fosfomycine est un antibiotique bactéricide qui interfére avec la synthése de la paroi
cellulaire des bactéries a Gram-positives et a Gram-négatives en inhibant I'étape initiale

impliquant la phosphoénolpyruvate synthétase.
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4 METHODES ET MATERIEL

4.1 Cadre d’étude

Le Centre de Santé Communautaire (CSCom) de Yirimadjo a servi de site de collecte des
¢chantillons pour notre étude. Les examens de laboratoire ont été réalisés en partie au
laboratoire de Bactériologie de I’Institut National de Santé Publique (INSP) et au
laboratoire de microbiologie de I’AARAM est situé¢ au Point G dans I’enceinte de la Faculté

de Médecine et d’Odonto-Stomatologie.

Yirimadjo est situ¢ a I’extrémité Est de la commune VI du district de Bamako, il est I'un des
dix (10) quartiers de cette commune. Le CSCom de Yirimadjo est situ¢ a coté de I’échangeur

de Yirimadjo sur la route nationale numéro 7 (RN7).

4.2 Type et période d’étude

11 s’agit d’une étude prospective et descriptive portant sur des échantillons de selles, en
provenance du CSCom de Yirimadjo et les germes incriminés dans des infections
diarrhéiques ont été isolées au Laboratoire, de décembre 2021 & juin 2022.

4.3 Population d’étude

Notre étude s’est intéressée uniquement aux enfants agés de 0 a 15 ans regus en consultation
pour des épisodes de diarrhées (au moins trois selles en 24 Heures selon la définition d’un cas

de diarrhée) au CSCom de Yirimadjo.

ritéres d’inclusion
Crit d’incl

= Patient ayant été consulté au CSCom de Yirimadijo,

= Patient de 0 a15 ans avec symptomatologie diarrhéique,

= Patients ou parents ayant donné leur assentiment éclairé,
Criteres de non inclusion

= Patients présentant des signes de dangers ou des urgences,
= Les prélévements de selle non conformes,
= Patients ayant reconsidéré leur participation a 1’étude,

4.4 Echantillonnage

L’étude a porté sur les échantillons de selles collectés au CSCom de Yirimadjo, tout au long
de la période d’¢étude chez les patients souffrant de diarrhée. Et la taille porte sur I’ensemble

des échantillons collecter durant la période de I’étude.

34



Profils de résistance aux antibiotiques des souches Escherichia coli et Salmonella spp. isolées dans des infections entériques chez les enfants
de 0 a 15 ans en milieu communautaire : cas du CSCom de Yirimadjo, Bamako.

4.5 Collecte des selles et données

L’inclusion des patients et le recueil des données ont été réalisés sous la supervision d’un
médecin. Les échantillons de selles ont été collectés dans des pots stériles et conservés dans
des glaciéres a 4°C et acheminés au laboratoire. Une fiche de renseignement pour recueillir
les données comportant les informations complémentaires, de I’acheminement des
prélevements dans les conditions requises au laboratoire de I’AARAM chargé d’effectuer les

analyses.

4.6 Variables mesurées

Variables socio-démographiques :

= Age des patients,
= Sexe des patients,
= Provenance des patients,
= Usage des antibiotiques,

Variables biologiques:

=  Aspect des selles,

= Consistance des selles,

= Les entérobactéries isolées,

= Les résistances observées aux antibiotiques.

4.7 Méthode d’isolement des Enterobacteriaceae au laboratoire

Le diagnostic repose principalement sur la mise en évidence des caractéres bactériologiques
et biochimiques propres a chaque espéce bactérienne de la famille des entérobactéries

d’intérét médical.

4.7.1 Phase pré-analytique

L’étude porte sur I’ensemble des prélevements destinés aux analyses bactériologiques en vue
de déterminer les germes entériques responsables des maladies diarrhéiques. Les

prélevements de selles provenaient du CSCom de Yirimadjo.

Certains prélévements ont été réalisés par des ASC (Agent de Santé Communautaire) sur le
terrain ainsi que les informations nécessaires sur les fiches de renseignements puis acheminer
au niveau du CSCom. Une fois collecté, un numéro d’identification est attribué a chaque

échantillon.
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4.7.2 Phase analytique

Il s’agit de la série d’examens au laboratoire permettant 1’obtention d’un résultat pouvant
confirmer la présence ou non de germes pathogénes apres I’analyse de 1I’échantillon. Chaque
échantillon est traité selon un schéma de diagnostic préétabli. Le schéma suivant correspond

aux procedures adoptées pour le diagnostic bactériologique.

4.7.2.1 Examen macroscopique

Il s’agit d’évaluer la conformité de 1’échantillon et de noter les caractéres macroscopiques des
prélevements. Il consiste a déterminer 1’aspect (couleur), présence de mucus, pus ou sang et

la consistance des selles a I'eeil nu.

4.7.2.2 Examen microscopique

Il s’agit d’une étude cytologique et bactériologique.

La partie cytologie est effectuée par une observation directe a 1’état frais au microscope (au
grossissement x10 et x40) des éléments comme (leucocytes, levures, hématies, les cellules
épithéliales et des cellules monocristallines). Cet examen est important car la présence des
leucocytes qui, en quantité supérieure a 5 par champ, est le signe d'une diarrhée a germe

invasif, de méme que la présence d’hématies.

L’¢tude bactériologique consiste en une observation au microscope apres coloration de Gram
(Mode opératoire de la coloration de Gram cf. annexe N°1.). Cet examen permet de donner
une orientation aux étapes suivantes y compris le choix du milieu de culture. 1l permet de
différentier la flore bactérienne selon les couleurs et d’établir une proportion entre bactéries a

Gram positif et a Gram négatif dans 1’échantillon.

Pour les selles liquides, nous avons travaillé directement sur la selle.

Pour les selles moulées, il faudra faire une suspension a 10 % dans du soluté de NaCl.

La coloration de Gram, nous a permis d’apprécier la flore qui devrait &tre composer de

Bacilles a Gram +/- et des Cocci a Gram - d’une maniére générale.

4.7.2.3 Culture et Identification préliminaire

Selon la procédure spécifique a 1’échantillon, il a été déterminé le type de milieu qui convient
a chaque prélévement. Les bactéries ont été isolées et ont été identifiées par la méthode de

coproculture classique (Salmonella, Campylobacter, Shigella, E. coli, Yersinia et autres).
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4.7.2.4 Matériels

Equipements du laboratoire type P2

© ©o N o gk~ wDdh -

N
[N =)

Hotte a flux laminaire
Incubateur
Microscope (grossissement x10, x40 et x100)
Réfrigérateur (+2°C a +8°C)
Congélateur de -80°C
Applicateur de disques d’antibiotiques
Bac de coloration
Systéme API 205
Registres du laboratoire
. Ordinateur avec le logiciel Word et Excel pour la saisie et le traitement des données

. Poubelles diverses pour la gestion des déchets biomédicaux

Matériels spécifiques de bactériologie, consommables et divers

o g~ w b F

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

18

Blouse,

Gants,

Désinfectants,

Anses,

Pipettes pasteur,

Milieux de culture et bouillons d’enrichissement (Hektoen, Muller-Hinton, milieux SS,
UriSelect, bouillon Sélénite, Bouillon cceur cervelle, Bouillon Rappa-port),
Réactifs (uréase, galeries classiques, API 20F,

Glaceur + chaine de froids,

Lames et lamelles,

Kit de coloration de Gram,

Classeur de lames,

Papiers hygiéniques et sachets plastics

Plaque chauffante,

Tubes secs pour 1’échantillonnages,

Pot stérile de collecte des échantillons de selles,

Pot pour enfants,

Box (stockage des selles),

. Questionnaires,
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Echantillonnage et examen préliminaire au CSCom de Yirimadjo

Alicotage
Questionnaire  |nssli—  Echantillonnage f—>
Observation
Macroscopique
En Annexe
Observation .
3 . . > Etat frais
Coloration de Gram Microscopique
Gram Négatif
Echantillon En Annexe
|
3 A

Bouillon Sélénite

Bouillon %

Incubation & 37C et pdt 24H Rappa-port ncubation a 37C et pdt 24H

Incubation & 37C et pdt 24H

Galéries Classiques

UriSelect 4

Incubation & 37C et pdt 24H:

Testd’Uréase
Lac+ sur UriSelect
En Annexe Color Rose

$chéma d’identification au Lab INSP

Schéma d’identifigation au Lab AARAM au point G

Incubation & 37C et pdt 24H Pas intéréssé,par Oxydase Positif

> API 20E &—Incubation & 37C et pdt 24H:t pdt 24H—L v
T Oxydase Négatif

J "1 En Annexe

— Identification <

La Partie Antibiogramme

En Annexe

Antibiogramme sur |.- Determiner

Conservation des
Souches dans

Muller Hinton Sensible ou X
. Bouillon Coeur
L Mesurer la zone Résistant Cervelettes
d’inhibition ————
Ly Colomes_sur Muller
Hinton
—

Figure 13: differentes étapes de la méthodologie selon les analyses effectuées.
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4.7.2.5 Image d’identification et I’évaluation du niveau de résistance des souches isolées.
Les Enterobacteriaceae selon les espéces, peuvent croitre sur les milieux de culture suivants :

=  Gélose Hektoen :

La gélose Hektoen est un milieu différentiel modérément sélectif servant a I’isolement et a la
culture de microorganismes entériques a Gram négatif, en particulier a I’isolement des
espéces Shigella et Salmonella issues d’échantillons fécaux (flore mixte). Il repose sur
I'utilisation de sels biliaires pour I'inhibition sélective et de deux systémes indicateurs

(systeme indicateur de pH) :

e Le bleu de bromothymol et la fuchsine acide comme indicateurs de la dissimilation
des glucides (lactose, saccharose, salicine)
« Le fer ferrique comme indicateur de la formation d'hydrogene sulfureux (H»S) a partir

du thiosulfate.

. E.coli: couleur jaune orangé
avec précipités biliaires autour
des colonies

Salmonella : colonies de
couleur verte avec centre de
couleur noire

Figure 14 : Salmonella et E. coli sur gélose Hektoen[67].

= Gélose Salmonella-Shigella,

La gélose SS est un milieu sélectif et différentiel pour I'isolement des bacilles entériques

pathogenes, en particulier Salmonella et Shigella. Son action est due a :

o L'utilisation de sel biliaire, le citrate de sodium et le vert brillant pour I'inhibition des
bactéries a Gram-positives.
» Lafermentation de lactose et la production de sulfure d'hydrogéne (H2S) pour la

différenciation des organismes
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Figure 15 : gélose Salmonella-Shigella[68].

= Gélose UriSelect™ 4,

UriSelect™ 4 est un milieu chromogéne non sélectif, pour I'isolement, la différenciation des
germes pathogenes. Il est constitué d’une base nutritive riche associant différentes peptones,
du tryptophane et un mélange de substrats chromogénes pour la détection des activités
enzymatiques specifiques permettant la différenciation de certaines espéces ou de certains
groupes d'organismes, tout en limitant le nombre de tests de confirmation. La concentration

¢levée en agar évite I’envahissement de la gélose par les Proteus.

= Bouillon Sélénite (milieu d’enrichissement).
= Bouillon Rappa-port (enrichissement Salmonella, Shigella),

= Bouillon Cceur cervelle,

Les images du laboratoire :

Figure 16 : colonies de Salmonella spp sur Hektoen, lactose (-), image du laboratoire INSP
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Figure 19 : antibiogramme sur milieu MH, BLSE (formation des bouchons de champagne),
image du laboratoire INSP.
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4.7.3 Tests d’identifications

= Galeries classiques (Annexe 2)

L’identification du genre et de I’espéce d’une souche bactérienne se poursuivre par la
recherche de caracteres biochimiques et métabolique (glucidique et protidique), une galerie
d'identification : une "galerie classique™ est un ensemble de milieux de culture, pouvant se
présenter en tubes (macro-galerie) tel que : Kligler-Hajna, Citrate de Simmons, Mannitol
Mobiliteé.

= Test d’Oxydase (Annexe 3)

Le test de I’oxydase est un test de détection de I’enzyme cytochrome oxydase chez les
bactéries a Gram négative qui produisent cette enzyme, telles que Neisseria ou Pseudomonas.

Et les espéces comme Escherichia coli et Salmonella spp sont oxydase négative.
= Test APl 20 (Annexe 4)

API 20 E est un systéme d'identification standardise pour les entérobactéries et autres
batonnets a Gram-négatifs non fastidieux qui utilise 20 tests biochimiques miniaturisés et une
base de données. La liste complete des organismes qu'il est possible d'identifier avec ce

systéeme est donnée dans le tableau d'identification a la fin de ce dossier.
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Figure 20 : galerie API 20F de E coli a partir de colonie pure sur Hektoen, image du
laboratoire AARAM, Point G.
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Figure 21 : galerie AP1 20F de Salmonella spp a partir de colonie pure sur Hektoen, image du
laboratoire INSP.
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4.7.4 Tests de sensibilités aux antibiotiques

Apres identification les différentes souches seront soumises au test de sensibilité aux
antibiotiques par la méthode de diffusion en milieu gélosé de Muller Hinton, selon les
recommandations 2020 du Comité de 1’ Antibiogramme de la Société Francaise de
Microbiologie (CA-SFM) ; I’Antibiogramme Norme EUCAST (Annexeb), et la stratégie
nationale de surveillance de la lutte contre la résistance antimicrobienne (RAM). Avec
I’utilisation des antibiotiques traceurs qui nous permet de suivre I’évolution de la résistance

aux différents familles et groupes d’antibiotiques.

Les procédures de I’antibiogrammes sont systématiquement accompagnées d’une nouvelle
culture sur gélose en fonction du germe suspecté. L’intérét de cette nouvelle culture est
d’avoir a disposition des souches bactériennes jeunes dans le cas ou la bactérie serait
multirésistante (bactéries multi-résistantes, béta-lactamase a spectre étendu résistants...) pour

la conservation des « souches » ou si I’analyse devrait étre reprise.

Tableau VI : liste des antibiotiques testés

Bactéries Antibiotiques et charges du Disque en ug Diamétre
en (mm)
Ampicilline 2pug (AMP) ou Amoxicilline 20pg (AML) >14
Amoxicilline + Acide clavulanique 20/10ug (AUG/AMC) >19
Aztreonam 30ug (ATM) >26
o Céfoxitine 30ug (C2G, ou (CXT, FOX) >19
Escherichia  ~cefiriaxone 30pg ou Céfotaxime 30ug (C3G, ou (CRO, CTR) >25
coli Céfépime 30ug (C4G, ou (FEP) >27
Imipénéme 10ug (IMP) >22
Gentamicine 10Ul et Amikacine 18Ul (GEN, GTN/AKN) >17
Cotrimoxazole 125/75ug (SXT) >14
Ciprofloxacine 5ug (CPR) >25
Ampicilline 2ug (AMP) ou Amoxicilline 20pg (AML)
Ceftriaxone 30pug (C3G)
Chloramphénicol 30ug (CHL) >17
Salmonella  Cotrimoxazole 125/75pg (SXT)
spp.

Ciprofloxacine 30ug (CPR)

Test de synergie BLSE :

Le test de synergie est un test permettant de confirmer la présence de BLSE. On les détecte in
vitro en placant entre deux céphalosporines un inhibiteur de béta-lactamase (amoxicilline +

acide clavulanique) sur la gélose de Mueller-Hinton. Aprés une nuit dans une étuve, le
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résultat est positif si on assiste a une augmentation de la zone d’inhibition autour du disque
contenant la ceftazidime, en direction du disque porteur d’acide clavulanique. En d’autres
termes, ¢’est I’augmentation de la zone d’inhibition obtenue pour une céphalosporine de 3°™
génération en présence d’acide clavulanique, par rapport a la zone d’inhibition d’une
céphalosporine seule, qui indique la présence de BLSE. On obtient donc une image

caractéristique de synergie d’action en formant un Bouchon de champagne.

Figure 22 : test de synergie BLSE[69].
= Gélose MH,

La gélose Mueller Hinton est un milieu solide standardisé recommandé pour 1’étude de la
sensibilité des bactéries aux agents antimicrobiens par la méthode de diffusion (méthode de
Kirby-Bauer) ou de dilution en gelose.

Ces milieux de culture ont été incubés pendant 24h a 37°C. Apreés I’incubation, le bouillon

troublé est ensemenceé sur un milieu solide approprié.

4.7.5 Phase post-analytique

4.7.5.1 Validation biologique

Elle se fait en conformité avec 1I’ensemble des paramétres incluant les éléments cliniques

apportes avec le questionnaire, le protoco