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ADN
Ala
Amox
Api
Arg
ATB
AMC
BN
BCP
BLSE
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CAZ
CF
CHU
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HIV
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PBS
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L'antibiothérapie est d'un apport fondamental dans l'évolution de
la médecine humaine et plus particulierement de la thérapeutique anti-
infectieuse.

En effet, la découverte de la Pénicilline en 1929 par Flehming (qui
I'extrait du Penicillium notatum) a permis de venir a bout d'affections
jusqu'alors considérées de pronostic fatal.

Depuis, d'autres antibiotiques ont vu le jour avec des spectres de
plus en plus élargis ceci pour pallier les imperfections des premieres
molécules. Apres les produits d'extractions, apparurent les antibiotiques
semi-synthétiques puis ceux de synthese totale.

Pendant ce temps, les germes, pour. s'adapter a un univers envahi
par les antiﬁiotiques ont fini par trouver des moyens pour contrecarrer cette
arme. Ainsi, on assiste a la sélection de bactéries de plus en plus résistantes.
Cette résistance peut emprunter plusieurs mécanismes allant de
I'imperméabilité de la membrane, 3 l'altération du site d'action de
I'antibiotique et a la secrétion d'enzymes inactivantes. Cependant, on s'est
rendu compte que de tous ces mécanismes, le dernier est le plus important
car étant celui qui est le plus souvent mis en jeu et le plus facile a mettre en
évidence.

Plusieurs enzymes peuvent étre secrétées par les bactéries mais les
B lactamases occupent une place de choix dans la mesure ol elles servent a
inactiver les B lactamines qui constituent la famille la plus représentative des
antibiotiques. Leur mise en évidence peut se faire a partir de |'observation de
I'antibiogramme notamment de la zone d'inhibition qui donne l'aspect de

“colonies squalters". Elle peut aussi se faire par |'augmentation brusque de la
CMI.
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I.1) Notion de résistance

La résistance bactérienne a été décrite dés les premiers succés de
I'antibiothérapie. Ainsi vers 1940, on s'est rendu compte que 80 % des
souches de S. aureus étaient résistantes a la Pénicilline (65).

En 1959 a été introduite 1'isoxazolyl-Pénicilline pour pallier les
imperfections de la Pénicillin"f: mais les staphylocoques opposerent a cette
arme la Méthi-Résistance.

En 1945 virent le jour, les céphalosporines cependant leur
puissance fut limitée par la stratégie des bactéries de secréter des
céphalosporinases pour les attaquer et méme les céphalosporines de 3¢me
génération nouvellement synthétisées n'échappent plus a cette forme de
résistance.

Définition : La résistance bactérienne peut €tre congue sous
différents angles. Nous considérons un germe résistant s'il est en mesure de
supporter des concentrations d'antibiotiques habituellement capables
d'inhiber la croissance des souches de méme espece (1).

Cette résistance se manifeste sur le plan clinique par des échecs
thérapeutiques. Elle est confirmée au laboratoire soit par l'augmentation
brutale de la CMI ou bien par une diminution de la zone d'inhibition au
niveau de l'antibiogramme(45) . Cette résistance peut aussi €tre mise en
évidence par la détection d'une secrétion enzymatique, soit par la description
du mécanisme génétique responsable (1).

1.2) Différents types de résistance

1.2.1) Résistance naturelle (49)

Elle correspond a I'insensibilité de la souche a l'antibiotique
considérée. Cette insensibilité se manifeste d'emblée et elle est permanente
chez toutes les souches de méme espeéce.

Le déterminisme de cette résistance est d'ordre génétique. Elle caractérise
l'espéce bactérienne et on peut s'y référer pour définir le spectre d'activité



d'un nouvel antibiotique. On peut citer l'exemple des souches de
Pseudomonas aeruginosa qui sont insensibles a la Péni-G, des Proteus
mirabilis insensibles aux Tétracyclines, de la résistance des Streptocoques
aux Polymyxines.

[.2.1) Résistance acquise

Au cours de l'utilisation d'un antibiotique, une souche peut se
réveler résistante par une élevation brutale de sa CMI. on parlera de
résistance acquise. Elle est due secondairement a une mutation ou a un
transfert de résistance.

Dans certains cas, un certain nombre de souches est résistant
alors que d'autres souches sont sensibles, c'est le cas de Escherichia coli dont
30 a 60 % des souches sont résistantes aux Tétracyclines : il s'agit de la
résistance primaire (49 ).

[.3) Mécanismes de résistance

Les bactéries sont résistantes par acquisition d'un matériel
génétique de résistance chromosomique ou plasmidique. Nous parlerons
d'abord du déterminisme génétique avant d'aborder le mécanisme
biochimique de la résistance.

[.3.1) Mécanisme génétique

Le mécanisme de la résistance aux antibiotiques s'explique par une
altération du matériel génétique de la cellule bactérienne. Cette altération
peut concerner le matériel endogéne (résistance par mutation) ou bien
I'acquisition de matériel exogene ou plasmide. Ceci permet de distinguer la
résistance chromosomique et la résitsance plasmidique.



[.3.1.1) Résistance chromosomique

Chez la bactérie, le chromosome est constitué d'un ADN
bicatenaire circulaire qui représente le matériel génétique de la cellule. Il est
formé par une succession de bases puriques (Adénine, Guanine) et
pyrimidiques (Thymine et Cytosine) qui constituent le support du code
génétique.

L'ADN chromosomique contient l'ensemble des informations
nécessaires a la syntheése protéique et représente le patrimoine héréditaire de
la cellule.

Les génes bactériens peuvent étre le siege de modifications dont les
mutations qui sont des modifications spontanées ou induites par des agents
mutagénes. Cette mutation est due a une addition, une délétion ou une
substitution de bases ayant pour conséquence une erreur dans la lecture du
code génétique et peut induire la résistance bactérienne aux antibiotiques par
I'un des 3 mécanismes suivants: par perte de perméabilité de la paroi, par
altération de la proteine cible ou par production d'enzyme inactivante.

Différents niveaux de résistance par mutation peuvent étre décrits
(1) ; on distingue :

- la résistance a un échelon avec |'exemple de Escherichia coli face
a la Streptomycine . Cette résistance ne concerne qu'un un seul locus

- la résistance a échelon multiple par contre concerne la mutation
de plusieurs loci

Exemple : résistance a la Pénicilline. Dans ce cas, la bactérie
n'accede a un niveau élevé de résistance qu'aprés contact répété avec
I'antibiotique car on a une succession de résistance de bas niveau (figure 1).

La mutation engendre une résistance pour un ensemble
d'antibiotiques de méme famille . Ainsi la résistance d'un germe a deux
antibiotiques différents peut s'expliquer par une mutation touchant deux loci
indépendants portés par le méme chromosome.
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La mutation peut étre transmise d'une bactérie a une autre,
entrainant ainsi la dissemination de la résistance.

La résistance par mutation est cependant de fréquence faible (10-20 %)
biochimique de résistance uniquement) et son indépendance dans la mesure ou
elle n'est pas induite par la présence d'un antibiotique.

[.3.1.2) Résistance plasmidique

Le plasmide est constitué par de I'ADN extrachromosomique
bicatenaire, hélicoidale et circulaire. Il différe de 'ADN chromosomique par
sa taille plus petite (masse de 0,5 a 400 Megadalton contre 200 Megadalton
pour le chromosome) et de sa réplication autonome régie par un contrdle
strict.

Les plasmides codent pour plusieurs caracteres dans la cellule mais
les plasmides les plus étudiés sont ceux responsables de la résistance aux
antibiotiques et aux métaux lourds. Ce sont les plasmides R qui peuvent étre
de bons outils en biologie moléculaire.

Les plasmides peuvent se transmettre soit par simple contact entre
deux cellules(conjugaison) , soit par transduction par l'intermédiaire d'un
vecteur: le bactériophage qui est un virus. Certains plasmides peuvent se
perdre spontanément ceci dans un pour 1000 cas

Il existe deux types de plasmides (15) :

- les plasmides conjugatifs : autotransmissibles ; ils ont une
masse moléculaire supérieure a 30 Megadalton(Md) .On les appelle aussi
plasmides F ou facteurs sexuels ;

- les plasmides non conjugatifs : masse moléculaire comprise
entre 0,5 a 50 Md. Ils codent pour les enzymes nécessaires a la conjugaison.

Les plasmides peuvent étre classés par groupe d'incompatibilité. On
définit l'incompatibilité entre deux plasmides comme étant leur incapacité



d'exister ensemble dans la méme cellule (15). Une vingtaine de groupes
d'incompatibilité a été décrite pour les facteurs F.

Les plasmides peuvent €tre détectés chez la bactérie par des
méthodes génétiques (cure, transfert) ou par des techniques biochimiques
(électrophorese, ultracentrifugation en chlorure de césium, Bromure
d'ethidium).

Les plasmides peuvent coder pour plusieurs antibiotiques de
familles différentes.

Exemple : plasmide R55 codent pour la résistance a I'Ampicilline,
a la Carbénicilline, a la Kanamycine, a la Gentamycine, a la Tobramycine, au
Chloramphénicol, a la Sisomycine, et aux sulfamides (24).

La résistance plasmidique est trés répandue 80 a 90 % des cas de
résistance. Les antibiotiques pour les quels une résistance plasmidique n'a pas
été détectée, sont rares et concernent : (15)

- la Rifamycine,

- les Polypeptides : Polymyxine B, Colistine,

- Furanes,

- les Quinolones : acide nalidixique, acide pipémidique, acide
oxolinique,

- la Vancomycine.

La résistance plasmidique est transférable. Les plasmides des
bacilles a2 Gram négatif se transmettent alors a de trés nombreuses especes
expliquant la diffusion de l'infection a enterobactéries dans les milieux
hospitaliers.

Il faut noter dans cette dissémination de la résistance Ila
contribution des transposons qui sont des ADN interpos€s entre les génes de
résistance portés par les plasmides. Ils peuvent passer d'un plasmide a l'autre
ou d'un site a l'autre du méme plasmide ou bien encore se fixer sur un
plasmide et le rendre résistant.




[.3.2) Mécanisme chimique

Le mécanisme chimique de la résistance bactérienne se manifeste a
quatre niveaux :
- par imperméabilité de la paroi ;
- par altération des protéines cibles ;
- par production d'enzymes inactivant les antibiotiques ;
- par développement d'une voie métabolique se substituant
a la voie métabolique inhibée par l'antibiotique.

I.3.2.1. Imperméabilité de la paroi

Pour comprendre ce mécanisme il convient de faire un rappel sur
la constitution de la paroi bactérienne.

*La Paroi bactérienne (Figure 1)(9)

La paroi bactérienne est une membrane rigide qui entoure la
cellule bactérienne et qui joue un double réle de protection et de maintien de
la pression osmotique.

Sa composition chimique est complexe avec un élément essentiel:le
peptidoglycane ou muréine.C'est un polyoside formé de chaines linéaires de
N acétyl D glucosamine et de Il'acide muramique reli€es par des
tétrapeptides. Cette structure est responsable de la rigidité. La synthese du
peptidoglycane nécessite l'intervention de trois enzymes.

La transglycosylase qui assure la formation des chaines
polysaccharidiques, la transpeptidase qui rattache ces chaines
polysaccharidiques et la carboxypeptidase qui joue un réle dans la régulation
de la synthese.

La paroi joue un role essentiel dans la coloration de Gram, et elle
permet de différencier les bactéries a Gram positif et celles a Gram négatif.



BACTERIES GRAM POSITIF

BACTERIES GRAM NEGATIF

A g Structure de la payo;

ve-- (=

Cytoplasme Cytoplasme
Béra lactaimase

PG Peptidoglycane MC - Membrane Cyloplasmique - ME . Membrane exerne--
EP Espace penplasmique - PLP  Protéines de liaison qux pénicillines

FIG1: STRUCTURE DE LA PAROI BACTERIENNE (9 )
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4°) a la présence de porines a leur taille et a leur nombre. A
noter ['existence de 5 types de porines (OmpC,OmpF, Lan S, PhoE et Porine
K). La diminution de la synthése de porines est le plus souvent due a une
mutation chromosomique ;

5°) a une production d'enzyme se liant aux antibiotiques et
diminuant ainsi leur transport.

Conséquence : les antibiotiques traversent plus ou moins bien la
paroi en fonction de leur structure, ainsi (9) :

- les antibiotiques monoanioniques ont un passage fonction des
radicaux qu'ils portent. Il s'agit de la Céfalotine, la Céfotaxime, la
Céfoperazone,la Céftriaxone, la CéfAzoline, la Céfacétrile, la Céfuroxime, la
Piperacilline, la Mezlocilline ;

- la présence d'une charge positive et d'une charge négative
engendre une grande hydrophilie ,donc une facilité de pénétration, c'est le
cas de I'Ampicilline, le Céfaclor, la Céfalexine,!' Imipenem) ;

- les céphalosporines de lére génération ont une bonne
perméabilité alors que celles de 3¢me génération, a cause de |'adjonction de
certains radicaux, traversent moins bien Ja barriére ; cela ne réduit pas leur
efficacité du fait de leur relative résistance a I'hydrolyse enzymatique.

La résistance par imperméabilité n'affecte donc que les bactéries a
Gram négatif. On peut citer I'exemple de Pseudomonas aeruginosa par ce
mécanisme car un grand nombre de ses porines est clos (44).

Cette résistance peut étre croisée pour les antibiotiques de méme
famille.
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1) L'affinité de I'enzyme pour le substrat que caractérise la
constante de Michaelis (Km). Plus cette constante est faible, plus
l'affinité est bonne.

2) La vitesse d'hydrolyse (Vm).

3) La quantité d'enzyme synthétisée ou effet inoculum.

4) La localisation de l'enzyme.

5) La diffusion de l'antibiotique a travers la membrane externe

permet de définir la crypticité ou rapport entre l'activité de l'enzyme vis a
vis du substrat entre les cellules a paroi cassée et les cellules entieres

6) Le type d'enzyme (Tableau III).

Tableau III : Comparaison des taux d'hydrolyse (%) de

certaines Cephalosporines vis a vis des B lactamases
d'origine plasmidique (10) par rapport au taux
d'hydrolyse de 100 % de la cefaloridine.

Enzyme |Ceftazidime | Céfo- Céfopera- | Céfa- | Latamoxef
taxime zone mandold =

TEM-1 <1 <1 70 75 <1
TEM-2 < 0,1 < 0,1 60 65 < 0,1
OXA-2| <01 | <01 200 | 250 <0,
SHV-1 0,1 0,1 150 180 0

PSE-1 < 0,1 <0,1 250 ND < 0,1

PSE - 2 20 30 800 ND 10

PSE - 3 < 0,1 < 0,1 5 ND < 0,1
PSE-4 < 0,1 < 0,1 250 ND < 0,1

ND = non déterminé
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I1.4.1) Classification chimique (12)

Elle se base sur la structure chimique du site actif notamment sa

séquence en amino-acides et permet de distinguer trois classes :

- classe A : comprend 4 enzymes caractérisées par un reste sérine

en 70 et lysine en 73 ;

- classe C : 2 enzymes avec serine en 80 et lysine en 83 ;

- classe B : mételloenzyme.

Les nouvelles connaissances sur la structure des B lactamases
permettent de donner la différence entre la séquence en amino-acides des
différents types d'enzymes (voir tableau 1V) (65)

Tableau IV : Séquence en amino-acides des différents
types d'enzymes

Position 19 |37 102 | 162 |235 [236 |237 261
TEM Leu/GIn | Glu | Arg| Ala | Gly | Glu Thr
TEM2 Leu| Lys | Glu | Arg| Ala | Gly | Glu Thr
TEM3 Leu| Lys |Lys |Arg |Ala |Ser Glu Thr
TEM4 Phe | GIn | Lys |Arg [Ala | Ser | Glu Thr
TEMS Leu| GIn|GIn |[Ser |Thr |[Gly Lys Thr
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11.4.2) Classification de Richmond et SYKES (9)

Elle permet de distinguer 5 classes (Tableau V)

Tableau V : Classification de Richmond et SYKES (9)

Pase : Pénicillinases :

Chr = Chromosomique :

Pl = Plasmidique :

CLOXA = Cloxacilline

R : Résistant

C = constitutive

I = Inductible

PCMB = P.Chloromercuribenzoate

Classe| Type | Inducti-| Média- |INHIBE Principaux
bilité tion CLOXA PCMB | germes
la Case | Chr S R Entérobacter
Citrobacter
Ib Case C Chr S R E.Coli
Ic Case I Chr S R P. vulgaris
Id Case I Chr S R P. aeruginosa
11 Pase C Chr S R Klebsiella sp
I11 Case C Pl S R TEM1,TEM2
IV Case C Chr R S Klebsiella SP
\' Pase C Pl R S OXA-1, OXA-2,
OXA-3
Case = Céphalosporinase : S = sensible
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Tableau VII : Classification de Payne et Amyes (65)

CMI (mg/l)

Groupes Dénomination PI CAZ CTX Année
1 Cefotaximases TEM - El 5,41 32 0,13 1987
a bas niveau TEM - E2 3.3 32 0,25 1982
TEM - E4 5,61 16 <l ns
TEM - E7 5,41 16 0,06 ns
CAZ -3 5.3 32 0,5 1987
CAZ - 10 5,6 4 0,03 1988
2 Ceftazidinases TEM - E3 5,55 128 1 1987
TEM - 6 5,9 128 1 1986
TEM - 9 S 256 1 ns
TEM - 10 5,55 64 0,5 1988
CAZ -7 6,3 256 4 1988
CAZ - hi 6,5 32 0,25 1988
Dérivés des | 3a Cefotaximase 2 TEM - E3 6,3 16 8 1984
TEM haut niveau TEM - 4 5,9 16 8 1986
TEM - 5 5,55 64 16 1987

CAZ -2 6,0 128 2 1987
CAZ - 6 6,5 512 8 1988
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Tableau VII

: Classification de Payne

et Amyes (65) (Suite)

CMI (mg/l)
Groupes Dénomination PI CAZ CTX Année
Dérivés des | 3b  |Cefotaximase SHV -2 7,7 4 4 1983
SHV SHV -3 7,3 -+ 4 1985
SHV -4 7,8 128 32 1987
SHV -5 8,2 128 8 1987
Origine Je Cefotaximase FEC - 1 8,2 13 200 ns
inconnue a haut niveau DJP - 1 7,9 nd nd 1988
4 Cephalosporinase FUR 7,5 2 1 1988
MJ -1 5.35 20,5 nd ns
MJ]-2 5.55 nd nd ns
Sans nom | 5,8 32 <0,5 1986
Sans nom 2 5,25 >64 0,5 1988
nd non déterminé
ns non spécifié
71| point isoélectrique
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I1.5) Les inhibiteurs des Blactamases

Différentes méthodes peuvent étre utilisées pour lutter contre
I'action des B lactamases :

- on peut augmenter la résistance des antibiotiques a
I'hydrolyse par les Blactamases ; cependant, il est difficile pour un
antibiotique d'échapper a l'action de toutes les B lactamases ;

- on peut inhiber la synthése des B lactamases.

L'idéal pour un antibiotique serait qu'il soit en mesure d'agir sur
les transpeptidases et de ne pas se fixer sur les B lactamases ; mais vue
l'analogie structurale entre les sites de ces 2 enzymes il est difficile
d'atteindre ce but.

La recherche a été orientée vers la synthése de molécules
permettant d'inhiber les [ lactamases ce qui laisse le champ libre aux
Blactamines.

Il existe différents types d'inhibiteurs : les inhibiteurs chimiques et
les inhibiteurs immunologiques et les B lactamines inhibitrices.

I1.5.1) Différents inhibiteurs

2 types d'inhibiteurs sont décrits (8) :

I1.5.1.1) Inhibiteurs substrats

Ces inhibiteurs ont une affinité avec l'enzyme supérieure a celle du
substrat (B lactame). Elles forment avec la B lactamase un complexe stable
qui bloque l'enzyme, l'empéchant d'attaquer la Blactamine.

Exemple d'inhibiteur substrat : Méhicilline, l'oxacilline.
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[1.5.1.2) Inhibiteurs suicides

Ces inhibiteurs comprennent des groupements capables d'étre
transformés par l'enzyme en groupement trés réactif qui permettra une
liaison covalente . L'enzyme catalyse ainsi sa propre destruction.

Exemple : Sulbactam, acide clavulanique

[1.5.1.3) Classification

[l y a 4 classes de B lactamines inhibitrices qui comprennent :
1°) Les pénicillines sulfones avec : Sulbactam

2°) Les Carbapénemes : Thiénamycine, Acide olivanique, Carpétimycines,

PS5, Asparénomycines.
3°) Dérivés halogenes de l'acide Pénicillanique :
- acide méthylene 6-pénicillanique ;
- acide bromo 6-8 pénicillanique.
4°) Acide clavulanique

En plus de ces 4 groupes on peut noter les céphalosporinases qui ne
sont inhibés ni par le Sulbactam ni par l'acide clavulanique.
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I1.5.2) Mode d'action

L'inhibiteur agit en formant un complexe enzyme-substrat (E-I)
avec l'enzyme.
Ce complexe peut étre réversible ou irréversible

Réversible : E + I <e-mmmmmemmmmmmeeeeeeee > E-1I

Irréversible : E41 <--—ceemev- > E-] e > E-1
La conséquence de cette action est un abaissement de la CMI.

Tableau VIII : CMI comparée entre I'Amoxicilline seule et
I'association Amoxicilline + Acie clavulanique

Souche CMI (pg/ml) Cml (pg/ml)
Amoxicilline Amox + Ac Clav

S. Aurens 197 0,12

E. Coli 500 ug 2,97

CMI comparée entre I'Amoxicilline seule et I'association Amoxicilline +
acide clavulamique.

L'effet inhibiteur peut étre quantifié par une mesure de la I/50 qui
est la concentration donnant 50 % d'inhibition de la B lactamase en présence
de Blactamine (38) (Voir tableau IX).
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Tableau IX: Inhibition des B lactamases par
I'acide clavulanique (38)

B Lactamases

Ac. Clavulanique

Localisation Activité enzyma- Souche/plasmide Inhibition
du géne bla tique prépondérante producteur [.50pg/ml
Plasmide Pénicillinase
III] TEM + 0,08Pe
Céphalosporinase
Pase Vd OXA +
Case PSE-4 +0,1Pe
Chromo- Pénicillinases I K aerogenes +0,03Pe
somique 1A% P. mirabilis C 889| +0,03Pe
S. aureus Russelle | +0,06 pe
Cephlosporinase la E. coli JT410 0,56 Ce
E. cloacae P99 0,10 Ce
Id P. aeruginosa 0,160 Ce
B fragilis +

Pe = en présence de Pénicillinase

Ce = en présence de Céphalosporinase
Pase = Pénicillinase

Case = Céphalosporinase.
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I1.5.3. Propriétés des inhibiteurs (45)

Un bon inhibiteur doit avoir les propriétés suivantes :
1°) bonne pénétration a travers la paroi bactérienne

2°) Grande affinité pour la Blactamase, ainsi le complexe enzyme-
inhibiteur ne pourra pas étre déplacé par la Blactamine associée.

3°) Rapidité de l'inhibition

4°) Passage de la bactérie d'un état de résistance a un état de sensibilité
5°) Concentration inhibitrice faible (de 0,1 a 2ug:ml)

6°) une activité intrinséque antibactérienne n'est pas nécessaire

7°) L'inhibiteur ne doit pas étre inducteur

8°) Méme cinétique que l'antibiotique associé de telle sorte que les deux
molécules soient présentes en méme temps dans chaque compartiment.

9°) Le cofit de l'antibiothérapie par cette forme doit étre faible.

I1.5.4) Applications

Les inhibiteurs n'ayant pas une activité antibactérienne propre
élevée (Tab X) , on les associe a d'autres antibiotiques qui sont éfficaces mais
attaquables par les Blactamases.

Différents types d'associations sont utilisés et on distingue (28) :

- les associations fixes ou ['antibiotique et I'inhibiteur sont
sous forme d'une méme molécule d'ot une concentration fixe.
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Exemple : AUGMENTIN* (Amoxicilline + ac. Clavulanique)
TIMENTIN#* (Ticarcilline + ac. Clavulanique)
UNASYN (Ampicilline + Sulbactam)

- les associations libres avec |'utilisation de l'indicateur et de
I'antibiotique séparément (aminopenicilline, Ureidopenicilline,
carboxypénicilline....).

L'emploi de l'inhibiteur est donc utile pour des souches productrices
de B lactamase généralement de type pénicillinases plasmidiques comme :
S. aureus Méthi-S, les anaerobies, Klebsiella avec ou sans TEM, E. coli avec
TEM.

Tableau X : CMI des inhibiteurs sur différentes espéces (28)

Acide Sulbactam YTR 830
Clavulanique
Enterobactéries > 16 = 32 > 64
P. aeruginosa > 128 > 128 > 128
N. gonorrhoeae 5,6 > 1 2
S. aureus 16 > 32 32
Acinetobacter 4-16 1-16 4-32
Haemophilus 32 32 64
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[I.1)_Souches bactériennes

Notre étude portera sur un ensemble de 151 souches bactériennes
qui ont été choisies en fonction de leur profil de résistance lors de la
détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)

Ainsi, nous avons retenu les souches qui présentent une résistance
a un ou plusieurs antibiotiques de la famille des B-lactamases

Les souches testées comprennent des cocci et des bacilles avec la
répartition suivante :

43 Staphylococcus aureus
- MetiR = 28
- Méthi S =15
8 Staphylococcus epidermidis
37 Streptoccoques dont 21 Enterocoques et 16 Streptocoques sp
19 Klebsielles avec 3 souches de K. oxytoca et 16 cas de
K. pneumoniae
17 Salmonelles constituées de 13 S. typhi et 3 S. sp
10 Pseudomonas aeruginosa
7 Proteus mirabilis

10 Escherichia coli

Concernant l'origine, les souches proviennent de différents
produits pathologiques a savoir pus, LCR, hémoculture, coproculture,urines
sphére ORL.

Ces souches ont été conservées dans un tube contenant du PBS +
Glycérol et a -70°C.

Elles ont été isolées entre 1991 et 1993.
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Tableau XI : Répartition du nombre de souches en fonction

de l'origine du produit pathologique

Especes Pus | LCR|Hémo-| Copro-| Prélevement| Urine§ Sphere Prélevemeny Prélevement] Gorge
culture | culture | urétral ORL | wvaginal |bucco-dentaire

S. aureus 43 17 3 ) - - - 13 s - 1
S. epidermidis 8 - - 6 2 - . . . . =
Streptocoque 37 22 - - - - 1 - 6 5 3
Klebsielles 19 - - z < = e 19 5 " "
Salmonelles 17 - - 17 - - - - - = -
Pseudomonas 10 - - - - 1 9 = - - -
aeruginosa

Proteus mirabilis 7 - - - - - 7 " = . "
E. coli 10 - - - - - 2 10 . . -
Total 151 39 3| 32 2 1 17 42 6 5 4
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I1.2) Réactifs et matériels

11.2.) Pour l'identification des souches

Nous avons utilisé les schémas habituels pour I'identification des
souches avec les milieux classiques (géloses ordinaires ou enrichis ) des
galeries d'identification comme les galéries API .

[1.2.2) Pour la détection des Blactamases

a) Méthode acidimétrique

*Réactifs :

- Rouge de phénol

- Eau distillée

- Pénicilline G

- NaOH

- Tampon citrate (214,1g/1)
*Matériel :

- Tubes a hémolyse
- Micropipettes
- Flacon de 30 ml et de 150 ml

b)_Méthode iodimétrique

*Réactifs
- PéniG sodique ou potassique
- Solution tampon phosphate pH 6,8
- Solution d'amidon
- Tode.
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¢) Méthode a la "Céfinase"

- Disque de nitrocéfine.
- Eau physiologique.

Matériel : Lames, Pipettes Pasteur

d) Méthode a l'"Ampicilline

*Réactifs :
- solution d'ampicilline a 10 pg/ml
- solution de Bromocresol pourpre 0,2 %

Matériel : Lames, Pipettes Pasteurs

e) Méthode de recherche des Blactamases a large spectre

*Matériel :
- boite a petri avec milieu MH
- Disque d'antibiotiques

I1.3) Méthodes

Plusieurs méthodes ont été réalisées sur chaque souche. Les
méthodes varient selon qu'on recherche les Blactamases de cocci a Gram
positif ou des bacilles a Gram négatif.

Pour les coccl, nous avons utilisé les méthodes suivantes :

- Acidimétrie

- lodimétrie

- Céfinase

- Ampicilline + BCP
- Céfazoline + BCP
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Pour les Bacilles :

- Ampicilline
- Céfazoline
- Céfinase

- Synergie

I1.3.1) Pour la détection des B3 lactamases

a spectre étroit

1) La détection des Blactamases par 1'Acidimétrie

* Le principe est basé sur la détection de I'acide libéré par attaque de la
Pénicilline (notamment le noyau B lactame) par la lactamase.
Cet acide fait virer l'indicateur coloré, ici le rouge de phénol (62).

* Pour la technique (55) :

- ajouter 2 ml de solution de rouge de phénol a2 0,5 % a 16,6 ml
d'eau distillée.

- mettre le mélange dans une ampoule contenant 20.100 unités de
Pénicilline G injectable contenant du tampon citrate

- verser la solution dans un tube a essai et ajouter NaOH. IM
goutte a goutte jusqu'a l'obtention d'un pH de 8,5 environ. Le virage se
manifeste par la coloration violette. On peut mesurer au PH métre.

La solution peut étre conservée a - 60°C jusqu'au moment de l'emploi (ne
pas l'utiliser si elle vire au jaune).

- placer 0,05 a 0,1 ml de cette solution dans une ampoule de
microdilution ou dans un tube a hémolyse.
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- préparer une suspension dense de colonies a partir d'une culture
pure de germes.

Lecture : si la souche produit une Blactamase, la solution vire au jaune
au bout de 15 mn (maximum 3 a 60 mn) (Voir figure 5).

2) L'lodimétrie

Cette méthode a été décrite par Perret en 1954. Le principe repose
sur la combinaison de l'acide provenant de |'attaque de la Peni G avec l'iode
d'un complexe lugol-amidon.

En présence de B lactamase, I'amidon reste libre donc incolore. En
I'absence d'attaque de la Pénicilline, I'amidon se combine avec l'iode et
donne une coloration bleue (62) (Figure 6).

Technique (55) :

- dissoudre la Peni G dans du tampon phosphate 0,IM (pH6,0)
pour avoir une concentration de 6,00 pg/ml ;

- ajouter 1 g d'amidon dans 100 ml d'eau distillée, mettre dans
un bain-marie jusqu'a la dissolution ;

- préparer la solution de lugol en dissolvant 2,03 g d'iode et
53,2 g de I'lodure de potassium (KI) dans un petit volume d'eau distillée puis
compléter a 100 ml conserver dans un flacon de verre coloré ;

- déposer 0,1 ml de PeniG dans un puits d'une plaque de
microtitrage ou dans des tubes a hémolyse et ajouter 2 gouttes de solution
d'amidon et 1 goutte de lugol ;

- mélanger cette solution a une suspension de germes.
Si la souche produit une B lactamase, on obtient une décoloration en 10 mn.
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3°) Méthode & la_Céfinase

C'est une méthode c_:hromogénique.

Le principe repose sur le changement de couleur de certaines
céphalosporines en solution aqueuse lorsque les liaisons Blactam sont
rompues par l'action des Blactamases.

On peut utiliser la nitrocéfine ou bien la Pyridine 2 Azo p. aniline
dimethyl Céphalosporine (62) (Figure 7).

Technique :

On utilise des disques imprégnés a la Nitrocéfine + BCP. Ces
disques sont imbibés d'eau physiologique puis on y dépose une anse de
colonie grice a une pipette Pasteur.

Si la souche produit une Blactamase, le disque se colore en rouge.
NB : Méthode réalisable en tube.

C'est une méthode trés sensible et elle peut méme détecter d'autres
enzymes qui n'interviennent pas dans la résistance bactérienne. Pour
contourner ces inconvénients, on utilise en méme temps les disques imprégnés
d'Ampicilline ou de céfazoline. Les souches positives en "Ampi" produisent
donc suffisament de B lactamases pour €tre classées de haut niveau alors que
celles qui ne sont positives qu'avec la Céfinase sont de bas niveau (59).

4) Méthode a 1'Ampicilline

C'est une méthode similaire a I'Acidimétrie mais ici l'antibiotique
testé est I'Ampicilline et I'indicateur coloré le bromo-cresol pourpre.

On utilise des disques sur lesquels on dépose 20 ul d'une solution
obtenue par mélange d'une solution d'Ampicilline a 10ug/ml et de BPC a 0,2 %
dans l'eau distillée.

Si une souche produit une Blactamase, le disque vire du violet au
jaune-orange.






45

Comme inhibiteurs chimiques ,nous avons utilisé le Sulbactam et
I'AugmentinR,

Comme antibiotique inhibiteur, I'Azthréonam (Monobactam),
I'Imipénem.

I1.3.3) Critéres de classification des B lactamases

a partir des tests

Les tests que nous avons choisis peuvent &étre classés en trois
groupes :

1) L'Acidimétrie, I'lodimétrie, I'"Ampicilline pour la détection des
pénicillinases.
Une souche sera classée pénicillinase a haut niveau si elle hydrolyse la
PenicillineG et 1'Ampicilline c'est-a-dire si I'Acidimétrie et/ou I'lodimétrie
sont positives en plus du test a I'Ampicilline.
Par contre, la souche sera considérée comme Pénicillinase a bas niveau si
I'un ou les deux premiers tests sont positifs alors que le test 2 I'Ampicilline
est négatif.

2) La Céfinase et la Céfazoline permettent de classer les souches en
céphalosporinase a haut niveau et a bas niveau. La céphalosporinase est de
haut niveau si les deux tests sont positifs. Elle est de bas niveau si la souche
n'hydrolyse pas la Céfazoline, c'est-a-dire que le test a la Céfazoline donne
des résultats négatifs alors que la Céfinase est positive (62).
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I11.1)_Caractéristiques des_souches

I11.1.1) Cocci

Tableau XIII : Profil de résistance des Cocci
aux B lactamines

Pourcentage de résistance (%)

Souches CRO PEN CTX AMOX +

Ac clavulanique
S. aureus n = 28
Méthi R 10,72 92,86 10,71 3,57 ~
S. aureus n=15
Méthi S 60 57,14 26,67 46,67
S. epidermidis n = 8 27,50 62,25 25 22,50 3
Streptocoques n = 16 75 12,50 37,50 6,25
Enterocoques n = 21 85,71 84,76 76,19 4,76 _

D'une maniere générale, les cocci ont une résistance faible vis-a-vis
de Il'association Amoxicilline + Acide clavulanique (AugmentinR), la
Céftriaxone et la Cefotaxime a l'exception des Enterocoques dont 85,71%
des souches sont résistantes a la Céftriaxone et 76,19 % a la Cefotaxime.

Par contre, la Pencilline G a une activité faible sur les cocci avec

92,86% des souches de S. aureus Méthi-résistantes a cet antibiotique
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I11.1-2) Les bacilles

Tableau XIV: Pourcentage de souches résistantes aux
antibiotiques pour les bacilles 2 Gram négatif

Souches Nbre de souches| CRO | CUR| AUG| CTX| CAZ
Klebsiella 19 10,53 0]52,63 | 5,26 5,26
Salmonella 17 0]29,41|8235]| 5,88 5,88
P. aeruginosy 10 10 0| 100 20 0
P. mirabilis 7 28,57 | 42,86 | 100 | 28,57 | 46,86

E. coli 10 20 60| 100 20 20,8

L'association Amoxicilline + acide clavulanique (AUG) est inactive
sur les souches de Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis et
Escherichia coli.

De méme 82,35 % des souches de Salmonella et 52,63 % des
souches de Klebsiella sont résistantes a cet antibiotique.

60 % des souches de Escherichia coli sont résistantes a la
Céfuroxime.
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I11.2) Résultats globaux

I11.2.1) Fréquence des B lactamases

I11.2.1.1) B lactamase & spectre étroit

Tableau XV: Réparlit{ion globale des B lactamases

B Iactamasg Pénicilline Céphalosporinase P+ C

Nbre % |Nbre % | Nbre %o Nbre| %
Cocci n = 88 53 71:59 16| 25,39 9 14,28 38 | 60,32
Bacilles n = 63 55| 87,30 15| 27,27 26 47,27 14 | 25,45
Total n = 151 118 78,14 31| 26,27| 35 29,66 52| 44,07

P : Pénicillinase
C : Céphalosporinase

Dans 78,14 % des souches de notre étude, nous avons détecté des
béta-lactamases ce qui nous fait supposer une prédominance de ce mécanisme
dans la résistance bactérienne aux B lactamines.

Il convient de rappeler cependant que les différentes méthodes que
nous avons utilisées nous ont permis de détecter des B lactamases
plasmidiques (et non chromosomiques).

Les B lactamases ont été plus fréquemment retrouvées chez les

bacilles (87,30%) que chez les cocci (71,59%) avec la répartition suivante :

- 26,27 % des souches sécrétant une pénicillinase ;
- 29,66 % des souches sécrétant une céphalosporinase.
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Il ressort de ces résultats que 52 souches soit 44,07 % donnent des
des reactions positives avec les substrats pour la Penicillinases et la
Cepholosporinases.

Dans 21,85 % des souches, nous n'avons pas détecté des B lactamases ce
qui nous fait avancer les explications suivantes : soit ces souches secrétent
d'autres enzymes que les B lactamases plasmidiques, soit leur résistance aux
antibiotiques admet d'autres mécanismes.

Nous avons noté une faible prédominance des Pénicillinases chez
les bacilles (27,27 %) et des Céphalosporinases chez les Cocci (25,30 %).

La double réactivité des souches aux substrats de la Pénicillinase et a
celle de la Céphalosporinase est prédominammant observée chez les cocci
(60,52 %)
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I11.2.1.2) B lactamase a_ spectre élargi

Au total, il ressort de nos résultats que le nombre de souches chez
lesquelles nous avons observé une image de synergie par la méthode utilisée
représente 15,09 % du nombre total de souches testées (soit 54).

La répartition est notée sur le tableau XVI.

Tableau XVI : Répartition des B lactamases
a large spectre

Espece Fréquence Base a large spectre %
Klebsielle 19 1 5,26
Salmonella 17 5 29,41
E. coli 10 2 20
Proteus 7 1 14,28
Total 53 9 15,09

- Chez les Klebsielles, nous avons observé une synergie entre
I'Acide Clavulanique + Amoxicilline et la Céfotaxime. La Klebsielle en
question est une Klebsiella oxytoca.

- Chez les Salmonelles, 5 BLSE sont détectées. Cependant, ici, nous
avons observé l'image de synergie entre I'Amoxiciline +1'Acide Clavulanique
et la Céfazoline qui est une Céphalosporinase de 2e génération.

- Pour Escherichia coli, deux images de synergies sont observées
entre I'"Amoxicilline + ac. clavulanique et la Ceftriaxone et la Céfotaxime.

- Une souche de Proteus mirabilis présente une synergie avec le
Sulbactam et Céfotaxime.




Tableau XVII : Nombre des résistances déterminées en antibiogrmme standard

chez les souches produisant une B lactamase a large spectre

Espeéces CFP CRO CZ AUG CTX CAZ CUR
Klebsielle (n = 1) 0 0 0 1 0 0 0
Salmonelles (n = 5) 2 1 1 5 1 ] 5
E. coli (n=2) 0 0 0 0 0 0 2
Proteus (n = 1) 0 0 0 1 0 0 0
Total (n =9) 2 1 1 7 1 | 7
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I111.2.2)_ Positivité des tests

Tableau XVIII : Positivité des tests

Pourcentage de Cocci n =88 Bacilles n = 63 Total n = 151
positivité des tests

Acidimétrie 50,79

lodimétrie 49,21

Ampicilline 52,38 34,54 44 .09
Céfinase 69,84 92,73 80,51
Céfazoline 61,90 50,91 56,78

Il ressort de ce tableau que I|'Acidimétrie, l'lodimétrie et
I'Ampicilline donnent des résultats comparables chez les Cocci soit
respectivement 50,79; 49,21 et 52,38 % de positivité.

Avec la Céfinase la positivité est plus élevée chez les bacilles (92,73 %)
que chez les Cocci (69,84 %).

La différence dans la positivité des Cocci et des bacilles est moins
marquée lorsque nous considérons les résultats de la Céfazoline (Voir figure 9).



55

B Coccin=88  [Bacilles n = 63

Acidimétrie [odimétrie

Fig. : 9 Positivité des tests chez les cocci et les bacilles

Ampicilline

Céfinase

Céfazoline
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I11.3) Répartition des Blactamases

*  Chez les

Tableau XIX :

en_ fonction des souches

Coccl

Pourcentage des B lactamases en fonction

des especes chez les Cocci

Souches Nombre de Pénicillinase | Céphalosporinase P +
f3 lactamases

S. aureus n = 28

Méthi R 21 9.52 4,76 85,71

S.aureus n= 15

Méthi S. 14 7,14 7,14 85,71

S. epidermidis

n= 15 4 50 0 50

Streptocoques

n=16 12 41,66 33,33 25

Enterocoques

n=2l 12 50 25 25

Total n = 88 63 25,39 14,28 60,32

P : Pénicillinase

C : Céphalosporinase

Le plus grand pourcentage de  lactamase (plasmidique)
a été détecté chez Staphylococcus aureus méthi-sensibles (93,33%)

Les souches de Staphylococcus aureus méthi-sensible ont présenté
14 soit 93,33 % de B lactamases, suivies des Streptocoques et
Méthi- (75 % chaqu'une) puis des Entérocoques (57,14 %) et enfin des
Staphylococcus épidermidis (50 %).

Nous noterons les pourcentages élevés de souches donnant des
reactions positives croisées dans la détection des deux deux types de B

lactamases notamment chez les Staphylocoques.

des S.aureus
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* Chez les bacilles

Tableau XX : Pourcentage des B lactamases en fonction
des espeéces pour les bacilles

Fréquence B lactamase Pénicillinase | Céphalosporinase | P+ C
Klebsielles n = 19 19 100 10,53 63,16 26,31
Salmonelle n = 17 12 70,59 0 100 0
P. aeruginosa n = 10 7 70 28,57 57,14 | 14,28
P. mirabilis n = 7 7 100 14,28 42,86 42,86
E.coli n=10 10 100 0 50 50
Total n = 151 55 78,14 9,09 65,45 25,45

P : Pénicillinase
C : Céphalosporinase

Nous avons surtout détecté des Céphalosporinases avec une
prévalence élevée chez les Salmonelles (100 %), Pseudomonas aeruginosa
(57,14%), E. coli (50 %) et Proteus mirabilis (42,86 %).

Quant aux Klebsielles, elles ont sécrété moins de Pénicillinase
(10,53 %) que de Céphalosporinase (63,16 %).

La combinaison pénicillinase + céphalosporinase a été plus
fréquemment rencontrée chez E. coli (50 %).
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I11.4) Fréquence des B lactamases et sensibilité

aux B lactamines

I11.4.1) Chez les souches sécrétant une Pénicillinase

Tableau XXI: Répartition des souches résistantes en
fonction de la Pénicillinase sécrétée

Pourcentage de résistance

B lactamase CRO CTX CAZ CUR | PEN |AUG
Pénicillinase a HN
n=>54 20,37 20,37 | 10,52 10,52 (64,81 |37,04
Pénicillinase a BN
n=29 41,38 41,38 | 27,59 10,34 144,83 | 17,24
Pase négatif n = 68 15,29 27,94 | 20,59 | 45,59 116,76 |24,41

Nous avons séparé ici le cas des souches sécrétant une penicillinase
a haut niveau de celui des souches produisant une pénicillinase a bas niveau.

Nous constatons a partir de ces résultats que :

- les germes sécrétant des pénicillinases a haut niveau ont une
résistance élévée a la pénicilline G (64,81 %) et a l'association Amox +
Acide Clavulanique (37,04 %).
Les Céphalosporines montrent une meilleure activité sur ces germes avec
seulement 20,37 % de résistance a la Céftriaxone et la Céfotaxime ; 10,52 %
de résistance a la Ceftazidine et a la Céfuroxine.

- chez les souches ol nous avons détecté des Pénicillinases a bas

niveau, la sensibilité a la Pénicilline G est meilleure que celle des germes a
haut niveau (50%).

Il en est de méme avec l‘AugmentinR (Ac clavulanique + Amoxicilline).
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Par contre nous constatons la résistance vis-a-vis des Céphalosporines est
plus élevée chez les souches sécrétant une Pénicillinase a bas niveau.

L'interprétation de ces résultats doit tenir compte de la sécrétion
probable par certaines souches des deux types de B lactamase.

Chez 68 souches, soit 45,03 %, nous n'avons pas détecté de B
lactamases ; néanmoins nous avons noté en plus une résistance dans 24,41%
des souches a l'association Amoxicilline + Acide clavulanique et dans 16,76 %
a la Pénicilline G.
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I11.4.2) Chez les souches sécrétant
une Céphalosporinase

Tableau XXII : Répartition des souches résistantes en fonction

de la Céphalosporinase sécrétée

Pourcentage de résistance

B lactamase CRO CTX CAZ CUR | PEN |AUG
Céphalosporinase
a HN n=35 40 42,86 | 34,28 | 68,57 |37,14 60
Céphalosporinase
a BN n =29 25 19,23 | 26,93 19,23 (44,23 | 55,77
Céphalosporinase
négatif n = 64 25 20,31 0 | 39,06 [11,19 2,68

* Les souches sécrétant des Céphalosporinases a haut niveau ont présenté
une résistance élevée a la Céfuroxime (68,57 %).

La Céftriaxone et la Céfotaxime ont une action comparable sur ces
souches (respectivement 40 et 42,86 % de résistance).

Quant aux Pénicillines, la Pénicilline G a une activité assez
importante sur ces souches avec cependant 37,14 % de résistance alors
qu'avec l'association Ac-clavulanique + Amoxicilline, la prévalence des
germes résistants est de 60 % chez ces souches.

* Chez les souches sécrétant une Céphalosporinase a bas niveau, nous
avons noté une résistance a l'association Acide-clavulanique + Amoxicilline
(55,77 %) a la Pénicilline G (44,23 %), a la Céftriaxone (25 %) , a la
Cefotaxime et a la Céfuroxime (19,23 %).

Dans l'ensemble, ces différents antibiotiques testés ont une activité
plus élevée chez les souches produisant une Céphalosporinase a bas niveau a
l'exception de la Pénicilline.

Il ressort de ces constatations que les germes sécretent une
Céphalosporinase en plus de leur résistance aux Céphalosporines, résistent
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aux Pénicillines comme la Pénicilline G et l'association Acide-
clavulanique + Amoxicilline. Ce phénomeéne peut étre attribué a une
sécrétion par ces souches a la fois de deux types de B lactamases
ou au fait que les Céphalosporinases ont un champs d'action qui s'élargit
aux Pénicillines.

Ces souches sont dans leur totalité sensibles a la Céftazidime, ce
qui nous fait supposer que la sécrétion de Céphalosporinase soit le seul
facteur incriminé dans la résistance a cette Céphalosporine de 3e génération.

Les souches Céphalosporinases négatives restent résistantes a la
Céfuroxine dans 39,06 %, a la Céftriaxone dans 25 % et a la Céfotaxime :
20,31 % de résistance.
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II1.5) Positivé des tests

II1.5.1) En fonction des espéces

Tableau XXIII

: Fréquence des tests positifs

pour chaque espéce

Cefazoli

Blase | Acidimétrie| Ilodimétriel Ampicilline| Cefinase

S. aureus

Méthi R n = 28 21 57,14 80,95 61,90 90,48 57,1¢
S. aureus

Méthi Sn= 15 14 64,28 85,71 35,71 92,86 85,7
S. epidermidis

n=238 4 75 50 TS 50 7
Streptocoques

n=16 12 33,33 31,12 8,33 8,33 16,6¢
Enterocoques

n=21 12 33,33 33,33 41,66 3333 5(
Klebsielle n = 19 19 31,58 57,89 15,7
Salmonelle n = 17 12 0 50 2
P. aeruginosa

n=10 10 30 40 4(
Proteus n = 7 ) 100 100 57,1¢
E. colin=10 10 40 60 3

- Avec les S. aureus Méthi Résistantes, la Céfinase donne plus de
positifs (90,48 %) suivi de ITodimétrie. Le test a I'Ampicilline donne des

valeurs comparables avec celui de I'Acidimétrie et de la Céfazoline.

- Chez les S. aureus Méthi sensibles tous les tests donnent de bons
résultats a l'exception du test a I'Ampicilline avec lequel seulement 35,71 %
des souches sont positives.
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- La Céfinase, I'Acidimétrie et la Céfazoline sont plus sensibles
chez les S. epidermidis (75 % de positivité) que les tests a2 I'Ampicilline et
I'lodimétrie.

L'Acidimétrie a la méme sensibilité chez les Enterocoques et les
autres Streptocoques (33,33 %) . La positivité du test a la Céfazoline est
légerement plus faible chez les Streptocoques (50 %) que chez les
Enterocoques (41,66 %). ,

Les résultats des autres tests sont meilleurs chez les Streptocoques.

- Chez les bacilles 2 Gram négatif
Avec les salmonelles, aucune souche n'est positive par le test a I'Ampicilline.

Pour P. aeruginosa, la Céfazoline et la Céfinase ont la méme sensibilité vu le
nombre de souches positifs.

100 % des souches sont positives par le test a 'Ampicilline et la Céfinase chez
Proteus mirabilis, alors que la Céfazoline n'est pas positive dans 57,14 % dans
cette espece.

Chez les E. coli, nous avons retrouvé 60 % de positivité par la Céfinase,
40 % par le test a I'Ampicilline et 30 % avec le test a la Céfazoline.

Chez les Klebsielles, la fréquence de détection des B lactamases est plus
élevée lorsque nous utilisons la Céfinase (57,89 %) (Voir Figures 10 et 11).
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I11.5.2) En fonction de la B lactamase détectée

111.5.2.1) Chez les souches sécrétant
une_Pénicillinase

Tableau XXIV : Fréquence cumulée de la positivité chez
les souches sécrétant une Pénicillinase

Cocci (88) Bacilles (63)
Nbre 63 55
B lactamase I B
% 71,59 87,30
Nbre 54 29
Pénicillinase e e
%o 85,71 52,72
Nbre 44
Iodimétrie  ------pocmmcmccananan- R
% 81,48
Nbre 31
Acidimétrie | semmemmmm e
% 57,41
Nbre 30 19
AMPI | e
% 55,55 65,52
Nbre 38 14
Céfinase @ | m-memmmmmmmemeae- frmm e
%o 70,37 48,27
Nbre 31 9
Céfazoline |  cemmmmmmmmm e
% 57,41 31,03

L'lodimétrie apparait plus sensible que |'Acidimétrie et
I'Ampicilline chez les souches qui sécrétent une Pénicillinase.

Chez les souches sécrétant une Pénicillinase, la Céfinase est plus
sensible que la Céfazoline chez les Cocci comme chez les bacilles. La
fréquence élevée de la positivité de ces deux tests peut s'expliquer par la
production des deux types de B lactamase ou par une réaction croisée.



Tableau XXV: Répartition de la positivité des tests en fonction des espéces

(pour les souches sécrétant une Penicillinase)

Espéces B lactamase| Penicillinase | lodimétrie | Acidimétrie Ampicilline Cefinase Cefazoline

Nbre N %| N % | N % | N % | N % | N %
S. aureus Methi R 21 201 9924 | 18| 85,71 12 60 13 65 18 85,71 |11 )
S. aureus Methi S 14 13 | 92,86 12| 9231 9] 64,28 51 3571 121 9231 |11 7857
S. epidermidis 4 4 100 2 50 3 75 3 75 2 50| 3 75
Streptocoque 12 8 | 66,66 7 87,5 4 50 7| 87,50 7| 87,50 | 5 [62,50
Enterocoque 12 9 TS5 4| 4444 4| 44,44 5| 5555 3| 3333 | 6 |6666
Klebsielle 19 17 | 8947 - - - - 8| 47,06 4| 2329 | 2 |11,76
Salmonelle 12 0 0 = - - - - - . s = -
P. aeruginosa 10 3 30 - - - - 3 100 2| 66,66 | 2 |66,66
Proteus 7 41 57,14 - - - - 4 100 3 75 1 25
E. coli 17 5] 2941 - - - - D 100 5 100 | 3 60
Total
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¥ Les Cocci

Chez Staphylococcus épidermidis la fréquence de détection des 8
lactamases positives est plus élevée avec I'Acidimétrie (75 %) qu'avec
I'lTodimétrie (50 %) contrairement aux autres Cocci.

L'Ampicilline donne un pourcentage de positivité comparable a
celui de 1'Acidimétrie pour S. aureus Méthi-résistantes, S. epidermidis et les
Entérocoques. Avec les méthi-sensibles elle apparait moins sensible vu le
nombre réduit des souches positives.

Quant a la Céfazoline, elle détecte plus de B lactamases chez les
souches de S. aureus Méthi-sensibles produisant une Pénicillinase (78,57 %).
Ce résultat peut s'expliquer par le fait que 85,71 % de ces souches donnent
des réactions positives dans la détection d'une Pénicillinase et d'une
Céphalosporinase.

De méme chez les Staphylococcus épidermidis 75 % des souches
sont Céfazoline positive alors que 50 % sécretent les deux types de B
lactamases. Ceci nous fait supposer une sensibilité des Pénicillinases sécrétées
par ces souches au substrat Céfazoline.

Chez les Entérocoques et les Streptocoques sécrétant une
Pénicillinase, le test a la Céfazoline donne des résultats élevés
(respectivement 62,50 et 66,66 %)

* Les bacilles

Avec les bacilles a Gram négatif, nous avons choisi I'"Ampicilline
comme seul substrat dans la détection des Pénicillinases, ce qui explique que
toutes les souches sont en méme temps Pénicillinase positive et Ampicilline
positive.

La Céfinase donne des pourcentages de détection élevés.

Pour la Céfazoline, 66,66 %, des souches de Pseudomonas
aeruginosa et 60 % des souches de Escherichia coli sont positives.
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L'Ampicilline, la Céfinase et la Céfazoline donnent beaucoup plus
de positifs chez les cocci que chez les bacilles du méme type.

Nous constatons que la Céfinase et la Céfazoline sont les tests les
plus sensibles.

L'lodimétrie est positive avec 35 des 47 Cocci Céphalosporinase
positive. L'Acidimétrie et I'"Ampicilline respectivement 26 et 27 souches.
Cette positivité des tests ayant comme substrat une penicilline chez les
souches productrices de Céphalosporinase, nous fait avancer la possibilité de
réaction croisée.



Tableau XXVII : Répartition de la positivité des tests en fonction des espéces

(pour les souches sécrétant une Céphalosporinase)

Espeéces B lactamasg Céphalosporinasq Iodimétrie | Acidimétrie Ampicilline Cefinase Cefazoline
N %| N % | N %|N % N % | N Yo
S. aureus Methi R 21 19 | 67,86 12| 63,16 16| 76,19 12| 63,16 19 100 |12 163,16
S. aureus Methi R 14 13 | 86,66 9| 64728 12, 9231 5| 3846 13 100 [12 192,31
S. epidermidis 4 2 25 2 50 2 50 2 50 2 50| 2 50
Streptocoque 24 12 | 32,43 3 25 5| 41,16 8| 66,66 10| 83,33 | 7 (58,33
Klebsielle 19 17 | 89,47 - - - 5| 2941 17 100 | 4 |23,53
Salmonelle 12 12 | 70,59 - - - 0 0 12 100 | 7 |5833
P. aeruginosa 10 6 60 - - - 2| 3333 6 100 | 5 |83,33
Proteus 10 10 100 - - - - 5 50 10 100 | 8 80
E. coli 7 6| 8571 - - - - 3 50 6 100 | 3 50
Total
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* Chez les Cocci

Les tests donnent des résultats supérieurs a 60 % de positivité chez
les souches de S. aureus Méthi-résistantes sécrétant une Céphalosporinase, le
test le plus sensible étant la Céfinase (100 % de positifs). I'lodiométrie et
I'Ampicilline donnent des réactions positives dans 63,16 % de ces souches.
La positivité de I'Acidimétrie est de 84,21 %.

Chez les souches de S. auréus Méthi-sensibles ol nous avons détecté
le pourcentage le plus élevé de Céphalosporinases.

La Cefinase est le test le plus sensible (100%).
La Céfazoline donne 92,31 % de positivité .

Avec Staphylococcus épidermidis, tous les tests donnent 100 % de
positivité, ce qui peut s'expliquer par le fait que nous avons chez toutes les
souches Cephalosporinases positives une sécrétion de Pénicillinase.

La prévalence des positifs est élevée chez les Streptocogues si nous
considérons la Céfinase (85,71 %), la Céfazoline (57,14 %). L'lodimétrie
détecte des pourcentages moins €levés de B lactamases alors que I'Ampicilline
donne 85,71 % de positivité.

Chez les Enterocoques, le Cefazoline est plus sensible que la
Cefinase (respectivement 83,33 % et 66,66 % de positivité). L'lodimétrie n'a
été positive pour aucune souche sécrétant une Céphalosporinase par contre le
test a I'Ampicilline donne 66,66 % de positivité.

Nous remarquons que pour la détection des Céphalosporinases,
I'Acidimétrie, I'Ampicilline et 1'lodimétrie donnent des pourcentages
considérables de positifs.

Nous déduisons de ce constat que les Céphalosporinases peuvent
avoir une sensibilité aux substrats utilisés dans ces tests. Nous devons
cependant tenir compte en plus du fait que chez ces souches, une proportion
importante de réaction croisées.
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* Chez les Cocci

Les tests donnent des résultats supérieurs a 60 % de positivité chez
les souches de S. aureus Méthi-résistantes sécretant une Céphalosporinase, le
test le plus sensible étant la Céfinase (100 % de positifs). |'Todiométrie et
I'"Ampicilline donnent des réactions positives dans 63,16 % de ces souches.
La positivité de I'Acidimétrie est de 84,21 %.

Chez les souches de S. auréus Méthi-sensibles oli nous avons détecté
le pourcentage le plus élevé de Céphalosporinases.

La Cefinase est le test le plus sensible (100%).
La Céfazoline donne 92,31 % de positivité .

Avec Staphylococcus épidermidis, tous les tests donnent 100 % de
positivité, ce qui peut s'expliquer par le fait que nous avons chez toutes les
souches Cephalosporinases positives une sécrétion de Pénicillinase.

La prévalence des positifs est élevée chez les Streptocoques si nous
considérons la Céfinase (85,71 %), la Céfazoline (57,14 %). L'lodimétrie
détecte des pourcentages moins élevés de B lactamases alors que I'"Ampicilline
donne 85,71 % de positivité.

Chez les Enterocoques, le Cefazoline est plus sensible que la
Cefinase (respectivement 83,33 % et 66,66 % de positivité). L'Todimétrie n'a
été positive pour aucune souche sécrétant une Céphalosporinase par contre le
test a I'Ampicilline donne 66,66 % de positivité.

Nous remarquons que pour la détection des Céphalosporinases,
I'Acidimétrie, I'Ampicilline et ['lodimétrie donnent des pourcentages
considérables de positifs.

Nous déduisons de ce constat que les Céphalosporinases peuvent
avoir une sensibilité aux substrats utilisés dans ces tests fait d'ou la
proportion importante de réactions croisées.
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* Chez les bacilles

La Céfinase reste trés sensible.

Il en est de méme avec la

Céfazoline avec l'exception des Klebsielles chez lesquelles seulement 23,53 %

sont positives.

La fréquence des souches positives avec I'Ampicilline est de 50 %
chez les Proteus et 40 % chez les Escherichia coli et P. aeruginosa.

En résumé, la comparaison entre les résultats des tableaux XXII et
XXVII nous permet de nous rendre compte de la différence de sensibilité des
tests selon qu'il s'agisse de Pénicillinase ou de Céphalosporinase.

Le tableau XXVIII matérialise cette comparaison

Tableau XXVIII : Comparaison de la positivité des tests entre
les souches sécrétant une Céphalosporinase
et celles sécrétant une Pénicillinase
Nbre de B lactamase | Acidi- | Iodi- [Ampi-| Cefi- | Cefa-
métrie | métrie |cilline| nase | zoline
Cocci n = 88 P 57,71 81,48| 55,55 70,37| 57,41
63 | e b
C 41,27 74,47/42,86] 93,62| 70,21
Bacille n = 63 P 65,52 48,27|31,03
0 T I B e
& 50 97,5 675

Nous constatons que |'Acidimétrie, |'lodimétrie et I'Ampicilline
donnent plus de positif avec les souches sécrétant une Pénicillinase.

Cependant,

elles détectent

des

pourcentages élevés

de

souches

Céphalosporinase positive, ce qui nous fait conclure soit a une réaction
croisée, soit a une hydrolyse par ces souches du substrat Penicilline.

Il en est de méme pour la Cefinase et la Cefazoline qui ont des

fréquences de positivité élevée avec les souches Pénicillinase positive (Figure

12).
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Fig. 12 : Comparaison de la posivité des tests entre les souches secrétant une pénicillinase et celles secrétant une céphalosporinase
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I111-6) Corrélation entre les tests

L'étude de la corrélation entre les résultats des différents tests nous
permet de voir I'impact de la combinaison de plus d'un test pour la détection
des béta-lactamases.

Elle nous permet aussi de comparer la sensibilité des tests.

I11.6.1) Céfinase et Céfazoline

Tableau XXIX : Corrélation entre la Céfinase et la
Céfazoline pour l'ensemble des souches

Céfinase Positif Négatif Total
Positif 58 38,41 10 6,62 68
Cefazoline| ----------- A
Négatif 37 24,50 46 30,46 83
Total 95 62,91 56 37,08 151

Il ressort de ce tableau que la Céfinase est plus sensible que la
Cefazoline car 37 % des souches qui sont révélées Céfazoline négative, la
Cefinase donne des résultats positifs alors que 10 souches seulement sont
Cefinase négative et Cefazoline positive.

Il convient de rappeler l'avantage d'utiliser les deux types de tests
dans la mesure ol I'association permet de classer la Céphalosporinase en haut
niveau et en bas niveau.

Le tableau XXX montre en détails les résultats de cette corrélation
en fonction de l'espece. Nous constatons que chez toutes les especes la
Céfinase reste plus sensible que la Céfazoline (pour les raisons déja
évoquées) a l'exception de S. épidermidis, des Streptocoques.



Tableau XXX
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: Corrélation Céfinase-Céfazoline

pour chaque espece

Céfinase + - Total
+ 12 0 12
Méthi R -t o ——--
n=128 - 7 9 16
EF | e s s e i o s o R e o
+ 11 0 11
E Méthi S e B
n=15 - 2 2 4
F __________ i S RS ) SRS
S. epider- + 2 2 4
A midis mmmmmememmmemeoan - ---
n=7 - 0 4 4
> S (R | S W OUN. | WSS N
+ 4 7 11
O Streptocoque  f----—rmmmmm e e e s Fomemmen
n =37 - 6 20 26
| R (| s = S R
+ 4 1 5
I Klebsielle] --t-- T e B
n=19 - 13 1 14
B | cesccadace Ve N (R
+ 9 0 9
E Salmonellq  --4--------cmmemee- - -- --
n=17 - 3 5 8
___________ 1 DS [FRREPNISIE SRCEVPRIISIS— —
P. aeruginosa| + ) 0 0
n=10 - 1 4 5
- 3 0 3
o VLT 1 1] 1 S SRS IS e
n="7 - 3 l 4
________________________________________ | L P
+ 8 0 8
E. coli s e
n=10 - 2 0 2
Total 151 95 56 151
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I11.6. 2) Acidimétrie Jodimétrie

Tableau XXXI : Corrélation entre 1'Acidimétrie
et 1'Todimétrie

Acidimétrie Positif Négatif Total
Positif 21 23,86 % 19 21,59 % 40
JodimEtrie| =-=mmmmmmmm o e e e e e e e e e e e
Négatif 14 1591 % 34 38,64 % 48
Total 35 39,77 % 53 60,23 % 88

Ce tableau nous montre que dans l'ensemble I'lodimétrie est plus
sensible que l'Acidimétrie, car le pourcentage de souches Acidimétrie
négative et lodimétrie positive (21,59 %) est supérieur au pourcentage de
souches Acidimétrie positive et lodimétrie négative (15,91 %).

Par contre ces deux tests donnent des résultats concordants dans 62,5 %

des cas (soit positif-positif et négatif-négatif). C'est-a-dire que chez ces souches
les résultats des tests sont identiques.

D'apreés nos résultats, s'il y a a choisir entre les deux méthodes, il
est préférable d'utiliser I'Todimétrie qui donne 45,45 % de positivité au lieu
de I'Acidimétrie (39,77 % de positivité).
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Le tableau XXXII nous donne la corrélation entre ces deux testes
pour chaque espece.
Nous notons que chez S. aureus Méthi-résistants, S. aureus Méthi-

sensibles et les Streptocoques, la constatation générale de la plus grande

sensibilité de 1'lodimétrie par rapport a I'Acidimétrie est vérifiée. La seule

exception s'observe avec les souches de Staphylococcus épidermidis.

Tableau XXXII :

Corrélation entre Acidimétrie et

Iodimétrie en fonction de l'espéce

Acidimétrie + - Total
I |S.aureusf + 10 9 19
G Yl R SUCRUNNEPRPISHE) RIS [—————
D n=28 - 1 8 9
I | - e R ] B
M |S. aureus + 8 5 13
E MEthi § ~-—mmrmmmm e e e
T - 0 2 2
R | e - -~ -t
I S.epider- + 1 1 2
E midis e T
p=7 - 2 4 6
______________________________________ R, (SR
Strep- + 2 9 11
tOCOQUES| —=====mfom == m s e e e e e o fromeemmem————
n:=235 - 6 20 26
Total 35 53 88
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[11.6.3) L'Acidimétrie et 1'Ampicilline

Tableau XXXIII : Corrélation entre I'Ampicilline
et 1'Acidimétrie

Acidimétrie Positif Négatif Total
Positif 16 18,18 17 1932 33 375
AmpICHINE | === -mmm oo b m o o b
Négatif 14 1591 41 46,99 55 62,5
Total 30 58 88

D'aprés les mémes constatations, I'Ampicilline apparait plus
sensible que I'Acidimétrie.

Les deux tests donnent 18,18% de positif-positifs et 46,99% de
négatif-négatifs.
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Tableau XXXIV: Corrélation Acidimétrie-Ampicilline
en fonction de l'espeéce

Acidimétrie + - Total
S. aureus| + 7 7 14
A Y 14 T S B ) N ——
M n=28}F - 4 10 14
P |  ccsceloccdbeocsnmn o entoasmssuan s s busssncssenasszes
| S. aureus | + 3 2 5
C Méthi S —dmmmmm e e e
I n=15 - 5 5 10
T S I e e
L |S. épider-| + 2 0 2
1 midis S S R N SIS e AT
N n="7 - 1 ' 5 6
) O R RTINS, SHUR
Strepto- | + 4 8 12
COQUES  fmmmmmmfmmmmmmmmm e s e e e e
n=37 - 4 21 25
Total 30 i 58 88

L'Ampicilline donne des pourcentages de pdsitifs'p]us élevés avec
les souches de S. aureus, Méthi-résistants et les souches de Streptocoques a
l'opposé de S. aureus Méthi-sensibles et des Staphylococcus epidermidis
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[11.6.4) L'lodimétrie et 1'Ampicilline

Tableau XXXV : Corrélation entre l'lodimétrie

et 1'Ampicilline

lodimétrie Positif Négatif Total
Positif 24 27,27 9 10,23 32 36,36
Ampicilline | —====—=m- e mm b
Négatif 21 23,36 34 38,64 56 63,64
Total 45 51,14 43 48,86 88 100

Comme dans le cas précédant, nous pouvons dire que |'lodimétrie
donne un pourcentage plus élevé de positivité (51,14%)
Le nombre de positif-positifs est de 27,27% et le nombre de négatif-négatifs
de 38,64%

En fonction de l'espece, les résultats sont consignés sur le
tableau XXXVI.
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Tableau XXXVI : Corrélation entre Iodimétrie et
Acidimétrie en fonction de l'espéce

lodimétrie + - Total
Nbre %0 Nbre % |Nbre %o
S. aureus| + P 13 46,43 1 3,57 14
A| Méthi R, --—--f--—----- S I R el S
M| n=28 - 6 21,43 8 28,57 14
;2 N RURSRUNI WS, (IO | N S WIS, SYI | S——
I |S. aureus | + 5 113833 0 0 5
C | Méthi §| --—f--—-mmm e e .
I 1n=15 - 8 | 53,33 2 113,33 10
) S T S, SOUNI | | BSSR, [ |
L |S. épider-| + 1 12,5 1 12,5 2
[ rpidis  ~=qeemeecpommcmeeae B St S
N |n=8 - 1 £2.5 5 62,5 6
E {-mmecmemee- e D TN S S S Ty
Strepto- | + 5 13,51 7 118,92 12
COQUE ==f==mmmfommmmmmmm oo e e b
=37 - 6 | 16,22 19 151,86 25

D'apres ces résultats, |'lodimétrie est plus sensible que
I'"Ampicilline avec les souches de S. aureus Méthi-résistantes, de S. aureus
Méthi-sensibles et de Staphylococcus epidermidis. Avec les souches de
Streptocoques nous observons l'inverse.
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IV.1) BETA-LACTAMASE ET RESISTANCE
BACTERIENNE

Les fortes résistances de nos souches peuvent étre attribuées a un
mécanisme enzymatique, dans la mesure ol nous avons retrouvé 78,44 %
des 151 souches étudiées secrétant une B-lactamase plasmidique.

Plusieurs auteurs ont reconnu la prédominance de ce mécanisme
dans Ja résistance bactérienne aux antibiotiques (1, 10,16,31).

En accord avec les résultats de I'étude de Fukatsu et coll (26), nous
avons noté une prédominance de la production de B-lactamase chez les
bacilles a Gram négatif par rapport aux cocci.

Tableau XXXVII : Pourcentage de B lactamase

Auteurs FUKATSU (26) Notre étude
Cocci 34 % 71,59 %
Bacilles a Gram négatif 76,3 % 87,30 %

La méme étude fait état comme la natre de la prévalence des
Pénicillinases chez les bacilles a Gram négatif.

En ce qui nous concerne, nous avons réparti les Pénicillinases et
Céphalosporinases en haut et bas niveau,

En outre nous avons observé chez 44,07% des souches des réaction
croisées Fukatsu (26) avait trouvé 25,4 %.

Ces résultats justifient en partie la multi-résistance des souches que
nous avons testées.

Le pourcentage non négligeable (21,87 %) de souches chez
lesquelles une B-lactamase plasmidique n'a pas été détectée nous fait
incriminer d'autres mécanismes dans la résistance que nous avons observée
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(18) a savoir la sécretion d'enzymes  autres que les B-lactamases
plasmidiques, l'altération des cibles membranaires ou la modification de la
perméabilité de la cellule bactérienne.La résistance peut &tre due également a
d'autres béta-lactamases non détectées par les tests utilisés

IV.1.1) Chez les cocci

Staphylococcus aureus : la littérature fait état de la production par

un grand nombre de souches d'e S. aureus de B-lactamase (16).

Nous avons détecté 93,33 % des B-lactamases plasmidiques chez les
Méthi-sensibles et 75 % ch!ez les Méthi-résistantes. Ces résultats sont
superposables avec ceux de GEYID (27) qui nous donnent 81 % et 62 %
respectivement. |

Chez les Méthi-Résistantes, le nombre de B-lactamases détecté est
inférieur a celui des S. aureus Méthi-sensibles ; nous en déduisons que la
Méthi-résistance et la sécrétion de B-lactamase plasmidique ne sont pas
positivement correlées canformément aux affirmations de Shoji S. (57)

D'autres enzymes de types "Méthicillinase" seraient mis en jeu dans
la résistance a la Méthicilline de méme qu'une modification de la PLP 2a
(7,29).

Concernant la spécificité des B-lactamases les souches de S. aureus
Méthi-résistantes produisent plus de Pénicillinase et en méme temps sont
moins sensibles a la Pénicilline G et plus sensibles ‘a l'association
Amoxicilline + Acide Clavulanique.

L'inhibiteur associé a I'"Amoxicilline a donc neutralisé une partie
des Pénicillinases des S. aureus Méthi-resistantes alors que chez les Méthi
sensibles dont 46,67 % sont resistantes a cette association, l'acide
clavulanique serait moins efficace sur les Pénicillinases sécretées. (27)

Pour S. aureus les Céphalosporinases sont plus fréquentes chez les
Méthi-sensibles que chez les Méthi-résistantes d'ou la plus grande résistante
aux Céphalosporines de 3e génération des premiéres (60 % pour la
Céftriaxone et 26 % pour la Céfotaxime).
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En 1992, Salmah (52) a rapporté une forte résistance des S.
aureus a la Pénicilline G, a I'"Ampicilline et a la Carbénicilline en rapport
avec une forte production de beta-lactamase.

Staphylococcus epidermidis_ : parmi les cocci, c'est l'espéce chez
laquelle nous avons détecté le pourcentage le plus faible de B-lactamase (50%).

Du point de vue de leurs caracteres ces souches présentent une
forte résistance a la Pénicilline G et une grande sensibilité a I'Amoxicilline +
Ac. clavulanique.

Malgre un fort pourcentage de Céphalosporinases, l'activité des
Céphalosporines de 3e génération testées reste élevée méme si nous avons
observé une résistance dans 27,5 0% de ces souches a la Céftriaxone et dans
25% a la Cefotaxime.

Les Streptocoques :

Les Enterocoques présentent moins de résistance aux Pénicillines
que les autres cocci étudiés alors qu'ils sont les plus résistants a la
Céftriaxone et a la Céfotaxime. Les fortes résistances aux Céphalosporines de
3e génération nous préoccupent d'autant plus que méme si 57,14 % des
souches ont produit une B-lactamase, les Céphalosporinases ne représentant
que28,57 %.LECLERCQ(33) a deja signalé la forte resistance des
Enterocoques vis-a-vis de ces antibiotiotiques

Nous signalerons la particularité des entérocoques d'associer une
résistance aux aminosides a une production élevée de B-lactamase. La raison
est que les 2 phénomenes cités sont associés a un méme plasmide qui est
transférable. (35)

Avec les autres Streptocoques 75% des béta-lactamases ont éte détectées mais
les résistances aux Penicillines restent peu élevées alors que 75% des souches
resistent a la Céftriaxone et 37,50% a la Céfotaxime.



86

IV.1.2) Les bacilles 3 Gram négatif

IV.1.2.1. Spectre étroit

Toutes les souches sélectionnées de Klebsielles , Proteus et
Escherichia coli produisent des B-lactamases plasmidiques, d'aprés nos
résultats ce qui met en évidence l'importance de ces enzymes dans les
résistances observées avec ces souches.

Le pouvoir inhibiteur de I'Acide clavulanique est a reconsidérer
dans la mesure ol nous avons une proportion inquiétante de résistance face a
l'association Amoxicilline + Acide clavulanique qui nous fait croire que cet
inhibiteur n'améliore que faiblement l'inefficacité décrite de 1I'Amoxilline
sur les bacilles a Gram négatif. (13,30,40) Cependant, la résistance a
I'"Amoxicilline + Ac clavulanique peut avoir comme support une résistance
naturelle.

Pour les Céphalosporines, les plus grandes résistances s'observent
avec la Céftriaxone alors que la Céfotaxime et la Céftazidime semblent avoir
la méme activité élevée .(50,61)

La production en grande quantité de Céphalosporinase de bas
niveau (68,42 %) qui n'ont pas réduit significativement l'activité des
Céphalosporines de 3e génération peut justifier cette bonne activité de la
Céfotaxime.

D'autres auteurs ont décrit la résistance a la Ceftazidime en rapport
a une production de béta-lactamase .(48)

La production par toutes les souches de E. coli de
Céphalosporinase est un bon argument pour expliquer leur forte résistance
face aux Céphalosporines de 3e génération (48). Dans d'autres études, c'est la
production de B lactamase a large spectre (56) ou le phénotype pénicillinase
haut-niveau décrit par Jarlier (32) qui sont incriminés pour les E. coli.

Les Salmonelles de notre étude se caractérisent par 82,35 % de
résistance a l'association Amoxilline /Ac-clavulanique alors que nous n'avons
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Les souches produisant des BLSE présentent des diameétres
d'inhibition trés réduits aux céphalosporines de 2e et 3e génération qui
signifient que leur niveau de résistance est peu élevé ; le test de synergie
permet de déceler la sécrétion des BLSE chez les souches qui risquent d'étre
considérées comme sensibles d'ou l'interét de cette recherche.

Nous avons trouvé en accord avec la littérature que toutes les
BLSE détectées sont des céphalosporinases et SIROT ( 58) les classe en
céphalosporinase inductible et en céphalosporinase constitutive.

Nos souches présentent les caractéristiques suivantes : résistance
totale a I'Ampicilline, sensibilité a la Céfotaxime et a la Céfazoline et a
I'Imipenem sauf une souche de Salmonella qui résiste a la Céfazoline.

Ce phénomene a été décrite par SIROT pour les entérocoques qui
produisent des BLSE de type céphalosporinase inductible.

Sur les 9 souches ayant produit une BLSE, les 8 ont été identifées
avec I'Ac. clavulanique ce qui confirme que cet inhibiteur est le plus efficace
sur de tels d'enzymes ( 50,58).

La prédominance des BLSE chez les Salmonelles doit servir de
sonnette d'alarme d'autant plus que jusqu'a présent une prépondérance de ce
mécanisme a été surtout décrite pour les Klebsielles ( 43) et les E.coli (56).

Déja, en 1992 Sarr ( 53) avait décelé 8% de sécrétion de BLSE
chez les Salmonelles.

I1V.2) Corrélation des Méthodes de détection en fonction

des souches bactériennes

Nous avons choisi une des rares études effectuées sur la
comparaison entre un aussi grand nombre de méthodes rapides de détection
des B lactamases.






90

de Pénicillinase plasmidique mais surtout chromosomique de type OXA-1.
Enfin un autre argument pouvant étre retenu comme cause du manque de
sensibilité de ce test chez les Salmonelles c'est la forte secretion de B-
lactamase a large spectre dont nous avons déja parlé. Nous devons noter
également la faible positivité de I'Ampicilline pour les Klebsielles et E. coli.
Pourtant, une étude réalisée en Tunisie (6) reléve la faible sensibilité de ces
espéces a I'Ampicilline. On s'attendait a ce que les B-lactamases hydrolysent
plus I'Ampicilline.

I1V.2.4) La Céfinase

Conformement a nos resultats, elle est reconnue sensible par
plusieurs auteurs (23,59). Nous avons noté dans notre étude qu'elle présente
une plus grande sensibilité pour S. aureus que ne l'est I'Acidimétrie.

IV.2.5)La Céfazoline

Elle apparait moins sensible que la Céfinase mais elle a l'avantage
d'eétre plus spécifique dans la détection des Céphalosporinases, la Céfinase
pouvant €tre positive dans certains cas en présence d'enzyme autre que la B-
lactamase (59) en plus des possibilités d'interférence avec d'autres produits
comme |l'albumine que contiendrait le milieu de culture .(20)

Chez S. aureus Méthi-sensibles, la Céfazoline donne des résultats
sensiblement identiques a ceux de la Céfinase nous en déduisons que cette
méthode est tres sensible avec S. aureus. Il en est de méme avec les
Streptocoques et Pseudomonas aeruginosa.

Chez Proteus mirabilis, S. aureus Méthi-résistant et les
Escherichia coli, la Céfazoline est beaucoup moins sensible que la Céfinase.

Nous avons constaté donc que les tests ont des sensiblités variables
en fonction des espeéces. En plus, ils permettent de distinguer les
Penicillinases des Céphalosporinases.

Cependant des substrats destinés a I'hydrolyse par l'une des enzymes peuvent
étre attaqués par l'autre.
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