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Introduction

INTRODUCTION

L'utilisation massive et parfois abusive des awtiljues, et degi-lactamines en

particulier, en ville comme a I'hépital, a modifiénsidérablement I'écologie bactérienne.

En réponse a la pression de sélection par lesiatigise, les bactéries ont développé,
tant sur le plan biochimique que génétique, de memb mécanismes lui conférant une
résistance aux conditions hostile ainsi qu’une @wh génétique par le biais des transferts
horizontaux. Ces bactéries combinent notammentnag@&sanismes qui leur permettent de
résister simultanément a diverses polluants (plusielasses d’antibiotiques, métaux lourds
désinfectants...etc) et de devenir ainsi multirésists

Dans I'environnement marin, la présence de bastép@hogénes résistantes aux

antibiotiques appartenant a la famille des Entétiisemceae est particulierement inquiétante.

Cette résistance est due a une pollution microgigiee d’'une part et a la présence
d’antibiotiques dans [|'écosysteme aquatique d’ungrea part. En effet, les résidus
d’antibiotiques peuvent persister dans le sédirnantlans le milieu aquatique pour plusieurs
mois aprés leur administration et peuvent affdetdlore bactérienne du sédiment et entrainer

le phénoméne d’antibiorésistance chez ces bacti€snvironnement.

Les béta-lactamines sont la famille la plus largemasilisée, ceci s’explique par leur
diversité, leur efficacité et leur faible toxicitd.es mécanismes de résistances a ces

antibiotiques se sont énormément développés as desrannées :

En Algérie, plusieurs études épidémiologiques aiét ®enées sur les bactéries
cliniques résistantes aux antibiotiques. Cependang peu de données sur la résistance chez
des bactéries isolées de l'environnement. Ce phénende résistance est une réalité
écologique dont les conséquences sur la santéigpabiommencent a étre pergue a travers
implication directe des bactéries de I'environrearhdans les infections et indirectement en

tant que réservoir de genes grace aux elémentsigéesemobiles.

Ce travalil s’inscrit dans le cadre d'un projet @eherche sur la prévalence de la
résistance des bactéries de I'environnement marnaatibiotiques. Il a pour objectifs de
faire le point sur la résistance aux antibiotiqdes bactéries isolées de I'eau de mer dans
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différentes stations et de contribuer a la carsetion des mécanismes de résistance aux

bétalactamines. Pour se faire nous avons adoptaresuivant :

+ Caractérisation physico-chimique et microbiologigu#es eaux
prélevées.

% Prévalence de la résistance a AMX, CTX et IMP

+ Caractérisation phénotypigue et génotypique dédemtance a CTX et
IMP
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GENERALITES

|. GENERALITES
[.1. LES B-LACTAMINES

[.1.1. Définition

Les béta-lactamines constituent une grande famhifletibiotiques, la plus importante
par le nombre et la diversité des molécules ulileset par ses indications les plus larges que
'on puisse attribuer a une famille d’antibiotiqu€® sont des molécules d’origine naturelle
(ex : pénicilline G) ou synthétique (ex : Céphatwspes), agissant spécifiguement sur une
étape essentielle du métabolisme des bactériepaihhibition de leurs croissance (pouvoir
bactériostatique) ou, en causant directement leut (pouvoir bactéricide(Bryskier, 1999).

Toutes ses molécules sont caractérisées par lanegonstante du cydielactame

indispensable a l'activité antibiotique, associéas a des cycles et chaines latérales.

Ces antibiotiques ont une faible toxicité associaen fort mode d’action sur des protéines

membranaires dénommées protéines liant la pénei(PLP)Cavallo etal., 2004).

[.1.2. Structure et Classification

Les B-lactamines se composent de quatre groupes de umedécpénames, pénemes,
céphémes et monolactames. A ces quatre groupdautilajouter les inhibiteurs dp-
lactamases dont certaines structures sont incldges ces groupes. Sur le plan structural,
toutes les molécules de cette famille possedertyale 3-lactame, responsable de l'activité

antibactérienne (fig 1JLe Minor, 1989 ; Bryskier, 1999).

B |
g N
O/

Figure 1: Structure du cycle commytilactame(Cavallo etal., 2004).
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1.1.2.1. Les pénames

Les pénames renferment les pénicillines, les opariames et les carbapénames. Ces
composés sont constitués de trois parties, un nibyazolidine fixé sur un cyclB-lactame et
une chaine latérale sur le C6 qui permet de |dérdiicier. On distingue 7 groupes dont les
aminopénicillines  (ampicilline), les ureidopénicits (pipéracilline) et les
carboxypénicillines (ticarcilline(Bryskier, 1999).

[.1.2.2. Les pénémes

Le groupe des pénéemes renferme des molécules tynd® Il se caractérise par la
présence d’'un cycle thiazolidine attaché au c@elactame. Selon I'atome présent en position
1 (soufre, radical CH ou oxygene), on distingue respectivement: lesemp@s, les
carbapénemes et les oxapénemes. Les carbapénesseslgrd un large spectre antibactérien

incluant les bactéries a Gram positif et a GramatieBryskier, 1999).

1.1.2.3. Les céphémes

Les céphémes sont constitués d’'un nofgdactame auquel est accolé un hexa-cycle
insaturé (dihydrothiazine). Il existe plusieurs ssifications des céphémes : chimique,
microbiologique et pharmacologique. Chimiquemees, téphemes peuvent étre divisés en
trois groupes en fonction de l'atome en positiondd cycle hexa-atomique : soufre
(céphalosporines), méthylene (carbacéphémes) ayeory(oxa-1-céphémes). Chaque groupe
peut étre subdivisé en fonction de la présenceoouem 7-a d’un groupement methoxy : les
céphamycines (céfoxitine) et les céphalosporineaiesr Les céphalosporines sont
traditionnellement divisées en premiere, deuxiérrejsieme et quatrieme génération
(Bryskier, 1999).

[.1.2.4. Les monobactames

Les monolactames se caractérisent par une struttomecyclique (noyaf-lactame).
Les monobactames naturels sont de faibles agetibmetériens mais ils se caractérisent par
une trés bonne stabilité a I'action dédactamases. Le premier monolactame développé et
utilisé en clinigue est l'aztréonam qui dérive d'unonolactame naturel isolé de
Chromobacterium violaceuet possede une activité primaire sur les bactériésam négatif
(Bryskier, 1999).
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panicillings

A, |/\
u'f’,’_’““""
carbapanemes

L& cycla B-lactarna
FimB, oy R, Hin 5, Coulh
X CH
R, = GOt = HE \fm: Ry == 0 == HH -~
L —
O T CoOH Of R,

céphatosporings  ©OOH

R == CE) m HH

N
4] Hﬁﬂ,ﬂ

manobactames

Figure 2: Structure def-lactaminegGaillot, 2007).

*Les inhibiteurs def3-lactamases sont dfslactamines ayant en commun un noyau
péname ou I'atome de soufre est remplacé par umeatboxygéne pour I'acide clavulanique
(fig 3), et par un sulfure pour le sulbactam ebtamxrtam. Ces derniers ont une faible activité
bactérienne, mais ils sont intéressants par |dat péutralisant deB-lactamase¢Bryskier,
1999).

O COOH

Figure 3: Structure de I'acide clavulanig@€avallo etal., 2004)
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l.1. 3. Mécanismes d’action def-lactamines

Les béta-lactamines sont des antibiotiques quiférent avec la formation de la paroi
bactérienne. En effet, leur structure chimique gmémnt des ressemblances avec le D-alanyl-
D-alanine, leurs permet de se fixer aux protéinsit|les pénicilines (PLP) (les
transpeptidases et les carboxypeptidases), indiapéas a la formation du peptidoglycane.
L’inhibition de ces enzymes fait accumuler des préeurs du peptidoglycane qui activent le
systeme autolytique de la bactérie (la muréinedigde), entrainant ainsi sa lyse. Les béta-
lactamines n’agissent donc que sur les bactériasa@ssance(Cavallo, 2004 ; Zomahoun,
2004).

Deux étapes importantes pour I'activité antibaetéme deg-lactamines :

» Pénétration deB-lactamines : La cible ddslactamines se trouve au niveau de la face
externe de la membrane plasmidique. Chez les lestér Gram négatif, ces
molécules sont obligées de traverser la membrateznexqui constitue une barriere
hydrophobe. Cette pénétration se fait grace a daags (Omp C et Omp F). Leur
passage et la vitesse de pénétration étant fondiola taille et de la charge de la
molécule(Nikaido, 1992).

* Attachement aux protéines cibles: qui sont les .PCRlle-ci ancrées dans la
membrane cytoplasmique, sont des enzymes (trandas@s$, carboxypeptidases)
impliqués dans la synthése du peptidoglycane. idtexune grande variété de PLP

suivant les especes.

L’effet bactériostatique par inhibition de la sy&se du peptidoglycane précéde la
bactéricidie qui résulterait de I'activation deszymes autolytiques de la bactéfigryskier,
1999)
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[.1.4. Mécanismes de résistance

Pour agir, lef3-lactamines doivent atteindre leurs cibles, quitgdes PLP. Dans un
premier temps, elles doivent pénétrer a traversdmbrane externe qui est une barriere de
perméabilité présente chez les bactéries a Gramtifiéguis traverser le peptidoglycane
bactérien et I'espace périplasmique pour se liecawne certaine affinité aux PLP présentes
sur la membrane cytoplasmique et indispensables syrithése de la paroi bactérienne. A
chacune de ces étapes, la bactérie peut opposeu yntusieurs moyens de défense. Ces
meécanismes peuvent étre exprimés soit chez toetebdctéries d’'une méme espece et on
parlera d’une résistance naturelle, soit uniquensbet certaines bactéries de I'espéce et on
parlera alors d’'une résistance acquise. Ces mdwgasisie résistance aulactamines

peuvent étre de nature enzymatique ou non enzyugaffg 4)(Cavallo etal., 2004).

I a diminution de la
L altération des récepteurs permeéabilité de la membrane
empeche les antibiotiques empéche "antibiotique d entrer
de s ajuster
L antibiotique est refoulé

Antibiotique J-..“f de la cellule par la pompe

Pompe

_Antibiotigue
refoulé

-

-

L antibiotique est déecompose
par des enzvmes

Figure 4 : Mécanismes de résistances a I'antibiotifiup://reflexions.ulg.ac.be)
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1.1.5.1. Mécanismes non enzymatiques

1.1.5.1.1. Imperméabilité de la membrane externe

Chez les bactéries a Gram négatif, la pénétraties [Hlactamines, molécules
hydrophiles, a travers la membrane externe cogstitle phospholipides s’effectue a travers
les porines qui sont des canaux protéiques renafdigu. La sensibilité aug-lactamines
dépend du nombre de porines fonctionnelles. L'alién des porines par mutation est a
I'origine de résistances acquises fdbactamines, soit par une modification structuidilene
des porines essentielles, ce qui a été décrit Ehenli, soit par une diminution quantitative

des porines, qui est la situation la plus fréquente

1.1.5.1.2. Systemes d’efflux

Ces systemes agissent de la méme maniére gu’unpepmjetant les antibiotiques
dans le milieu extérieur. L’antibiotique n’arrivanpas atteindre une concentration
intracellulaire suffisante, ne peut inhiber totaggmsa cible. Le systéme d’efflux constitutif

de type (MexAB-oprM) chez le bacille pyocyaniqué esnstitué d’'un ensemble de trois

protéines (fig 5) :

+* Une protéine d’efflux qui joue un réle de transpartsituée au niveau de la
membrane cytoplasmique : MexB ;
+ Un canal protéique au niveau de la membrane extedpeM ;
+ Une protéine périplamidique de fusion qui assurdidson entre les deux
membranes : MexA.
Une mutation dans les régions régulatrices (pamele du géne MexR pour la pompe
MexA-MexB-oprM) conduit a une hyperexpression defflux (tableau 1) et augmente
I'expulsion des antibiotiques avant qu’ils ne paigtsatteindre leur cible. Les résistances ainsi

acquises sont croisées entre plusieurs classesibitiques et varient selon la nature du

systeme impliqguéCavallo, 2000).



GENERALITES

Tableau I: hyper expression des systemes d'efflux dheaeruginosaet résistance croisée
(Cavallo, 2000 ; Vedel, 2005).

Systemes d’efflux Antibiotiques touchés
MexA-MexB-oprM Béta-lactamines, fluoroquinolonesitéthoprime,
chloramphénicol, cyclines, novobiocine.
MexC-MexD-oprJ Céfépime, cefpirome, fluoroquinolengiméthoprime,
erythromycines chloramphcol, cyclines.
MexE-MexF-oprN fluoroquinolones, triméthoprime, chloramphénicol,
souvent associé a OprDcyclines, imipéneme.

Antibiotique Oprhd
"‘ = -/
j\.'I-"_"fﬂb‘fEIlE (X :I'_-:_I_:,.'-'I; ::_J‘:';1_;':'! [ :..'_ :-.3'!'.7'. s L‘;::_l'_:l:_‘.::;_
externe 4 OO ) 3sscoreescss.
” Dlem A

/

*
Espace plasmique <>

MexB

Membrane W —

nterne CoOCOC oD e e R es eSS e

Figure 5 : Systéme d'efflux chePseudomnas aeruginoglattp://www.medscape.com).

1.1.5.1.3. Modification des protéines liant la pitine

C’est un mécanisme de résistance acquis tres lamer@pandu chez les bactéries a
Gram positif, commeS. aureus, S. pneumonjaeertains Streptocoques viridansu E.
faecium et que I'on retrouve également chez certainetehas a Gram négatif, comnie
meningitidis N. gonorrhoea®u H. influenzae Ces résistances font suite a des mutations dans
les génes chromosomiques qui codent pour les PltRades ou a l'acquisition de génes
étrangers codant pour des PLP ayant peu d'affijpitér lesp-lactamines. On peut ainsi
aboutir a des altérations quantitatives et quali#atdes PLP, avec diminution d’affinité pour
les3-lactamines, ou a une substitution dans leurs fonstdes PLP cibles par une autre PLP

de moindre affinit¢Cavallo etal., 2004)
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1.1.5.2. Mécanismes enzymatiques

La production d’enzymes hydrolysant l'antibiotiqf-lactamases), constitue le
mécanisme de résistance enzymatique le plus cochaatles bactéries a Gram négatif. Les
B-lactamases sont de plus en plus nombreuses evaliées(Philippon et al.. 1989) Elles
forment un groupe hétérogéne d’enzymes d’origingtéreenne capables d’inactiver I8s
lactamines par ouverture du cycle b-lactame, siractle base commune a toutes ffes
lactamines. Elles constituent de loin le mécanitm@us répandu de résistance des bactéries
aux -lactamines et ont été a l'origine des premiersssténces acquises dées I'apparition des
antibiotiques au début des années 1(@Hyallo etal., 2004).

I.2. LES B-LACTAMASES

[.2.1. Définition

Les -lactamases sont des enzymes capables d’hydrdgsantibiotiques en ouvrant
le cycleB-lactame. Ceci va conduire a la production de éérimactifs (les pénicillines sont
dégradées en acide pénicilloique et les céphaliogsoen acide céphalosporoique). Ces

enzymes sont localisées au niveau de I'espacelg@mjmue chez les bactéries gram négatif.

Le support génétique d@slactamases peut étre chromosomique ou plasmidigee

une expression inductible ou constitutievermore, 1995; Charlier et al., 1998)
1.2.2. Mécanismes d’action def-lactamases

1.2.2.1. Hydrolyse enzymatique

Dans le cas deB-lactamases a sérine, le cyfldactame est hydrolysgelon une

réaction d’acylation entre le groupement hydroxyllal Sérine du site actif d@slactamases
(Fig 6).

10
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Figure 6: Mode d’action de§-lactamases a serilfeivermore, 1995).

Acvilatiorn

La réaction conduit a la formation d’un complexe/lanzyme transitoire qui est
rapidement désacylé permettant la libération dp-lactamine inactive ainsi que I'enzyme

intacte qui va agir en boucle en hydrolysant desitnolécules dg-lactamine(Frére, 1995).

1.2.2.2. Séquestration

Dans le cas ou I#-lactamases a une trés faible affinité pour I'aotique, les
bactéries grace a I'’hyperproduction de ces enzyp®s/ent inactivée en le séquestrant sans

hydrolyse, I'empéchant ainsi d’atteindre sa ciéidman, 1986).

1.2.3. Classification de{3-lactamases

LespB-lactamases, sont différenciées et classées sdaratactéristiques suivantes:

+ Poids moléculaire

+ Point isoélectrique,

+ Profil de substrat,

+ Profil d'inhibiteurs,

+ Structure tridimensionnelle,
+ La nature du site actif,

+ La séquence en acides ami(@mbler, 1980; Bush, 1989)
11
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Elles sont nommées selon leur substrat préféré (INDXA), leur propriété
biochimique (SHV), genes (AmpC), bactéries (PSBjiegmts (TEM), hépital (MIR), région
(OHIO) et selon leurs auteurs (HMS). Chaque enzyprésente la méme désignation en
lettre, mais possedent un chiffre différent, qui &$ecté selon I'ordre de leur description
(TEM-1, 2, 3, ..... etc.)Heritage etal., 1999 ; Handal et Olsen, 2000).

Plusieurs classifications ont été proposée poufdestamases mais actuellement les
deux classifications qui soatloptées sont : la classification fonctionnelleBdsh etal.et la

classification structurale d’AmbléBush etal., 1995 ; Livermore, 1995).

1.2.3.1. Classification d’Ambler
C’est une classification qui refléte la structuveadamentale de I'enzyme. Elle est basée
sur la séquence peptidique du site enzymatiqueunlasséquence totale du géne codant la

béta-lactamase ; elle propose quatre classes ARCavallo etal., 2004).:

+ Les classes (A, C et D) sont dites fldactamasea sérineptilisant un site actif a
sérine pour hydrolyser le cydielactame.
+ La classe B appelée classe des méfallmctamases car elle nécessite des ions

Zn®* pour leur activité.

1.2.3.2. Classification de Bush, Jacoby et Medeir(tableau 2) :

La classification fonctionnelle de Bush-Jacoby-Meme plus complete et plus
récente, refléte le spectre d’activité de I'enzyaheépartit lef3-lactamases en quatre groupes
en fonction de leur profil de substrat (pénicillirexacilline, carbénicilline, céphaloridine,
céphalosporines de troisieme génération et imipéh@nd’inhibition (acide clavulanique et
EDTA) (Cavallo etal., 2004).

12
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Tableau Il : Correspondance entre les classifications molé&eutd fonctionnelle de3-

lactamasegBarrial et Scotet, 2005).

Sl |z Inhibées par
selon
Bush- Cleeszs i Substra_ts Organismes Localisation
b d’Ambler (exemples) préférentiels Ac. .
Jacoby- clavulaniqu | EDTA
Medeiros e
. . ) ) Bacilles GRAM Chromosomique
1 C AmpC Céphalosporines négatif Plasmidique
2a A PC1 Pénicillines + - Bacterleg .GRAM Plasmidique
positif
Bacilles GRAM
TEM-1,2 Pénicillines négatif Plasmidique
2b A . ; + - . -
céphalosporines Cocci GRAM Chromosomique
SHV-1 P
négatif
- Bacilles GRAM
TEM-derivés o -
A SHV-derivés + ) négatif Plasmidique
CTX-M-1-26 Pénicillines, -
céphalosporines 3 P.aerug!nosa
2be 5 P.aeruginosa
PER large spectre et 4 * . K.oxytoca Chromosomique
GES-1 spectre étendu ’ q
OXY-1/2 (K1) } -
D OXA11,14,16.17 ) ) Acmetobapter spp Plasmidique
P.aeruginosa
E.coli,
A TEM-30-36, S ) K.pneumoniae L
2br TRC-1, SHV-49 Pénicillines E= (resistant Plasmidique
aux inhibiteurs)
PR - P.aeruginosa
2c A PSE-1.3 4 Pénicillines, + A.baumanii Variable
BRO-1-3 carbénicilline .
M.catarrhalis
2d D OXA-1-10 Pénicillines + ) Enterobacteriaceae Variable
PSE-2 cloxacilline P.aeruginosa
CepA Bacteroides sp
FPM-1 . . Proteus sp .
2e A Céphalosporines + - S.maltophilia Variable
L2 (inducible)
NMC-A +
A Sme-1-3 E.cloacae Chromosomique
Imi-1-3 S.marcescens
Pénicillines
2f KPC-1,2 céphalosporines K.pneumoniae Plasmidique
GES-2 carbapénémes
D P.aeruginosa Plasmidique
OXA-24-26,40, + . .
51, 58,7 A.baumanii Chromosomique
SPM, GIM Pénicillines Entorohactarncae
3 B céphalosporines - + Variable
L1 carbapénémes S.maltophilia
CcrA .
Bacteroides sp

13




GENERALITES

1.2.4. Types deB3-lactamases selon Ambler

[.2.4.1.Classe A

Les enzymes de ce groupe sont dgédactamases a serine de type pénicillinase et
céphalosporinase (AmpA), inhibées par I'acide darigue. Les enzymes formant la base de
la classe A sont décrites comme hydrolysant l'aitlipie, la ticarcilline et de maniére
moindre la céfalotine. Elles sont sans action sar@3G, 'aztréonam, la cefoxitine et les
carbapénémes. Elles peuvent étre chromosomiqueg-{$ldu plasmidiques (TEM-1). Ces
enzymes ont une tendance importante a évolueraggigdant leur spectre d’inhibition pour
donner des béta-lactamases a large spectre BL&ES qui hydrolysent les céphalosporines a
large spectre. Il existe également d’autres enzyapgsrtenant a la classe A mais dont la
parenté génétique est plus éloignée aux précéd@vimnardi et al., 1999 ; Livermore,
2001)

Au sein de cette classe, sont apparues de nouvmitaslactamases dont celles dites
BLSE sensibles au inhibiteur et celles qui sordistantes. C’est un groupe d’enzyme
hétérogéne qui comprend les BLSE qui dérivent del Dd SHV et les BLSE dites non TEM
non SHV(Arlet et Philppon, 2003).

1.2.4.1.1.p-lactamases a spectre élargi (BLSE)

Par définition, les BLSE (enzymes de classe A) sohibées, in vitro, par I'acide
clavulanique. Il y a donc une activité intermédigoour I'association df-lactamines avec
des inhibiteurs d@- lactamases. Elles hydrolysent la majorité [gidsctamines y compris les
céphalosporines a large spectre. Par contre, I6SEBsont sensibles aux céphamycines
(céfotétan et cefoxitine) ainsi qu’aux carbapénenizge co-résistance avec les aminosides,
les tétracyclines et les fluoroquinolones est fedde. Les bactéries possédant des BLSE sont
dites multirésistantg@rlet et Philippon, 2003)

La plus part des BLSE dérivent d’enzymes TEM ou §BWsch etal., 1995).Elles

sont le plus souvent retrouvées chiescherichia coliet Klebsiella pneumonigecependant
14
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elles ont été trouvées ch@zoteus sp Providencia sp et autres genre d’entérobactéries
(Bradford, 2001). Leur apparition s’explique par darvenue d’'une a quartes mutations
ponctuelle dans les génes de structure plasmidoqpants pour TEM et SHV, ce qui
influence la fixation et la catalyse des antibioég(Jacoby et Medeiros, 1991)Les genes
codants pour ces mutants sont présents dans aesrdéggéenétiques mobiles, facilitant ainsi

leur propagations dans les pathogénes nosocorfliatermore, 1991).

Depuis 1989, il y a eu I'apparition de nouvellegygnes plasmidiques dites non-SHV
et non-TEM avec un phénotype BLSE. (Jefactamases ont une capacité de diffusion et
d’évolution importante. Elles sont subdivisées eeuxd groupes: les ceftazidimases
comprenant les types PER, VEB, GES et les céfotas@és comprenant SFO, BES et CTX-M.
Cette derniere est la plus répondue dans le marele &lgérie(Poirel etal., 1999, Touati et
al, 2006 ; Messai eél, 2008).

*Les CTX-M

C’est des cefotaximases qui conferent un niveawedlie résistance au céfotaxime et
I'aztréonam et une sensibilité conservée a la zielitae. Certaines variantes de ces enzymes
(CTX-M15,19,16), hydrolysent également le ceftanidi efficacement, ce qui peut
compliquer leur identification phénotypiq@Badmini, 2007).C’est BLSE sont inhibées de
facon plus importante par le tazobactam que paidéaclavulanique. (Barrial et Scotet,
2006).

Elles semblent issues de la mobilisation d'une -l#teamase chromosomique de
certaines bactéries de I'environnement a sakuryvera ascorbata et Kluyvera georgiana.
Elles ont été décrites chez plusieures souchegélactéries commescherichia coli

Salmonella enterigeéSerovar typhimurium..etc.(Bradford, 2001, Poirel et al., 2002).

[.2.4.2. Classe B

Les enzymes de cette classe (IMP, VIM, SPM et Gikt)pour particularité d'utiliser
un ion métallique qui est le zinc (2N dans leur site actif d’ou leur appellation de aflet
béta-lactamases. L'acide clavulanique n’est pasaefé sur ces enzymes. Cependant, elles

sont inhibées par les chélateurs d’'ions principal@niEDTA. Ces enzymes ont une action
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dirigée contre les pénicillines, les céphalosp&i(fe3G) et I'imipénéme d’ou leur nom de

« carbapénémases ». Seul I'aztréonam reste ingeadiaction de ces enzymes.

Les métallo-béta-lactamses ont été trouvées chromigsies chez certaines souches
de [l'environnement dont les phénotypes de résistamont complexes exemple
Stenotrophomonas maltophilia (L1), Burkholdria cega BlaB Depuis une dizaine d’années,
une localisation plasmidique de ces enzymes aa@fgortee spécialement chezaeruginosa
etA. baumani(Barrial et Scotet, 2005).

[.2.4.3. Classe C

Les enzymes de cette classe hydrolysent préféilenient les céphalosporines mais
aussi les pénicillines et sont insensibles a lacadavulaniquéLe Minor, 1989). Ce sont des
enzymes retrouvees uniquement chez les bactéf@am négati{Berche etal., 1988)Elles
sont codées par le géne chromosomigogCprésent chez certaines espéces. L'expression
de ce gene peut étre constitutive.dpoli ou Shigelld ou inductible Enterobacter,

Acinetobacter, Pseudomonas, Ochromobacter..(®ta)nardi et al., 1996 ; Jacoby, 2009).

Le caractére inductible est défini par le fait daesynthése des R-lactamases est
augmentée temporairement en présence Pdactamines inductrices (Céfoxitine ou
Imipéneme) et disparait avec I'arrét de I'exposi{iavallo etal., 2004).

Ces béta-lactamases a bas niveau hydrolysent sudgsucéphalosporines (C1G,
céphamycines), les aminopénicillines seules ouc#s® a I'acide clavulanique et restent
insensibles aux carboxy et uréidopénicillines, @3G, l'aztréonam et I'MP(Vedel,
1997 ;Cavallo, 2004).

Depuis une vingtaine d’années, on a décrit la ptdo de céphalosporinases
plasmidiques chez Klebsiella pneumoniae (CMY-1 em®e et MIR-1 en Amérique). On note
actuellement 43 allele de CMY, 7 variétés de FOXyadiétés de ACC, LAT et MIR, 3
variéetés de ACT et MOX et 2 variétés de DKacoby, 2009).

Cette émergence d’'un mécanisme de résistance ttait éédit et important allait

s’amplifier et étre démontrée chez diverses espé@rgérobactéries Salmonella enterica,
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Proteus mirabilis, E. coli, E. cloacae, E. aerogené&higellaet dans divers pays ou

continents.

Le phénotype de résistance observé est similaieela d’'une céphalosporinase
chromosomique hyperproduite avec, généralementrasigtance aux C3G, une sensibilité au
meécillinam, aux C4G (cefépime, cefpirome) et a iigméme, et enfin une résistance aux
associations avec I'acide clavulanique .La majatéé souches productrices sont résistante a
la céfoxitine, a I'exception de celles productrigks 'enzyme ACC-1. Si ces enzymes en
position chromosomique sont inductibles, caractsément détecté dans I'antibiogramme
par un antagonisme entre upidactamine inductrice (imipénéme) et une C3G, lesymes
plasmidiques sont, le plus souvent constitutive&xaeption d’ACT-1, de DHA-1(Jacoby,
2009).

[.2.4.4. Classe D

C'est la classe possédant le moins d’enzymes dhigement la plus éloignée
phylogéniquement des 3 autres classes. Elle est &&térogéne avec environ 54 enzymes
qui ont moins de 50% d’homologies entre elles. €€etasse regroupe ldslactamases
appelées « oxacillinases » ou OXA pour « Oxacilldrblysing abilities ». En effet, elles sont
caractérisées par I'hydrolyse préférentielle dedaacilline et I'oxacilline.

Ces B-lactamases sont peu inhibées par l'acide clavgleniou le tazobactam. La
majorité des OXA n’hydrolysent pas les céphalosmsia large spectre, leur action est

différente de celle des BLSE. Certaines sont irdsbé vitro, par les ions Tl
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[.3. RESISTANCE BACTERIENNE DANS L'ENVIRONNEMENT :

Dans I'environnement, la présence et la persistaec& résistance bactérienne aux
antibiotiques et un phénomene en perpétuelle eigs qui concerne de facon directe la
santé publiquéKim et al., 2008).

Les bactéries hétérotrophes jouent un role prihclpas la dégradation de la matiére
organique dans le milieu mar{eming and Baross, 1993n Chelossi etal., 2009 et la
structure des assemblages de microorganismes ésstsansibles aux changements des
conditions environnementales ainsi que les nivedeita chaine trophiquéanovaro al.,
2000 in Chelossi et al.,, 2002).Cette influence apparait spécialement lorsque les
microorganismes de I'environnement sont sujets activités anthropiqueglensen etal.,
1990; Hansen and Blackburn, 199% Chelossi et al., 2002).

Une large application d’antibiotiques en médedieaine et vétérinaire, en outre
des pratiques agricoles engendrent une pressig€ldetion qui conduit sur une grande
échelle a I'évolution et la dissémination de [I&idrésistance.(Kimmerer, 2003 ;
Kammerer, 2004).

Des études récentes déemontrent clairement quedardination de genes de résistance
aux antibiotiques chez les bactéries de I'enviromer@, est une conseéquence directe de
'agriculture animaleg(Rysz et Alvarez, 2004)L utilisation des agents antibactériens dans
I'agriculture en plus des déversements des ealesus@tes et sans traitement a conduit a une
augmentation significative de bactéries résistaaies antibiotiques dans I'environnement
marin. En effet, de nombreuses études ont monteélep entérobactéries Bseudomonas
sont souvent isolées des eaux de rivieres, desieses et méme d’eau potable, et présentent
généralement des taux inquiétant de résistancaatibxiotiques(Goni-Urriza et al., 2000 ;
Messi etal., 2005 ; Kim et al, 2008 ).

Ces bactéries commensales pour la majorité, peuwgprésenter un réservoir de géenes
de résistance similaire a ceux retrouvés chezddspgenes de 'lhomm@erreten, 1997) Il
y a en fait, une évidente accumulation de transpent conjugaison et transformation
génétique de genes de résistance de la flore &dloed a la flore autochtone aquatique, ce

qui contribue significativement a I'évolution debactérie ainsi qu’a son adaptation dans des
18
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ecosystemes hostile§witte, 2000 ; McArthur et Tuckefield, 2000) Ces bactéries
résistantes peuvent passer chez 'homme par g tdéala chaine alimentaire et par le contact
avec I'environnemen(Lateef, 2005. Par conséquent, la résistance aux antibiotinaas étre
considérée comme un sérieux probleme de poll@msronnementale ou les genes vecteurs

de la résistance sont les polluants cilflygsz et Alvarez, 2004).
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Figure 7: Parcours de la transmission des bactéries régstaux antibiotiques et des genes
résistantgWitte, 2000, modifié).
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II. MATERIELS ET METHODES

[I.1. PRESENTATION DE LA ZONE D’ETUDE

L'objectif principal de notre étude a été I'évaloat et la caractérisation de la
résistance aux antibiotiques chez des bactérié&esae I'environnement marin. Notre choix
a été porté sur cing stations (fig 8) : deux daes dones qui recoivent des apports
anthropiques (la plage de la Fayette : plage atagsBuée et le point de 'embouchure du lac
de Réghaia), ainsi que trois stations dans desszumesidérées jusque la non polluées (plage
Surcouf, Ain Tagouraite et ’Anse de Kouali). Leglgvements ont été effectués entre le 05

et 12 mars 2009 aux alentour de 9h du matin.

Kilomeétres

Figure 8: Les points de prélévement sur la carte géograptdgua baie d’Alger.
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La plage de la Fayette se localise au niveau d®idamune de Ain Beniane dans la
baie d’alger. C’est une plage interdite a la baiignat déclarée polluée par le ministere de
'environnement et de la santé publique. Cette glagcoit principalement I'effluent
hospitalier de Baynéme. Une station d’épurationcesicue au niveau de cet hopital, mais

selon nos derniéeres informations, elle n’est pastionnelle.

Le deuxieme site est 'embouchure du lac de Régl@sdac est une réserve naturelle
qui a bénéficié du statut d'un sSEAMASAR en 2002. Il correspond a l'estuaire de I'oued
de Réghaia. Ce lac est alimenté par diverses soules eaux de ruissellement, les eaux
souterraines des nappes en plus des grandes geatitffluents transportées par l'oued et
ceux issus de la station d’épuration voisine qooitdes eaux usées de la zone industrielle de

Rouiba-Réghaia. A notre connaissance, la statiefiattuait qu’un traitement physique.

Nos prélevements au niveau de la station de exe8ti&in Chrob) qui est une plage
autorisée a la baignade, ont été fait au nivealaddage. Il est a signaler que c’est une
agglomération abritant une société conchylicolesbffre.

L’anse de Kouali, se situe au niveau de la baiBaeIsmail-wilaya de Tipaza, elle
est considérée comme étant I'une des plus impedate la région. Elle se localise a environ

70km a I'Ouest d’Alger. L’anse de Kouali est classéserve naturelle.

Le site de Ain Tagourait (ex-Bérard), se localisaslla baie de Bou-Ismail. C’est une
plage située a environ 2km de la ville de BouhareusOkm a I'Ouest d’Alger. C’est une
zone qui se caractérise par une activité agricadeitionnelle sans engrais chimiques
(communications des agriculteurs de la régionnetactivité conchylicole. Des rejets urbains

issue des quelques maisons du douar Mehieddinéveesgnt directement en mer.

Les deux dernieres stations (Ain Tagourait et AtseKouali) sont utilisées comme

étant des stations de référence.
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I1.2. METHODES

[1.2.1. Prélevement

Les prélevements d’eau ont été effectués dans ldesnt stériles, & 20cm de la
surface et a une distance d’environ 1m. Des mequhigsicochimiques ont été réalisées
situ a l'aide des appareillages de terrain a savarsalinité, le pH, 'oxygéne dissous et la

température.

Les prélevements ont été transportés au laboratlains une glaciere (10°C) et les

analyses ont été effectuées dans les 24h.
I1.2.2. Etude paramétrique et microbiologique

11.2.2.1. Salinité

La salinité représente la proportion des sels rainédissous dans I'eau de mer, elle
n’est pas accessible par la méthode de mesure,eftaisst déduite de la chlorinité ou de la
conductimétrie (Aminot et Chausspied, 1983). Caste derniére qui fut utilisée lors du

dosage.

L’appareil utilisé est un conductimétre de marquessgdhschaftlich Technische
Werkstatten « WTW ».

[1.2.2.2. Oxygene dissous

L’oxygéne dissous est mesureé situ également a l'aide d'un oxymeétre portable de

marque Wissenschaftlich Technische Werkstatten ¥WWT

11.2.2.3. Potentiel hydrogéne (pH)

Pour la mesure du pH, nous avons utilisé la mételetrochimique avec électrode
de verre, en utilisant un pHmetre portable de nmargiissenschaftlich Technische

Werkstatten « WTW », ayant une deuxieme électrpder la mesure de la température
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11.2.2.4. La température

La température a été mesurée en parallele avemlesappareillages précédents. Elle

est calculée a partir des trois valeurs obtenues.

11.2.2.5 Demande biologique en oxygene (DBP(Rodier etal., 1996)

La demande biologique en oxygene est représentéelapajuantité d’oxygene
nécessaire aux microorganismes pour dégrader lgnmmairganique dans I'eau (Aminot et
Chaussepied, 1983).

La mesure de la DBOa été effectuée a l'aide d'un DBOmetre de marque
Wissenschaftlich Technische Werkstatten « WTW »es€Cune méthode manométrique avec
des manometres de marque Oxi Top a affichage nguoeéui se fixent directement sur le
flacon de la DB@ Cette méthode a pour principe l'adsorption du,@@&gagé apres la
consommation de I'oxygene par les microorganisrpas,un pieége a soude créant ainsi une

dépression enregistrée par le manometre.

Technique

+ |ntroduire 250ml de I'échantillon dans un flacorubren verre contenant un aimant

d’agitation magnétique,
+ Mettre la capsule qui contient deux pastilles dedeqNaOH) dans la bouteille,

+ Les bouchons doivent étres fermés a moitieé, pendBsinn, puis fermés

completement,
+ L’agitation est ensuite enclenchée par un disgasitquat,
+ Latempérature est équilibrée par un thermostaé @g0°C,
+ Les échantillons sont laissés sous incubation perailaq (05) jours a I'obscurite,

+ Les valeurs sont relevées sur des colonnes de enesur

11.2.2.6. Matiere en suspension (MES)

Un volume d’échantillon (100ml) est filtré sur ulré Whattman de porosité 0,45um.
le poids des matieres retenues est déterminé maske différentielle du filtre avant et apres

passage a I'étuve a 105°C pendant 2he{iRedier etal., 1996).
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11.2.2.7. Analyse microbiologique par la méthode déiltration sur membrane (Rodier et
al., 1996)

totale,

La qualité microbiologique de I'eau prélevée addéerminée en recherchant la flore

les coliformes totaux et les coliformesrthetolérants. Cette méthode consiste en la

filtration de 100 ml d’échantillon ou de dilutiomrsune membrane en esters de cellulose, de

porosité 0,45 um placée dans une rampe de filiraioinox de six postes. La membrane est

déposée sur la surface d’un milieu spécifique pbaque recherche.

Technique :

-

11.2.3.

Mettre en place le dispositif de filtration dans Zane stérile, tout en placant la

membrane sur la plague poreuse de la rampe.

Agiter soigneusement le flacon d'eau a analyserfilger stérilement 100ml

d’échantillon.

Déposer la membrane a la surface d’'une gélose aglévitdinton pour la flore totale
et a la surface d’'une gélose au tergitol pour tzheeche des coliformes totaux et

thermotolérants.

La recherche de la flore totale et des colifornmaux s’effectue a 35°C pendant 24-
48h, alors que les coliformes thermotolérants tdtrécherchés a une température de
44°C pendant 24-48h.

Prévalence de la résistance aux antibiotices

L’évaluation de la résistance a trois moléculesbde&a-lactamines (AMX, CTX et

IMP) a été réalisée chez la flore totale et lesfmwhes totaux. Apres filtration de 100ml

d’échantillon, les membranes ont été déposéesesbdueller Hinton (flore totale) ou le
tergitol (coliformes) additionné de l'un des antifigues: AMX, CTX, IMP a des

concentrations de 32, 64 et 16pg/ml respectivement.

La prévalence de la résistance est déterminée lpoilore totale par le nombre de

bactéries résistantes obtenues sur Mueller Hinepparté au nombre de la flore totale

obtenue sur MH sans antibiotique. De méme, la feéca de la résistance chez les bactéries

coliformes a été déterminé par le nombre de coliégs résistants rapportés au nombre de

coliformes totaux retrouves sur le milieu Tergitol.
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I1.2.4. Caractérisation de la résistance aux antilatiques (CTX ou IMP)

Dans cette partie, nous nous sommes intéresséxardatérisation de la résistance
chez des bactéries isolées sur 'une des deuxldEtanines trés actives et plus au moins

utilisées en clinique a savoir le cefotaxime ehipénéme.

[1.2.4.1. Isolement et Identification bactérienne

Les souches ayant présentées une résistance auMB €TX, ont fait I'objet d’'un
réisolement sur le Mueller Hinton supplémenté caVantibiotique approprié, afin de
confirmer leur résistance. Les bactéries isolédsétd conservées et identifiees par des

galeries API 20E (Biomérieux.).

Principe

La galerie APl 20E est un systeme d’identificatides entérobactéries et autres
bacilles a Gram négatif. Elle comporte 20 testshiimiques standardisés et miniaturisés. Les
milieux déshydratés sont reconstitués avec uneessgm bactérienne. Les réactions
produites pendant la période d’incubation se tisehti par des virages colorés spontanés ou

révélés par I'addition de réactifs (Biomérieux).

Technique

+ Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubatiamépartir environ 5ml d’eau stérile
dans les alvéoles afin de créer une atmosphéredieyimi

+ Retirer la galerie stérile de son emballage etlzoder dans la boite d’incubation,

+ Préparer linoculum bactérien: mettre 1 a 3 caenijeunes dans de l'eau
physiologique stérile,

+ Inoculer la galerie comme suit :
= Remplir les tubes et cupules des tests (CIT, VBHL).
= Remplir uniguement les tubes (et non les cupules)aditres tests.
= Créer une anaérobiose dans les tests: ADH, LDCCOHKS, URE, en

remplissant leur cupule d’huile de vaseline.

+ Incuber a 33°C pendant 24-48heures.

+ Le test d’'oxydase est realisé par le dép6t d’'urcuhon bactérien sur le disque
d'oxydase. La présence du cytochrome oxydase switrgar I'apparition d’'une

coloration violette.
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Lecture

Ces galeries doivent étre lues selon les recomntandadu fournisseur. Apres
codification des réactions en un profil numeériqtidentification est obtenue on se référant a

un catalogue analytigU&iomeérieux).

[1.2.4.2. Diffusion en milieu gélosé : Antibiogramne

L’étude de la résistance de nos souches vis-aev@sdantibiotiques a été réalisée par
la méthode de diffusion en milieu solideourvalin, 1985 ; CA-SFM, 2008).

Principe

Cette technique est basée sur I'observation deoi@sance bactérienne en présence
d'un gradient de concentration d’antibiotiques, eolot par diffusion a partir des disques
d’antibiotiques dans un milieu gélosé (Muller-Hinfo Ce gradient est inversement
proportionnel a la distance par rapport aux disques croissance s'arréte lorsque les
bactéries sont en contact avec leur concentratimmrale d’inhibition dessinant des halos

d’inhibition autour du disque d’antibiotique.

Technique

+ A partir d’'une culture jeune (18-24h), préparersidml| d’eau physiologique une

suspension bactérienne de 0,5McFarland ¢élules/ml).
+ Ajuster I'inoculum a 16cellules/ml

+ Plonger un écouvillon stérile dans la suspensiamténiznne de 1Gellules/ml par

une dilution au 1/10,

+ Ensemencer la boite en frottant I'écouvillon sutdtalité de la surface gélosée et
en tournant la boite trois fois de 60° afin d’assuane bonne distribution de

I'inoculum,

+ Appliquer les disques d’antibiotiques (tableau emnexes) a l'aide d'un
distributeur stérile selon le schéma de la (fig 8),

+ Laisser diffuser pendant 15 minutes, a températongiante,

* Incuber a 35°C pendant 18-24.
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Figure 9: Schéma de la disposition dgégactaminegVedel, 2005).

Lecture
+ Mesurer avec précision les diamétres d'inhibitiofa@le d’'une regle graduée
et classer les bactéries dans I'une des catégm@ssible (S), intermédiaire (1)
ou résistant (R) selon les valeurs critiq(@Aa-SFM, 2008).

11.2.4.3. Détection deg3-lactamases inductibles : test d’antagonisme :

La disposition de Vedel (2005), nous permet d'awila fois la résistance aux
antibiotiques ainsi que la production de certaimezymes tels les céphalosporinases
inductibles. Ces derniéres sont mises en évideack&gpparition d’'une image d’antagonisme
entre un antibiotique inducteur (Cefoxitine ou Iémgme) et un antibiotique actif (Céfépime,
Cefsulodine). Cet antagonisme se traduit par laindition de l'activité de lg3-lactamine
initialement active grace a la production d’'unehadpsporinase inductiblNadal et Von-
graeventiz, 1993 ; Vedel, 2005).
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11.2.4.4. Détection deg3-lactamases a spetre élargi (BLSE) : test de syneeg

La détection d'une BLSE a été réalisée en parabéec I'antibiogramme par la
meéthode de diffusion en milieu solide. Ce testbesté sur la mise a profit d'une image de
synergie entre au moins une céphalosporifi&@nération (C3G) et/ou I'aztréonam et un
inhibiteur dep-lactamases tel que I'acide clavulanique. Cetteegyie se traduit par une
augmentation nette de l'activité des C3G et/outi&mam du coté de linhibiteur (acide
clavulanique)Jarlier et al., 1988 ; Vedel, 2005).

11.2.4.5. Transfert génétique par conjugaison baérienne

Principe

Le transfert génétiqgue permet la mise en évidemcelasmides conjugatifs portants
des caracteres de résistance aux antibiotiquese flait par un croisement de la souche
sauvage (donatrice) avec une souche réceptrice Eexoli J53 RA, ou E.coli k12NAF)
dépourvue de plasmide et possédant dans ce casarantére de résistance obtenu par
mutation chromosomique (Rifampicine ou alors I'acithlidixique), auquel la donatrice est

sensible.

Les bactéries réceptrices ayant aquis le(s) caedsjéde résistance aux antibiotiques
transférables sont sélectionnées et testées paibl@gramme pour déterminer leur profil

d’antibiorésistanc€Courvalin et al., 1985).

Technique

La conjugaison a été effectuée en milieu sol@eurvalin et al., 1985),

+ Cultiver les souches donatrice et réceptrice dansowillon B.H.l.B pendant 18heures
a 37°C,

+ Centrifuger 1,5ml de chaque souche a 12000 tr/mdarg 2mn,

+ Récupérer le culot, puis le resuspendre dans 1d6gal physiologique,

+ Agiter au vortex afin de bien homogénéiser,

+ Mélanger 100ul de la réceptrice avec 50ul de latime,

+ Spoter 50ul du mélange dans une boite de gélose M.H

+ Laisser sécher puis incuber a 37°C pendant 18h,
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+ Racler la culture mixte et la mettre en suspensians 5ml d’eau physiologique
stérile,
+ Ensemencer les boites de sélection par la suspebaatérienne contenue dans 'eau

physiologique ainsi que les souches parentales,

+ Apres une incubation pendant 20h a 35°C, Vérigerhoites de sélection ou seules les

transconjugants doivent pousser,
+ Les transconjugants obtenus seront analysés pghrognamme.
Les boites de sélection ont été préparées detia sor

» 1ml de CTX (avec une concentration finale de 4ug/mi

» 1ml de RA (avec une concentration finale de 250()gbn
acide nalidixique NA (concentration finale de 50pQ/

» 18ml de gélose M.H.

11.2.4.6. Recherche de génes BLSE par PCR (Polymexa Chain Reaction)

Principe

La PCR est une technique basée sur I'hybridatiéciBgue des amorces avec le gene
recherché. Elle permet I'amplification du fragmemitle balisé par ces deux amorces. Le
processus nécessite la succession d’'un certain neoad cycles (20-40), chaque cycle

comporte les étapes suivantes :

+ La dénaturation de ’'ADN a 94°C,

+ L'amorcage : hybridation des amorces de part attctadu fragment a amplifier (40-
60°C),

+ L’élongation : la synthése du brin d’ADN est réédésar la taq polymérase a 72°C, en

respectant la complémentarité des bases,
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Technique

b

-

-

b

-

-

Préparer I'inoculum bactérien : 3 a 4 colonies dz0sl d’eau distillée stérile.
Mettre I'inoculum a 100°C pendant 10mn pour la lyse
Centrifuger a 12000trs/min pendant 2mn.
Récupérer le surnageant.
Mettre dans des microtubes 2.5ul du lysat (le ggaat) + 10ul du Mix.
Mettre dans I'appareil a PCR pour I'amplificatiom eppliquant le programme

correspondant.

PCR Master Mix (promega) pour un volume de réactia de 12,5l :

PCR master Mix (2X).....coviiiiiiiiiiiiiicie e e, 6,25uL
AMOICE SENS....iii i e e 25uM
AMOICe antiSENS.......c.vuviriieiie e ee e 25uM
O 3,25ul
ADN... 2,5ul

Deux genes de béta-lactamases (TEM et CTX-M) antré&therchés par le programme
suivant (Kim et al, 2004): 94°C pendant 10min, 3@les de 94°C pendant 40sec, 55°C
pendant 30sec, et 72°C pendant 40sec et une élamdatle de 10min a 72°C.

La taille des produits d’amplification (tableau &)été déterminée en utilisant un

marqueur de taille : 100pb DNA ladder (Proméga).

Tableau Ill : Les séquences des amorces des genes rechercRESR{&Im et al, 2004)

Gene Amorces

Taille du Température
fragment | d’hybridation

TEM

Up : ATGAGTATTCAACATTTCCG

Low : CCAATGCTTAATCAGTGAGG | 5°8PP 55

CTX-M

Up : GGTTAAAAAATCACTGCGTC

Low : TTGGTGACGATTTTAGCCGC | 220Pb 55
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11.2.4.7. Electrophorése sur gel d’'agarose

Les produits d’amplification sont soumis a une ttgahorése sur gel'agarose 1%, sous

une tension de 50V pendant 1heure. La visualisat@fait sous UV en utilisant le bromure

d’éthidium (0,5ug/ml).

Cette méthode a pour principe la séparation, llifieation et la purification de

'’ADN chargé négativement. La migration de 'ADNm#ale gel d’agarose, soumis a un

champ électrique dépend des parametres suiv@dambrook et al., 1989): le poids

moléculaire, la concentration d’agarose dans le lgetonformation de I'ADN, le voltage

appligué et la composition du tampon d’électropkerée

Technique

"

préparation d’'un gel d’agarose 1% dans du tampoB IR, additionné de bromure
d’éthidium (0.5pg/ml),

Déposer I'échantillon a analyser additionné de lblewépot a raison de 1ul pour 5ul
d’ADN,

Appliguer un champ électrique a un voltage de 2BV/c

Visualiser 'ADN sous UV a 254nm.

Solution employée

Tampon TBE 10X (pH 8,3, autoclavé et conservé a température ana)ia

+ 890mM de tris base.
+ 890mM d’acide borique.
+ 19 mM d’EDTA.
Bleu de dépobts
* glycérol 50%
+ EDTA-NA, 100mM pH : 8

+ Bleu de bromophénol 0.2%
+ Sodium dodécyl sulfate (SDS) 3%.
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[ll. RESULTATS ET DISCUSSIONS

[11.1. ETUDE PARAMETRIQUE ET MICROBIOLOGIQUE

L’étude paramétrique et microbiologique de nos@tat a permis la mise en évidence
d’'une éventuelle corrélation entre I'état physigies lieux et leur charge bactérienne. Les

résultats de cette étude sont donnés datableau 4 :

Tableau IV : Résultats de mesure des parameétres physicochimeguasrobiologiques

X Stations
Parametres S 5 5, 5 S
S (psu) 35,1 32,2 36,8 36,8 36,7
pH 8,21 8,13 8,3 8,34 8,52
T (°C) 13,35 13,63 14,3 14,53 14,36
OD (mg/l) 7.4 7 ,1(76%)| 7,2(76%) 8,34(81%) 10,6(104%)
DBOs (mg/l) 15 5 5 0 0
MES (g/l) 0,3274 0,1579 0,2161 0,1744 0,1536
FT /100ML - 18000 2040 860 3510
CT/100ML - 8700 240 37 44
CF/100ML - 400 1 25 19

S, S S5 & S Station de : la Fayette, I'embouchure du lac dgiRia, la plage de Surcouf,

la plage de Ain Tagourait et 'anse de Kouali resipement.

L’étude des paramétres physicochimiques et micltopigues de nos stations

montrent que :

Le taux de salinité varie de 35,1 a 36,8 psu pesirstations de la Fayette, Surcouf,
Ain Tagourait et 'Anse de Kouali, ces valeurs sardractéristiques des eaux de la
méditerranée. Une valeur plus faible 32,2psu aegtégistrée pour 'embouchure du lac de
Réghaia traduisant le mélange d’eau douce aveg tieaner.

Pour le potentiel d’hydrogéne, les valeurs obteraant caractéristiques des eaux de

la Méditerranée et varie de 8,13 a I'embouchuradet 8.52 a I'’Anse de Kouali.
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Nos prélevements ont été effectués en mois de ceagsi expliquerait les valeurs de
la température comprises entre 13,35 et 14,531€ \atleur de I'oxygéene dissous (entre 76 et
104%) qui s’expliquerait par un brassage des eadrre une bonne oxygénation.

Pour les deux paramétres DB& MES, on peut déduir que le site de la Fayedte e
pollué avec une valeur de 15 pour la DB 327,4mg/l pour les MES tandis que dans les
sites des Ain Tagourait et Anse de Kouali, les esomt plutot claires et aucune activité
biologique n’a été a enregistrée. Une faible agevibiologique est observée au niveau des

sites de 'embouchure du lac et la plage de Surcouf

Dans I'ensemble, on peut dire que nos stationseptést des valeurs de tempérture,
pH, salinité et oxygene dissous qui sont dans temes et carctéristiques de la saison. La
DBOs et les MES confirment que le site de la Fayettepe#iue, alors que les autres sont

conformes a la norme.

Pour les parametres microbiologiques, les eaux stasons de: Surcouf, Ain
Tagourait et anse de Kouali, sont de bonne quaditdes valeurs obtenues ont été inférieures
aux valeurs guides (500/ml pour les CT et 100/murpes CF). Pour ce qui est de
'embouchure du Lac de Réghaia, les valeurs onermdtgupérieures a la valeur guide mais
sans dépasser la valeur limite (CT=8700 et CF=480hant que la valeur limite est de 10000
pour les CT et 2000 pour les CF.

Il est a signaler, que I'analyse microbiologique ldestation la fayette n'a pas été
concluante a cause du phénoméne de confluencevébkes de la filtration de 100ml
d’échantillon, ce qui confirme la surcharge micestrie (flore totale, coliformes totaux et

coliformes fécaux)

33



RESULTATS ET DISCUSSIONS

[11.2. PREVALENCE DE LA RESISTANCE AUX BETA-LACTAMI NES

Une étude de prévalence de la résistance de &ttitalle et des coliformgmur trois
antibiotiques (AMX, CTX et IMP) a été réalisée crée mois de Mars 2009 au niveau de
guatre stations : embouchure du Lac de Réghaige mla Surcouf, plage de Ain Tagourait et
I’Anse de Kouali.

[11.2.1. Prévalence de la résistance aux béta-laatsines de la flore totale

Pourcentage de
larésistance

Antibiotiques

Stations

Figure 10 : Prévalence de la résistance de la flore totalebétedactamines.

Les résultats de la résistance de la flore tofiide7() ont montré que le taux le plus
élevé est obtenu pour ’AMX au niveau des quatatiats (52.2%, 43.2%, 9.4%, 1.5%, pour
le site de Réghaia, Surcouf, Ain Tagourait et I'Ake Kouali respectivement).

Pour 'ensemble des stations, on remarque querdd’embouchure du lac et la plage
de Surcouf qui présentent de loin les taux detesie les plus élevées pour CTX (2,77% et
8,33%) et IMP (2,22% et 5,4%) respectivement. @ssiltats peuvent étres expliqués par
'influence des apports anthropiques. Cependastdiux autres stations (Ain Tagourait et
Anse de Kouali) présentent des taux de résistaresgpe nuls (0,2% et 0,65%) pour CTX
alors que le taux de résistance a I'lMP est de9%,pour Ain Tagourait et nul pour Anse de
Kouali.
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[11.2.2. Prévalence de la résistance aux antibiotiges chez les coliformes totaux

Pourcentage de
la résistance

Antibiotiques

Stations

Figure 10 : Prévalence de la résistance des coliformes totaxbétalactamines.

Dans le méme sens que la prévalence de la résstimez la flore totale (fig8), les
taux les plus élevés de résistance chez les aolderont été observés pour 'amoxicilline
avec des taux de 20,7%, 8,33%, 16,22%, 43,18% Ipsistations de Réghaia, Surcouf, Ain
Tagourait et Anse de Kouali, respectivement. Qeésestance peut étre expliquée soit par une
résistance acquise soit par une résistance na&tudell certaines espéeces (ex Klebsiella,
Enterobacter ....[Vedel, 1997).

En ce qui concerne la résistance au céfotaximefaileles taux ont été observés au
niveau de Surcouf (8.33%) et I'Anse de Kouali §849. Alors qu’aucune résistance n'a été
observée pour les deux autres stations. |l esigaaler que le céfotaxime est une
céphalosporine de¥ génération trés active sur les entérobactériggsutilisée en clinique;
de ce fait, la résistance a cet antibiotique est @wn mécanisme acquis le plus souvent

enzymatiquécavallo, 2001).

Aucune station n’a présenté une résistance vis-aeil’'IMP. Cet antibiotique est trés

efficace mais pas trop utilisé en clinique afinvitér la sélection de mutants résistants.

Il est a signaler que la prévalence de la résistafecpas pue étre effectuée dans le cas
de la station la Fayette et ceci a cause du phémomeé confluence observé sur les boites

apres filtration membranaire ; Cependant, des bastésistantes ont pu étre isolées.
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[11.3. Caractérisation de la résistance de souchesélectionnées

Dans notre étude, nous nous sommes intéressémenkaérisation des mécanismes de

résistance chez les bactéries isolées soit s@ft¢éaxime soit sur I'imipénéme.
[11.3.1. Résistance a I'imipéneme

[11.3.1.1. Identification bactérienne

Dix souches parmi la flore totale ayant présentées résistance a I'imipénéme ont

fait I'objet d’'une identification biochimique pared galeries API20E. Les résultats de

Stenotrophomonas
~ maltophilia
2

Pseudomonas aeruginosa

Bulkholdria cepacea

l'identification sont illustrés dans la (fig 9) :
Figurell: Identification bactérienne des souches sélecéessur I'lMP

Sur les dix souches, lidentification a révelé paptenance de six d’entre elles a
'espéceStenotrophomonas maltophilialeux aBulkholdria cepaceat deuxPseudomonas
aeruginosa.Ces bactéries sont des bacilles & Gram négatif faomentaire, ubiquitaires
retrouvées dans l'environnement (sols, eaux...)snelles peuvent aussi étre responsables
d’infections nosocomiale@erthelot et al., 2004) Un bon nombre d’entre elles est récupéré
au niveau de la station de la Fayette ; cette phageecoit le rejet hospitalier de « Bayneme »
les autres, elles sont issues des stations ous#ntates rejets urbains (Réghaia et Surcouf).
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111.3.1.2. Résistance aux antibiotiques

Le test de I'antibiogramme par la méthode de diffiusen milieu gélosé, a permis
I'évaluation quantitative de la résistance de rmsches vis-a-vis de 24 antibiotiques dont 14

B-lactamines (tableau VI et V -annexes-) .

Les résultats (fig 10 et 11) montrent une résigamarquée aux peénicillines, aux
céphalosporines de®?® 3™ et £M génération, a l'aztréonam et & l'imipénéme. Les
inhibiteurs deg-lactamases ne restaurent pas l'activité des atitjoies (PTZ et AMC), alors

gue I'acide clavulanique restaure l'activité déi¢arcilline chez quatre souches seulement.

L’identification biochimique a révélé que la plupaes souches ont été assignées a
'espéce Stenotrophomonas maltophiliaun germe appartenant a la famille des
Pseudomonadaceae, c'est a dire au groupe impattmntbactéries ne fermentant pas le
glucose, c’est un bacille a Gram-négatif, opposimitres répandu dans I'environnement
(Sougakoff, 2003) C’est une bactérie naturellement résistante épligpart des béta-
lactamines, par la production de deux types de-laétamases L1 et L2. L1 est une métallo-
B-lactamase de classe B, capable d’hydrolyser I'éméme et la plupart des béta-lactamines
sauf I'aztréonam, mais elle est insensible a lteffe I'acide clavulanique. L2 est une béta-
lactamase a sérine de classe A hydrolysant legijli@ées et les céphalosporines, en
particulier I'aztréonam, elle est inductible et ilmde par I'acide clavulaniquésougakoff,
2003 ; Lavigne etal., 2008).

Pour les molécules nofi-lactames, on observe une sensibilité des souches a
aminosides (GM et K), sulfamides ainsi qu’a lamipicine. Un faible taux de résistance a été
observé vis-a-vis des fluoroquinolone (CIP) (n=8) a&ssociation sulfamide-+trimethoprime.
Une résistance marquée a été observée vis-a-visadiele nalidixique (10souches) suivi du

triméthoprime (8souches), la tétracycline (6sourbete chloramphénicol (6 souches).

En se qui concerne le taux élevé de la résistancertains antibiotiques nof-
lactames, des études récentes ont rapporté quendmbrane externe chez les
Stenotrophomonasgst peu perméable et de plus ils ont montré ferte d'un systeme
d’efflux efficacesusceptible de participer a cette multirésistanpefloroquinolones et aux

aminoglycoside¢Zhang etal., 2000in Krueger etal., 2001 ; Lavigne et al., 2008).
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Figurel2 Résultats de la résistance fibactamines des souches sélectionnées sur IMP
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Figurel3: Résultats de la résistance aux antibiotiquesfiactames des souches sélectionnées
sur IMP.
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L’étude de la sensibilité aux differents antibiogs, montre que nos souches
présentent un haut niveau de multirésistances mtibiatiques, qui va de 5 a B#lactamines

et de 2 jusqu’a 5 pour les nfAactamines.

En effet le nombre le plus faible de résistancer@semble des antibiotiques était de
10 alors que le nombre le plus élevé était de dgut nous a permis de définir 9 antibiotypes

pour I'ensemble des antibiotiques (Tableau 5) :

Tableau V: Antibiotypes des souches sélectionnées sur IMP.

Souches Antibiotype N°de R
sMP AMX, CTX, FOX, IMP, AMC, TMP, SXT, TE, NA, C 10
IMP AMX, TIC, PIP, PTZ, CFS, CRO, CTX, ATM, FEP, FOXMP, AMC,
St CIP, NA 14
g, MP AMX, TIC, PIP, PTZ, CFS, CRO, CTX, CAZ, ATM, FEPOK, IMP, 15
AMC, TMP, NA
rme | AMX, TIC, PIP, PTZ, CFS, CRO, CTX, CAZ, ATM, FEPOK, IMP, 16
! AMC, TCC, TMP, NA
e AMX, TIC, PIP, PTZ, CFS, CRO, CTX, CAZ, ATM, FEPOK, IMP, 16
! AMC, TCC, TE, NA
M AMX, TIC, PIP, PTZ, CFS, CRO, CTX, CAZ, ATM, FEPOK, IMP, 17
AMC, TMP, TE, NA, C
FMP AMX, TIC, PIP, PTZ, CFS, CRO, CTX, CAZ, ATM, FEPOK, IMP, 17
3 AMC, TCC, TMP, NA, C
5 M AMX, TIC, PIP, PTZ, CFS, CRO, CTX, CAZ, ATM, FEPOK, IMP, 18
AMC, TCC, TMP, TE, NA, C
T, | AMX, TIC, PIP, PTZ, CFS, CRO, CTX, CAZ, ATM, FEPOKX, IMP, 19
F,MP AMC, TCC, TMP, TE, CIP, NA, C
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[11.3.2. Résistance au cefotaxime

[11.3.2.1. Identification bactérienne

L’identification biochimique des 24 souches sémutiees sur le céfotaxime a montré
gue treize souches appartenaient a I'espsmidomonas aerugingsaing aPseudomonas
fluorescencgtrois aBordetella sp une aAcinetobacter baumaniiune akE.coli et une a

Ochrobacter antropiquéfig 12).

En dehors dé&.coli qui est un indicateur de contamination fécale aleses souches
appartiennent a la famille des Pseudomonadaceasoftedes bacilles a Gram négatif ne
fermentant pas le glucose, largement présent dansirbnnement (eau, sol, végétaux)
(Sougakoff, 2003. Leur résistance au céfotaxime peut étre de hgtarel ou acquis selon
les especes identifiées. En effet, les gefssudomonas, Acinetobactet Ochrobacter
antropiqueproduisent une béta-lactamase chromosomique qtihyewolyser le céfotaxime.
Cependant, la résistance deElaoli au céfotaxime ne peut étre di qu’a un mécanismeisic
(Vedel, 1997 ;CA-SFM, 2008)

Pseudomonas aeruginosa
B Pseudomonas fluorescence
Bordetella Sp
B Acinetobacter baumanii

Eschericia coli

m Ochrobacterantropique

Figure 14 : Identification bactérienne des souches sélectiemsar CTX.
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[11.3.2.2. Résistance aux antibiotiques :

L’évaluation de la sensibilité de nos souches aibmtiques est obtenue par le test

de I'antibiogramme par la méthode de diffusion elemn gélosé (fig 16 et 17 ) :

25 23 23 24 24
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£
g 0 - 17
wv
e
o 15 - 13
=
o
3
@ 10 A
S 6
g
=] 5 4
g 1
4 |
0 T T T T T T T T T
AMX TIC PIP CFS CRO CTX CAZ ATM FEP CPO FOX IMP PTZ AMC TCC
Antibiotiques

Figure 15 Reésultats de la sensibilité des souches sélegemsur CTX auR-lactamines.
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Figure 16. Résultats de la sensibilité des souches sélegemsur CTX aux ndiHlactames.

Avec un pourcentage de 54,16%, c'est I'espgéseudomonas aeruginos@i domine
dans notre sélection. Cette espéce possede laxybarité d’associer un niveau élevé de
résistance naturelle aux antibiotiques, en parécués R-lactamines (aminopénicillines, les
céphalosporines de premiere, deuxiéme et troisig¢y@eeration) ainsi qu'aux noif-
lactamines tel que les tétracyclines, le chloramjuud et I'acide nalidixigugCavallo et
Mérens, 2008),mais elle ne touche pas les uréidopénicillines ,(lPIPZ), la carbénicilline
(TIC), les aminosides et les fluoroquinolon@deideros, 1997 ; Vedel, 2005)Toutefois,
différents mécanismes de résistance aux antibegicgladditionnent parfois au sein de la
méme souch@Poirel, 2006).

Pseudomonas aeruginosadéveloppé un bon nombre de mécanismes de nesista
aux B-lactamines tel que le systeme d'efflux, les motadi au niveau des porines, Igs
lactamases inductibles AmpC, les BLSE (PER et OXAs métallo3-lactamases (IMP et
VIM) et enfin la production d’un biofilnfThomson and Bonomo, 2005).

L’'IMP conserve son activité sur presque la totadiés souches (exep®seudomonas
aeruginosaisolé de Surcoufet Bordetella spsolé de la Fayette). La résistance a cet
antibiotique serait due a la production d'une cpémemase ou le plus souvent a

limpéreabilité membranaird_{vermore et Woodford, 2006.

La souche dAcinetobacter baumaniia montré une multirésistance vis-a-vis des
antibiotiques testé sauf, a PIP, PTZ, IMP et TCCque pourrait étre di a la présence
simultanée de plusieures enzyni€sugakoff, 2003).En effet, il a été rapporté la présence
d’'une B-lactamase de type céphalosporinase : AmpC et umeilinase : OXA-69 qui a une

action d’'une carbapénémgdédansour etal., 2005).

En ce qui concerng&. coli, c’est une souche habituellement sensible a tdate8-
lactamines malgré la présence d’'une céphalosperioheomosomique de classe C qui est
exprimée a tres bas niveau (présente mais nontdekex(Sougakoff, 2003. La souche
isolée dans notre étude présente une multirésestamex B-lactamines touchant les

céphalosporines de troisieme génération, une skiési I'imipénéme, a la céfoxitine et a
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linhibiteur de béta-lactamase (acide clavulaniqu€es résistances suggéreraient la

production d’'une béta-lactamase a spectre é&siayiel, 1997).

Concernant les nofd-lactames testées pour les souches sélectionne€T3y nous
observons que les aminosides constituent un gralietibiotiques réputé actif sur le
P.aeruginosaou la kanamycine et la gentamycine ont une aétipiesque absolue sur nos
souches, ce qui corrobore les résultats rappoegé<avallo etal. (2001) chez des souches
cliniques. Cette résistance pourrait étre explispiépar la production d’enzymes, soit par un

défaut de perméabilitf€avallo etal., 2001).

De ce qui est des quinolones, un taux de résista@selevé est observé pour I'acide
nalidixique (NA) spécialement ché2seudomonas et Acinetobacter ou la résistance a cet
antibiotique est naturelle et pourrait étre dumit a I'expression de divers systemes d’efflux,
soit a l'impermeéabilité en relation avec les posii€avallo et al., 1997) Cependant, les

nouvelle, quinolones telles que la ciprofloxacic@nservent leur activité sur nos souches.

Nos souches présentent des niveaux de résistanedlga aux TMP, SXT et SSS
avec un taux de 87,5%, 41,66% et 24% respectivendad taux moyens ont été observes
pour la tétracycline (TE: 33,33%) et le chloramphbel (C: 54,16%). Ces résistances
seraient dues a une mutation chromosomique oucquiisition d’'un plasmide de résistance

ou d’un transposofJerboui etal., 1998).

Les résultats obtenus montrent que les souchestisé@leées sur CTX sont multi-
résistantes. Cette multirésistance va de 7 a 1Blpsfi-lactamines et de 1 a 8 molécules non-
B-lactames. Ce qui nous a permis de définir 22 mtyipes allant de 10 a 18 molécules

d’antibiotiques (tableau 6).
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Tableau V1 Antibiotypes des souches sélectionnées sur CTX.

Souches Antibiotype ) Rde
R, LT AMX, TIC, CFS, CRO, CTX, ATM, FOX, AMC, TCC, NA 10
R,°™* AMX, TIC, CRO, CTX, ATM, FOX, AMC, TCC, TMP, NA, C 11

cTX AMX, TIC, CES, CRO, CTX, CAZ, ATM, FOX, AMC, TCC|,
R, NA 11
cTX crx | AMX, TIC, CFS, CRO, CTX, ATM, FOX, AMC, TCC, TMP,
SZ ’ R12 NA 11
cx  crx | AMX, TIC, CFS, CRO, CTX, ATM, FOX, AMC, TCC, TMP,
R]_O y R7 NA C 12
R, CTX AMX, TIC, CFS, CRO, CTX, CAZ, ATM, FOX, AMC, TCC, 12
1 TMP, NA
cTX AMX, TIC, CRO, CTX, CAZ, FOX, AMC, TCC, TMP, SXT|
Fs TE, NA 12
E.CTX CFS, CRO, CTX, CAZ, ATM, FEP, SSS, TMP, SXT, TE, NA 12
.
C
cTX AMX, TIC, CES, CRO, CTX, CAZ, ATM, FOX, AMC, TCC|,
R, NA G 12
cTX AMX, TIC, CFS, CRO, CTX, ATM, FOX, AMC, TCC, TMP,
Ris NA C 12
g CTX AMX, TIC, CFS, CRO, CTX, ATM, FOX, IMP, AMC, TCC|, 12
4 TMP, NA
ST AMX, TIC, CRO, CTX, AMC, MZ, MEC, CF, SSS, TMP, SXT 12
C
R.CTX AMX, TIC, CFS, CRO, CTX, CAZ, FEP, FOX, AMC, TCC, 13
o TMP, SXT, NA
£ CTX AMX, TIC, CRO, CTX, CAZ, FOX, AMC, TCC, TMP, SXT|, 13
6 TE, NA, RA
R,CTX AMX, TIC, CFS, CRO, CTX, ATM, FOX, AMC, TCC, TMP, 13
4 TE, NA, C
R.CTX AMX, TIC, CFS, CRO, CTX, CAZ, ATM, FOX, AMC, TCC, 13
8 TMP, NA, C
£ CTX AMX, TIC, CRO, CTX, CAZ, FOX, AMC, GM, SSS, TMR, 14
! SXT, TE, CIP, NA
£, CTX AMX, TIC, CRO, CTX, FOX, AMC, GM, SSS, TMP, SXT, TE 14
4 CIP, NA, CPO
S AMX, TIC, PIP, PTZ, CFS, CRO, CTX, CAZ, ATM, FEP, 16
FOX, AMC, TCC, TMP, NA, C
R, CTX AMX, TIC, CFS, CRO, CTX, CAZ, ATM, FEP, FOX, AMQ, 16
16 TCC, TMP, SXT, TE, NA, C
E.CTX AMX, TIC, CFS, CRO, CTX, CAZ, FEP, FOX, IMP, AMC, 17
5 TCC, SSS, TMP, SXT, NA, C, CPO
S AMX, TIC, CFS, CRO, CTX, CAZ, ATM, FEP, FOX, AMC, K 18
SSS, TMP, SXT, TE, NA, C, CPO
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[11.3.3. Production de céphalosporinases inductible

La production d’'une céphalosporinase AmpC a carmadeductible a été mise en
évidence par I'utilisation lors de I'antibiogramrde I'imipénéme comme inducteur placé a 3

cm des céphalosporines (FEP, CFS).

Aucune souche sélectionnée sur I'lMP n’a préselméage d’antagonisme. Par contre
dix souches sur les 24 isolées sur CTX l'ont prigséfig 13); il s'agit de 2Pseudomonas
aeruginosaisolés de la plage de la FayetteP Zeruginosaet 3 P. fluorescenssolées au
niveau de I'embouchure du lac de RéghaiaRetaeruginosa et une Bordetella gpi ont été
isolés de la plage de Surcouf. Cette image d’'amiagee traduit la production d’une
céphalosporinase inductible ce qui corrobore lasndes de la littérature qui rapportent la
production naturelle d'une céphalosporinase chrammigue inductible chez le genre
Pseudomona@ableau 7)Avril, 2000 ; Vedel, 2005).

Une absence de limage de l'induction peut s’exggigsoit par I'absence d'une
céphalosporinase soit par a I’hyperexpression tie-cie(Vedel, 2005).

Tableau VII :Résultat positifs du test de I'antagonisme.

Image
Souches identification d’antagonisme
avec
Fao % Pseudomonas aeruginosa CFS, FEP
Fe~ '~ Pseudomonas aeruginosa CFS, FEP
Ry~ Pseudomonas aeruginosa IMP, CFS
R/ Pseudomonas fluorescece IMP, FEP
Ry~ '~ Pseudomonas aeruginosa IMP, FEP
Ri~ "™ Pseudomonas fluorescece FEP
Ri" " Pseudomonas fluorescece FEP
Rig" " Pseudomonas aeruginosa IMP, FEP
S, Bordetella sp. IMP, FEP
S Pseudomonas aeruginosa IMP, FEP
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Figure17: Image d’antagonisme ch@seudomonas aerugino@a"">).

Noter la réduction du diameétre d’inhibition de FE&PFCFS du c6té de I'inducteur IMP.
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[11.5.2. Production de (-lactamases a spectre élargi (BLSE)

Le test DDS (double disk synergy), a permis la neisevidence de la production de
B-lactamases a spectre élargi, qui se traduit pagihentation du diameétre d’inhibition de la
céphalosporine de ®8° génération et/ou I'aztréonam du coté de [Iinhibite(acide

clavulanique)Jarlier et al., 1988).

Trois de nos souches ont présenté une image degsyngositive (tableau 8),
caractéristique de la production d’'une BLSESt2notrophomonas maltophilgur IMP (une
isolée de I'embouchure du lac de Réghaia et I'adéréa plage de Surcouf : fig 14) et ube

coli sur céfotaxime (plage de Surcouf :fig 15).

Cette image démontre la production d’'une BLSE cBezoli. Cependant, I'image
observée chestenotrophomonas maltophiliast souvent due a l'inhibition de la béta-
lactamase chromosomique L2 qui présente principahé une image de synergie avec
'aztréonam, ce qui rend la détection du phénotBh&E tres difficile chez cette bactérie
(Lavigne etal., 2008)

Tableau VIII : Résultat du test de synergie

Souches Noms des souches Synergie Synergie
R™P | Stenotrophomonas maltophilia ~ + ATM, TIC
S'™P | Stenotrophomonas maltophilia ~ + ATM
5 CTX Escherichia coli + ATM, FEP, CRO,

CAZ, CTX

[11.6. Transfert génétique par conjugaison bactériene

Les souches productrices d'image de synergie (&tarotrophomonas maltophilia
(RM™P, S°™) et uneEscherichia coli(R:°™) ont fait I'objet d’un transfert génétique par
conjugaison vers deux souches de référenceHwdi K12 NAR et uneE.coli J53 RK) ; et

ceci afin de déterminer le caractere transférablmdésistance.

Les résultats du transfert n'ont pas été conclu@ntjui suggérerait soit une résistance

plasmidique non transférable soit une résistancenobisomiqudéCourvalin, 1985)
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Figure18: Image de synergie ch&enotrophomonas maltophil{, ™" & gauche et 8" a

droite) isolée sur IMP.

A noter I'image de synergie entre I'ATM et I'inhtbur (TCC) caractéristique de I'enzyme

chromosomique L1.

Figurel9 : Image de synergie ch&zcoli sur deux boites contenants des disques de bétarmes

Noter 'augmentation du diamétre de CTX CRO CAA&M du coté de l'inhibiteur, une sensibilité a
FOX et IMP et une résistance aux pénicillines (TABIX, MEZ,..) et les céphalosporines de premiére

génération.
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[11.7. Recherche de genes BLSE par PCR

L’analyse des profils électrophorétiques de I'afigdtion du genelacrx-m des trois
souches précédentes a réveélé la présence du geq®IC€ddant pour la BLSE chez B coli
seulement. L'absence d’amplification chez les seaatleS.maltophiliaconfirme I'absence
d'une BLSE cachée sous la BLSE naturelle. En eféetprésence du géne CTX-M chez
S.maltophiliaclinique a été signalée en Frar{tavigne etal, 2008).Le géne TEM n’a été
détecté chez aucune souche, bien gu'il ait étatdsmurvent en association avec les BLSE de
type CTX-M (fig 16)(Messai etal., 2008).

Des travaux récents ont signalé I'existence d’uned#acrx.v chezE.coli chez des
souches cliniqueflouini et al., 2007) ainsi qu’au niveau des eaux de rivie(genm et al.,
2008) E. coli avait présenté une multirésistantes aux antihie8qou la production de
nouvelles BLSE CTX-M-14, TEM-52, ou CMY-1 ont été&arigine de cette resistance. Cette
méme source mentionne que ces meécanismes de mésigetrouvés chez E.coli sont les
méme que ceux rencontrés chez des souches reslgsndabmaladies nosocomiales, aviaires
(volaille) et porcines en Corée.

D’aprés le résultat obtenu, nous constatons queghénotype de résistance BLSE
retrouvé est similaire a celui retrouvé en cliniqelez les souches d’entérobactéries en
Algérie a I'image des observations faites par Nass. (2005) pour la région de Constantine ;
Messai etal. (2006), Ramdani-Bouguessaatt(2006), Messai edl. (2008) et labadene at.
(2008) ; pour la région d’Alger et Touatiadt (2006) pour la région de Bejaia.
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T- T+ E S S M T- T+ E 2 S

Puits

858pb

550pb

Bla-m blargw.

Figure20: Résultat de I'amplification des genascry.v et blarew.

T- : témoin négatif, T+ : témoin positif, E.coli ; S°™, S;: S. maltophiliaS,"™", S,: S. maltophilia
R;“™, M : marqueur 100pb DNA Ledder avec une banderdéiscente de 500pb.
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CONCLUSION

L’objectif de ce travail a été I'étude de la prérate de la résistance des bactéries de
'environnement marin aux béta-lactamines et laci@risation des mécanismes de résistance
des souches résistantes aux cefotaxime ou a émaipe. A la lumiére de nos résultats nous

avons constaté que :

* Le taux de résistance aux béta-lactamines a étgemnmpoour AMX et faible pour les
deux autres molécules actives (CTX, IMP) dans ®lgs stations.

* | ’essai de la caractérisation des souches résiséahitMP a révélé la grande sélection
d'une bactérie de I'environnement naturellementistéaste a cette moléculeS.(
maltophilia) dont I'implication dans des infections cliniquasété souvent rapportée.
Suivie de B. cepacea et P. aeruginosdont la résistance a I'IMP est due soit a
limperméabilité ou a la production d’une métalltddactamase.

* La caractérisation des souches résistantes a CTxomtré la prédominance des
Pseudomonadacae ou la multi-résistance serait U8t fnon seulement de la
céphalosporinase chromosomique mais aussi de ldugion d’'un autre mécanisme
acquis. Unek.coli productrice d’'une BLSE non transférable de type €Ma été détectée

au niveau de la plage de Surcouf.

Bien que la qualité des eaux soit bonne a accepfalr tous les sites analysés en
dehors de la plage La Fayette classée polluée eanihistere de I'environnement, la
résistance aux antibiotiques est présente dangymdeus les sites, traduisant une résistance
naturelle pour la majorité des cas. Cependarigrta sélection de ces germes naturellement
multi-résistants qui sont en contact permanent aMeomme augmenterait le risque
d’infection. De plus, la présencekdtoli avec un mécanisme des plus redoutables démontre
l'influence des rejets urbains sur la plage de QuitdCe mécanisme pourrait se propager vers
d’autres souches pathogéenes de I'environnemene figais des transferts horizontaux.

Nous concluons que l'utilisation des antibiotige¢spécialement des béta-lactamines
dans les hépitaux ainsi que la grande quantitéédielus de ces derniers acheminées par les
rejets urbains non traités directement ou indireet& dans le milieu aquatique constitue un
réel probléme pour la santé publigue en premien k& I'écologie bactérienne dans

'environnement marin en deuxieme lieu. Les baetrtonstituent un réservoir pour les
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déterminants de la résistance aux antibiotiqueanjoun role principal pour la dissémination

et surtout I'évolution des ces génes résistants.

En perspective, nous constatons que la régressola désistance bactérienne aux
antibiotiques est un phénoméne beaucoup plus lemtsqn apparition. Une consommation
raisonnée des antibiotiques et un traitement adatpsarejets hospitaliers et urbains seraient

nécessaires pour espérer interrompre ce probleme.
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ANNEXES



Tableau I: Nom des souches sélectionnées sur IMP

Station abréviation Nom de la souche

F Stenotrophomonas maltophilia

La Fayette Fy'" Stenotrophomonas maltophilia
F,M° Bulkholdrea cepacea

Embouchure du lac de Réghaia R, Stenotrophomonas maltophilia
s™ Stenotrophomonas maltophilia
S,MP Stenotrophomonas maltophilia

Surcouf s Pseudomonas aeruginosa
S Stenotrophomonas maltophilia
St Bulkholdrea cepacea

Ain Tagourait T,M° Pseudomonas aeruginosa

Tableau II: Nom des souches sélectionnées sur CTX.

Station abréviation Nom de la souche
F,.C™X Pseudomonas aeruginosa
(SR Pseudomonas aeruginosa
o F F,o Pseudomonas aeruginosa
a Fayette Fso % Bordetella sp.
Fe '~ Pseudomonas aeruginosa
F,CTX Bordetella sp.
R,C™ Pseudomonas fluorescece
R, Pseudomonas fluorescece
R;“™ Pseudomonas aeruginosa
R, Pseudomonas aeruginosa
R,C™X Pseudomonas fluorescece
Rg" ™ Pseudomonas aeruginosa
Embouchure du lac de Réghaia R Pseudomonas aeruginosa
R, ™ Pseudomonas fluorescece
Ry % Pseudomonas aeruginosa
R, Pseudomonas aeruginosa
R, Pseudomonas fluorescece
R, Pseudomonas aeruginosa
Ry ™ Pseudomonas aeruginosa
S Escherichia col
S, Bordetella sp.
Station de Surcouf S Acinitobacter baumanii
S Pseudomonas aeruginosa
ST Ochrobacter antropique




Les disques imprégnés d’antibiotiques (Biorad) isé# dans les tests
d’antibiogramme, de synergie et d’antagonisme, s&simés dans le tableau suivant :
Tableau IIl : Antibiotiques utilisés : leurs familles, charggsabréviations.
Famille B-Lactamines
Antibiotique Charge (10) Abréviation
Pénicillines Ticarcilline 75 TIC
Pipéracilline 75 PIP
Amoxicilline 25 AMX
Céphalosporines | Céfalotine 30 CF
Mecillinam 10 MEC
Mezlocilline 10 MZ
Cefsulodine 30 CFS
Cefpirome CPO
Cefotaxime 30 CTX
Ceftazidime 30 CAZ
Céftriaxone 30 CRO
Céfépime 30 FEP
Céphamicynes | Céfoxitine 30 FOX
Carbapénéme Imipéneme 10 IMP
Inhibiteur de Pipéracilline-Tazobactam 75/10 PTZ
bétalactamases | Ticarcilline + acide clavulanique 75/10 TCC
Amoxicilline + Clavulanate 20/10 AMC
Monobactame Aztréonam 30 ATM
Aminosides
Kanamycine 30 Ul K
Gentamycine 10 Ul GM
Tétracyclines
Tétracycline 30 Ul TE
Phénicols
Chloramphénicol 30 C
Sulfamides
Sulfamide 200 SSS
Triméthoprime 5 TMP
Triméthoprime/Sulfamethxazol 1.25/23.75 SXT
Quinolones
Acide nalidixique 30 NA
Ciprofloxacine 5 CIP
Rifampicines
Rifampicine 30 RA




