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Introduction

L’introduction généralisée des antibiotiques apres la seconde guerre mondiale a été
I’un des progrés thérapeutiques les plus importants du XXe siécle. Les traitements
antibiotiques ont fait progresser 1’espérance de vie de plus de dix ans soit plus qu’aucun

autre traitement médical (Bryskier, 1999).

La bactérie développe plusieurs stratégies pour résister a 1’action des antibiotiques
a travers leur adaptations génomiques et protéiques par la modification de la cible,
I’imperméabilité et I’inactivation enzymatique de ’antibiotique, cette derniere se fait par la
sécrétion d’enzymes telle que les B-lactamases a spectre étendu (BLSE) sécrétés par un
grand nombre de bactéries et qui inhibent presque totalité des B-lactamines qui constituent
la plus vaste famille d’antibiotiques les plus utilisé, ou il est devenue une préoccupation

majeure des médecins et une impasse thérapeutique (Lemaoui et al., 2017).

K. pneumoniae appartient a la famille des entérobactéries, elle est décrite comme
une bactérie & Gram négatif, encapsulée et non mobile. La virulence de la bactérie est
fournie par un large éventail de facteurs qui peuvent entrainer une infection et une
résistance aux antibiotiques (Ashurst et Dawson, 2021). Elle est un composant
relativement courant du microbiote normal, ayant la capacité de coloniser divers tissus et
structures anatomiques (l'urétre distal, les voies respiratoires supérieures ou le tractus
gastro-intestinal). Cette bactérie est considéré comme un agent pathogéne opportuniste,
étant incriminée dans l'étiologie des infections séveres chez les patients hospitalisés, en
particulier chez les immunodéprimés ou qui présentent des comorbidités séveres
(Rakotovao-Ravahatra et al., 2022).

Malgré I’abondance de phénotypes de résistance aux antibiotiques observés au sein
des bactéries, seul un nombre limité de mécanismes par lesquels ces résistances sont
acquises ont été décrits. Ainsi, les géenes codant pour les déterminants des résistances aux
antibactériens sont localisés, soit sur le chromosome bactérien, soit sur des éléments
génétiques mobiles tels que des plasmides ou des transposons, peuvent étre transmis

verticalement et horizontalement (Harbottle et al., 2006).

La facilitt avec laquelle les populations bactériennes s’adaptent a un
environnement hostile, associée a leur grande capacité¢ d’échange de matériel génétique,

souligne le caractére inévitable du phénomeéne biologique des résistances aux antibiotiques,
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auquel nous faisons face aujourd’hui et qui sera probablement un probléme récurrent de
santé publique pour les décennies a venir. C'est ce qui nous a intéressés & mener une étude
épidémiologique statistique sur 1’antibiorésistance de K. pneumoniae isolées dans la région
de Mila. Les données ont été collectées rétrospectivement de Mars 2020 a Mars 2023 dans
le laboratoire d'analyses médicales Mirouh de Ferdjioua-Mila, et 1’hopital des Freéres
Meghlaoui de Mila. Notre étude est confrontée a celle réalisée par nos collégues de Master

2020 et les données de la littérature sur le sujet.

Dans ce contexte général nous avons fixé dans le présent travail les objectifs

principaux:

e Etude de I’incidence de la résistance aux antibiotiques de K. pneumoniae selon le

sexe et I'age.

e Etude de I’incidence totale de la résistance aux antibiotiques de Mars 2020 a Mars

2023 dans la région de Mila.

e Etude de I’incidence de la résistance aux antibiotiques selon la nature du spécimen.
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Chapitre 1. Support génétique de la résistance
1. Les plasmides

Ce sont des molécules d'’ADN circulaires super-enroulées situees dans le
cytoplasme des bactéries. Ces génomes sont extrémement fréquents dans le monde
bactérien. 1ls ne sont, dans les conditions naturelles, pas indispensables a la vie de la
bactérie mais lui apportent des caractéres permettant la survie dans des conditions
défavorables ou étendant son écosysteme (Skurnik, 2009). Les plasmides sont des
"véhicules" importants pour la communication de 1’information génétique entre bactéries

(Shintani et al., 2015).

La plupart des plasmides sont petits, de plusieurs a 100 kb, mais parfois ils sont si
grands qu'en utilisant les critéres de taille leur distinction du chromosome est difficile
(Zielenkiewicz et Ceglowski, 2001). Les plasmides et les chromosomes peuvent étre
différenciés sur le fait que les plasmides portent seulement des genes non essentiels (mais
souvent tres utiles) (Michael et John, 2007).

1.1. Les types des plasmides et leurs significations biologiques

Tous les plasmides portent des genes qui leur permettent de se répliquer de maniere
autonome. Certains plasmides portent aussi des génes nécessaires pour la conjugaison, et
ils peuvent parfois étre détectés biologiquement, soit par le transfert des fonctions elles-
mémes ou par leurs sensibilités a certains virus. Bien que les plasmides ne portent pas de
geénes essentiels pour 1’hote, ils peuvent porter des génes qui ont une grande influence sur
le phénotype cellulaire. Dans certains cas, les plasmides codent des propriétés considérées
fondamentales pour la bactérie au niveau écologique. Par exemple, la capacité de
Rhizobium d'interagir et de former des nodules de fixation de I'azote avec les plantes
nécessite certaines fonctions plasmidiques. D'autres plasmides conferent a la cellule des
propriétés métaboliques spéciales, comme la dégradation des polluants toxiques. En effet,
les plasmides semblent étre un mécanisme majeur pour conférer des propriétés spéciales
aux bactéries, et dans de nombreux cas pour exporter ces propriétés par un transfert
horizontal de génes. La seule limitation concernant les types de genes présents sur un
plasmide est qu'ils ne doivent pas interférer avec leur propre réplique ou sur la survie de
I'ndte (Michael et John, 2007).
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1.1.1. Les plasmides de fertilité

Le facteur F (fertilité) d'Escherchia coli K-12 (Figure 1) a été le premier plasmide
a étre décrit, il a été signalé que la survenue d'un héritage infectieux particulier medité par
un agent appelé F qui contrble le systéme de compatibilité sexuelle dans la souche E coli
K-12 (Banu et Prasad, 2017). Ce plasmide codent pour un appareil complexe permettant
l'auto-transfert a d'autres hoétes, processus appelé conjugaison, la capacité d'intégration
réversible dans le chromosome associée a ce transfert classe ces molécules dans catégorie
des épisomes. Le plasmide F est un ADN circulaire de 99 159 pb, organisé en plusieurs
mode fonctionnels, dans desquels on peut détecter toutes les phases de I'évolution des
plasmides. Un systeme de cartographie du plasmide a défini 100 unités, dites unités pour

indiquer la localisation des genes et éléments présents (Luciano et Jean, 2015).

Les cellules contenant le plasmide F sont des cellules donneuses et sont appelées
cellule F* (F plus). Les cellules dépourvues de facteur F sont des cellules réceptrices et
sont appelées cellule F~ (F moins). Le plasmide F est un plasmide a faible nombre de

copies, avec 1 a 2 copies par cellule (Daniel et Elisabeth, 2003).

1S3
| | Tn 1000
!
P 99.2kbp/0
region 1S3
~182
—~75kbp F plasmid 25 kbp —
»”
oriT
50 kbp
|
~~ oriV

Figure 1. Carte génétique du plasmide F (fertilité)
d'Escherchia coli (Michael et John, 2007).

Région tra: contient les genes impliqués dans le transfert par conjugaison. Séquence oriT: est
Porigine de transfert durant la conjugaison. Les régions en jaune: sont les éléments
transposables nécessaires pour 1’intégration de F au niveau d’¢léments identiques dans le
chromosome bactérien, conduisant a la formation de différentes souches hfr.

4
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1.1.2. Les plasmides de résistance Plasmide R

Au cours des années 1980, la plupart des bactéries Shigella flexneri trouvées en
Coreée étaient resistantes a de nombreux médicaments et il trés préoccupant pour la santé
humaine (Banu et Prasad, 2017).

Certaines souches de Shigella flexneri ont montré une resistance multiple a six
médicaments comme le chloramphénicol (Cm), la tétracycline (Tc), la streptomycine (Sm),
la sulfisomidine (Su), I'ampicilline (Ap) et le triméthoprime (Tp). La propriété de
résistance a été co-transférée a E. coli par conjugaison, ce qui indique que la résistance
était méditée par le plasmide R (Al Doghaither et Gull, 2019).

La nature infectieuse des plasmides R conjugatifs permet leur dispersion rapide
dans les populations cellulaires. Plusieurs génes de résistance aux antibiotiques peuvent
étre portés par un plasmide R (Figure 2). En général, ces genes codent des protéines qui
soit inactivent I’antibiotique, soit empéchent son entrée dans la cellule (Michael et John,

2007).

streptomycin
r R
chloramphenicol
'¥~:::
/ sulfanemide
: plasmide R R
\ Tetracycline

Figure 2. Plasmide de multi-résistance (plasmide R)

(Brock et al., 2003).

Région tra: contient les genes impliqués dans le transfert par
conjugaison. Séquence oriT: est origine de transfert durant la

conjugaison
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1.1.3. Les plasmides codants pour les bactériocines

Les bactériocines sont des composés protéiques synthétisés par les ribosomes,
létaux pour des especes étroitement apparentées de bactéries productrices, ces dernieres
étant protégées par I'auto-immunité. Ces toxines jouent un role essentiel dans la médiation
de la population microbienne ou des interactions communautaires. Les bactériocines
peuvent servir d'anti-concurrents permettant I'invasion d'une souche dans une communauté
microbienne établie ou agir comme molécules de communication dans des consortiums
bactériens comme les biofilms. C’est-a-dire qu'elles jouent un réle défensif et agissent pour
interdire I'invasion d'autres souches ou espéces dans une niche occupeée ou limiter I'avancée
des cellules voisines (Bindiya et Bhat, 2016). Ont rapporté un groupe de petits plasmides
colicino génes multi copiés dont les genes codent pour la synthétise des colicines
(bactériocines). Ces plasmides ont besoin de I'ADN polymérase 1 pour la réplication et
sont amplifiés par le chloramphénicol a I'exception de ColE2. Les groupes plasmidiques
Col tels que CoL4, ColD, Colk et ColEI partagent un certain nombre de caractéristiques de
réplication. A signalé que Cola, ColD et Colk contiennent chacun des séquences d'’ADN
homologues a la région de ColEl (Figure 3) impliquée dans la réplication autonome. Ces
plasmides sont largement utilisés dans les processus de clonage de génes. lls sont
également utilisés comme un bon modéle pour la réplication, la transcription et la

traduction des genes (Banu et Prasad, 2017).

Immunité

ori Colicine E1

Mobilité

Figure 3. Carte génétique de plasmide Col de type ColEl

d'Escherchia coli (Luciano et Jean, 2015).
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1.1.4. Les plasmides de virulence

Brievement, les deux caracteres majeurs impliqués dans la virulence (capacité a

causer une maladie) des pathogénes sont:

v" La capacité du pathogéne a s'attacher et a coloniser des tissus spécifiques de I'hote.
v' La production de substances (toxines, enzymes, et autres molécules) qui

endommagent I'hote.

Chez plusieurs bactéries pathogénes, chacune de ces caractéristiques de virulence
est portée par des plasmides. Par exemple, les souches entéropathogénes d'Escherichia coli
sont caractérisées par leur capacité a coloniser l'intestin gréle et a produire une toxine qui
cause les symptdmes de la diarrhée. La colonisation nécessite la présence d'une protéine
cellulaire de surface appelée facteur de colonisation, codée par un plasmide. Cette protéine
confere aux cellules la capacité de s'attacher aux cellules épithéliales de I'intestin. Au
moins deux toxines de I'entéropathogéne E. coli sont connues pour étre codées par un
plasmide: I'hnémolysine, qui lyse les globules rouges et I'entérotoxine qui induit une
intensive excrétion d'eau et de sels. C'est I'entérotoxine qui est responsable des diarrhées
(Michael et John, 2007).

Un autre exemple est Bacillus anthracis, qui cause lI'anthrax. La virulence dépend
de la présence de deux grands plasmides dont lI'un, pXO1, porte les génes qui codent pour
la toxine du charbon, tandis que l'autre, pXO2, porte génes nécessaires a la production
d'une capsule qui protege la bactérie de la réponse immunitaire, lui permettant ainsi de
provoquer une septicémie. Une perte de pXO2 entraine une perte de virulence, et la souche
Sterne, qui contient le pXO1 plasmide de virulence mais dépourvu de pXO2, est utilisé
comme vaccin vivant atténué pour bétail. A l'inverse, I'acquisition de ces plasmides de
virulence par des non-anthrax souches de Bacillus, telles que Bacillus cereus et Bacillus
thuringiensis, dans la conversion de souches qui causeraient normalement des maladies
bénignes d'origine alimentaire ou sont des insectes pathogénes que ceux qui peuvent causer

des maladies de type anthrax (Jeremy et Simon, 2010).

Le Tableau 1 donne des exemples de facteurs de virulences portés par des
bactériophages et plasmides chez diverses bactéries pathogenes, ceci n’est en aucun cas

une liste exhaustive.
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Tableau 1. Les genes de virulences portés par les plasmides et les bactériophages (Jeremy

et Simon, 2010).

Especes bactériennes Maladies Geéne (s) de virulence Localisation
Corynebacterium . .

_ . Diphtérie Toxine bactériophages
diphtheriae
Streptococcus ] ] .

Scarlatine Toxine bactériophages
pyogenes
Vibriocholerae Choléra Toxine bactériophages
Shigella spp. Dysenterie Invasion / adhésion plasmides
o - . Yops (protéines de la _

Yersinia enterocolitica | Gastro-entérite plasmides

membrane externe)

Clostridium botulinum Botulisme Toxine bactériophages
Clostridium tetani Tétanos Toxine plasmides
Escherichia coli Gastro-entérite Entérotoxines plasmides
Escherichia coli Gastro-entérite adhésion plasmides
Bacillus anthracis Anthrax Toxine, capsule plasmides

1.1.5. Les plasmides Ti inducteur de tumeur

Les souches virulentes d'Agrobacterium tumefaciens portent de grands plasmides
Ti qui sont indispensables aux propriétés oncogenes de la bactérie. Le mécanisme par
lequel les agrobactéries transforment les cellules normales en cellules tumorales est
inconnu. Cependant, il a été montré qu'un petit fragment du plasmide Ti est présent dans
les cellules végétales transformées et est transcrit en ARN (Hooykaas et al., 1979 ;
Jochen, 2020).

Les plasmides Ti portent des genes de dégradation de 1’opine (les opines sont des
condensats d’un a-cétoacide comme le pyruvate et d’un acide aminé, les opines importants
sont I’octopine et la nopaline), pour la détection des cellules blessées (récepteurs des
dérivés phénoliques de greffe, par exemple 1’acétosyringone) et pour la mobilisation et le
transfert d’un fragment plasmidique de I’ADN-T. Ce dernier contient les génes d’induction

tumorale et de synthése de I’opine, il est limité & gauche et & droite par un élément répétitif
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de 25 pb, qui sert de séquence de reconnaissance pour découper la partie intermédiaire de
I’ADN (Figure 4). Apres le transfert, I’ADN-T est intégré dans le génome de la raie; bien
que le site d’intégration soit largement aléatoire, la préférence est donnée aux zones actives
de transcription. La réaction de la plaie produit des signaux (composés phénoliques) qui
conduisent d’abord a la fixation des agrobactéries a la cellule de la greffe et ensuite au
transfert de I’ADN-T. Il contient des éléments promoteurs eucaryotes (box CAAT, box
TATA, signaux de polyadénylation) pour leurs génes de synthése d’opine ainsi que pour
leurs génes de synthése d’auxine et de cytokine. Ces deux substances conduisent a la
croissance tumorale en peu de temps en favorisant une division cellulaire indifférenciée
(Jochen, 2020).

Enzymes
/ de synthese
des phytohormones

Transfert
et modification
de ’ADN

Plasmide Ti

Enzymes
du catabolisme
des opines

Figure 4. Carte génétique du plasmide Ti (inducteur de tumeur)
(Perry et al., 2004).

1.1.6. Les plasmides métaboliques

Les plasmides sont capables d'élargir la gamme d'activités métaboliques de la
cellule hote de fagons variées (Jeremy et Simon, 2010).

L’un de type d’activité métabolique a médiation plasmidique est la capacité de
dégrader produits chimiques potentiellement toxiques. Un tel plasmide, pWWO, de
Pseudomonas putida, code une série d'enzymes qui convertissent les hydrocarbures
cycliqgue toluéne et xyléne en benzoate (voie supérieure), et un deuxiéme opéron
responsable de la dégradation du benzoate, via le clivage cyclique d'un cat-Echol

intermédiaire, en intermédiaires métaboliques qui peuvent étre utilisés pour production

9
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d'énergie et biosynthése. L’organisme peut donc se développer en utilisant le toluéne
comme seule source de carbone. Les enzymes de la voie supérieure sont spécialisées,
d'autres plasmides codent pour enzymes de la voie supérieure avec des spécificités
différentes, permettant a I'organisme de convertir d'autres produits chimiques en dérivés de
benzoate et de catéchol qui peuvent étre dégrade par les enzymes de la voie inférieure.
Dégradation & médiation plasmidique comprend le naphtaléne et le camphre, ainsi que les
aromatiques chlorés composés tels que le 3-chlorobenzoate et I'herbicide 2,4-D
(dichlorophe-acide noxyacétique). La capacité de dégrader les produits chimiques nocifs
pour I'environnement est potentiellement utile pour dépolluer les sites pollués
(bioremédiation). Il y a donc un intérét considérable pour I'élargissement de la gamme des
produits chimiques pouvant étre dégradés par des micro-organismes (Jeremy et Simon,
2010).

Le Tableau 2 présente les différents types de plasmides et leurs phénotypes.

Tableau 2. Principaux types de plasmides (Meyer et al., 2008).

Types Exemples T?rllgiisep?lzg;(l- Hotes Phénotypes
Facteur de E. coll, . L
e Facteur F 95-100 Salmonella Pilus sexuel, conjugatif.
fertilite .
Citrobacter
RP4 54 Pseudomonas | Pilus sexuel, conjugatif, résis
et autres Gram™ | tance Amp, Km, Nm, Tc.
R1 80 Gram’ Résistance a Amp. Km, Su, C,

Plasmides R Sm.

pSH6 21 S. aureus Résistance a Gen, Km.

Psj23a 36 S. aureus Résistance a Pn, Asa, Hg, Gen,

Km, Nm, Em.
) col E1 9 E. coli Colicine E;.
Plasmides Col col E2 Shigella Colicine E,.
Ent (P307) 83 E. coli Production d'entérotoxine.
Plasmides de Col V-K30 2 E. coli Sidérophore pour capture du Fer,
virulence résistance aux mécanismes
immunitaires.
pZa 10 56 S. aureus Entérotoxine B.
. CAM 230 Pseudomonas | Dégradation du camphre.

Plésm'd?s SAL 56 Pseudomonas | Dégradation du salicylate.
metaboliques TOL 75 P1. putida Dégradation du toluéne.
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1.2. L’incompatibilité plasmidique

L’incompatibilité des plasmides est généralement définie comme 1’incapacité de
deux plasmides co-résidents a étre hérités de fagon stable en 1’absence de sélection externe.
Autrement dit, si I’introduction d’un second plasmide déstabilise I’héritage de la premiére,
on dit que les deux sont incompatibles. II est suggéré que 1’instabilité plasmidique est aussi
souvent due a I’inadéquation du mécanisme d’autocorrection (Novick, 1987 ; Jeremy et

Simon, 2010 ; Schumann, 2013).

Les deux plasmides doivent avoir des marqueurs génétiques différents afin de
suivre leur ségrégation. La sélection est généralement effectuée pour le plasmide entrant, et
la descendance est examinée pour la présence continue du plasmide résident. Si le
plasmide résident est éliming, les deux plasmides seraient incompatibles et sont affectés au
méme groupe d’incompatibilité. Bien que I’incompatibilité ait généralement été utile pour
la classification des plasmides, certaines complications ont été reconnues (Schumann,
2013).

11
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On peut résumer cette partie sur les différents types de plasmides chez les bactéries
a la base de I’information codée par les génes : Le plasmide F ou le facteur F appartient a
une classe de plasmides dites «conjugatifs», ils sont les premiers plasmides découverts
chez Escherchia coli K-12. Ce type de plasmide permet le transfert de génes d’une bactérie
portant ce facteur a une autre bactérie dépourvue du facteur par conjugaison pour controler

les fonctions sexuelles des bactéries.

Un autre type de plasmides est les plasmides R ou facteur R qui portent des génes
de résistance a un antibiotique spécifique. Par exemple chez la bactérie Shigella flexneri,

leur facteur R lui donne une multi-résistance aux antibiotiques C, Tc, Sm, Su, Amp, Tp.

Les plasmides de virulence portent des genes codant des facteurs de virulence,
ayant un réle dans le pouvoir pathogene des bactéries. Par exemple les Escherichia coli
entérotoxigéniques (ETEC) responsables de la diarrhée du voyageur (ou tourista)
hébergent au moins deux plasmides, l'un portant les génes codant un facteur de

colonisation, et l'autre codant des toxines.

Le plasmide Ti (inducteur de tumeur) est un plasmide porté par les bactéries
Agrobacterium qui induit des tumeurs, chez certaines plantes. Les génes du plasmide Ti
permettent aux agrobactéries de transférer I’ADN dans les cellules végétales et de les
modifier génétiquement. Ils déclenchent des croissances ressemblant a des tumeurs et donc

des maladies des plantes.

Les bactéries hébergent également des plasmides codants pour des protéines
toxiques pour d’autres bactéries. Ces protéines bactéricides appelées bactériocines, ils sont

codées par des plasmides spécifique appelés plasmides bactériocinogénes.

Les plasmides qui codant pour des protéines impliquées dans des métabolismes
particuliers. Chez E. coli, les genes portés par ces plasmides sont par exemple: 1'utilisation
du citrate comme source de carbone, la production de soufre, I’hydrolyse de 1’urée. Chez
les salmonelles son a observé la dégradation du lactose ce qui est inhabituel chez ce genre
bactérien. Le genre Rhizobium porte un plasmide métabolique nécessaire pour induire la

nodulation chez les 1égumineuses et effectuer la fixation d’azote.
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2. Les transposons

Les transposons sont de petits segments d’ADN qui peuvent se déplacer (étre
transposés) d’une région de la molécule d’ADN a une autre (sur le méme chromosome ou
sur un autre chromosome ou plasmide), ces morceaux d’ADN font 700 a 40000 paires de
base (Perry et al., 2004 ; Tortora et al., 2016).

Les transposons furent découverts dans les années 1940 par Barbara McClintock,
au cours de ses études sur la géenétique du mais, une découverte qui lui valut le Prix Nobel
en 1983. lls furent étudiés abondamment chez les bactéries et les virus (Prescott et al.,
2007).

Les transposons sont divisées en deux groupes principaux: les rétro-transposons
(classe 1) et les transposons d’ADN (classe II). Les rétro-transposons sont souvent trouveés
dans les eucaryotes, alors que les transposons d’ADN peuvent étre trouvés dans les
eucaryotes et procaryotes. Les transposons bactériens appartiennent aux transposons
d’ADN et a la famille Tn, qui sont généralement le porteur de genes supplémentaires pour

la résistance aux antibiotiques (Babakhani et Oloomi, 2018).
2.1. Les types de transposons
2.1.1. La séquence d’insertion

La séquence d’insertion (IS) est une courte séquence d’ADN qui agit comme un
simple élément transposable dans les chromosomes bactériens et les plasmides (Figure 5).
Elle présente deux caractéristiques majeures: elles sont petites par rapport aux autres
éléments transposables (généralement de 700 a 2500 pb de longueur) et elles codent
uniquement pour les protéines impliquées dans ’activité de transposition. Ces protéines
sont généralement la transposase qui catalyse la réaction enzymatique permettant a 1’1S de
se déplacer et aussi elles codent une protéine régulatrice qui stimule ou inhibe I’activité de
transposition (Daniel et Elisabeth, 2003 ; Kumari et al., 2022). Certaines propriétés de

séquences d’insertions sont présentées dans le Tableau 3.
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Tableau 3. Les propriétés de séquences d’insertions (Prescott et al., 2007 ; Prescott et

al., 2010).
Séquence Longueur Séquences répétées | Site cible | Nombre de copies sur le
d’insertion (pb) inverses (pb) chromosome d’E.coli
IS1 768 23 9o0u8 6-10
1S2 1327 41 5 4-13 (1)
1S3 1400 38 3-4 5-6 (2)
1S4 1428 18 1loul?2 1-2
1S5 1195 16 4 10-11

2.1.2. Les transposons composites

Les éléments transposables peuvent également contenir des genes autres que ceux
de la transposition, par exemple, des génes de résistance aux antibiotiques ou des génes de
toxines. Ces éléments sont souvent appelés transposons composites (Perry et al., 2004).
Beaucoup de transposons composites ont une organisation plus simple. lls sont flanqués de
courtes séquences répétées inverses et la région codante contient a la fois des génes de
transposition et les genes supplémentaires. On pense que les transposons composites se
forment lorsque deux éléments IS s'associent avec un segment central contenant un ou
plusieurs génes (Figure 5). Cette association peut survenir lorsqu'un élément IS se réplique
et se réinstalle seulement un géne ou deux plus loin sur le chromosome. Les homs des
transposons composites commencent par le préfixe Tn. Certaines propriétés d'une sélection

de transposons composites sont présentées dans le Tableau 4 (Prescott et al., 2007).
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Tableau 4. Les propriétés des transposons composites (Prescott et al., 2010).

Transposons Longueur Répéfitions Mod-ule Marqueurs génétiques
(pb) terminales | terminal
Tn3 4 957 38 / Résistance a I’ampicilline
Tn501 8 200 38 / Résistance au mercure
Tn951 16 500 Inconnu / Utilisation du lactose
Tn5 5700 Inconnu IS50 Résistance a la kanamycine
n9 2500 Inconnu IS1 Résistance au chloramphénicol
Tnl10 9 300 Inconnu IS10 Résistance a la tétracycline
Tn903 3100 Inconnu 1S903 Résistance a la kanamycine
Tn1681 2061 Inconnu IS1 Entérotoxine thermostables
Tn2901 11 000 Inconnu IS1 Biosynthése de I’arginine

2.1.3. Les transposons non composites

Les transposons non composites complexes ne sont pas associés a des séquences
d’insertion (Figure 5), et se composent quant a eux, de courtes sequences répétées
inversées encadrant une région centrale composée notamment des genes nécessaires a la
transposition et des génes de résistance, qui ne représentent qu’une petite partie de 1’unité

transposable (Muylaert et Mainil, 2013).

@A) |
A IS TnpA = OrfAB

1pA inh N __orfA  orfB
p—— 4 —34 P

InpA (famille 1S3)

B Transposons composites
C! Transposons non composites

res inpk mpA
Pr XX i - D— XX
mpR  res inpA

P XX s — XX ]

Figure 5. Structure des éléments transposables (Merlin et Toussaint, 1999).
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2.1.4. Les transposons conjugatifs

Les transposons conjugatifs (TnC) sont des éléments chimériques qui cumulent les
propriétés d’intégration des bactériophages et les propriétés de transfert des plasmides
conjugatifs. Les TnC ont initialement été identifiés comme agents responsables de la
dispersion des résistances aux antibiotiques chez les bactéries a Gram positif en milieu
hospitalier. Cependant, la description récente de nouveaux éléments de ce type, chez
Bacteroides et Salmonella, suggére qu’ils existent aussi chez les bactéries a Gram négatif
(Merlin et Toussaint, 1999).

Les transposons conjugatifs différent des autres transposons car d’une part, ils
possédent des fonctions de transfert faisant d’eux une sorte d’hybride entre le transposon et
le plasmide, et par d’autre part, I’absence de séquences répétées inversées (Harbottle et
al., 2006).

2.2. Les mécanismes de transposition

2.2.1. La transposition conservative

La transposition simple aussi appelée transposition par couper-coller, implique une
excision catalysée par la transposase, suivie par le clivage d’un nouveau site cible et la
légation du transposon dans ce site (Figure 6). Les sites cibles sont des séquences
spécifiques, longues de 5 a 9 paires de bases. Quand un transposon s’insere dans un site
cible, la séquence ciblée est dupliquée de sorte que de courtes séquences répétées directes

flanquent les séquences répétées inverses terminales du transposon (Prescott et al., 2010).

=
D
’ .
Transposition
—_—
S =
B Romeer
A
Conversion
Réplicon
modéle

Figure 6. La transposition conservative (Prescott et al., 2007).
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2.2.2. La transposition réplicative

La transposition par résistance a 1’ampicilline Tn3 et les ¢léments transposables
connexes tels que Tn21 favorisent la fusion réplicative, les cointégrats sont formées en tant
qu’intermédiaires pendant la transposition réplicative. Les transposons de la famille Tn3
sont bordées de répétitions inversées de 35 a 38 pb (parfois 48 pb). Ces transposons codent
pour la transposase (le produit du géne tnpA) et résolvase (le gene tnpR) et ils contiennent
une sequence de 120 bp qui constitue un site de recombinaison interne (res ou IRS). Dans
la premiére étape de la transposition, le réplicon donneur est joint au réplicon cible par
deux exemplaires d’élément transposable en orientation directe. Cette étape nécessite la
transposase et comme 1’élément donneur est dupliqué, aussi les fonctions de réplication de
I'nbte. Les cointégrés formés sont de courte durée parce que dans une deuxiéme étape
résolvase favorise une recombinaison hautement efficace spécifique au site des sites de res.
Le réplicon cible porte désormais une copie de 1’élément transposable, et le réplicon

donneur est restauré (Figure 7) (Clewell, 2013).

Transposition réplicative

P e
P
" K Transposition Résolution
q q
P
- Sonen
Co-intégrat

Figure 7. La transposition réplicative (Prescott et al., 2007).
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3. Les intégrons

Les intégrons ont été découverts a la fin des années 1980, chez les bactéries Gram’,
a la suite d'une recherche systématique des déterminants génétiques des plasmides et
transposons responsables de résistances des antibiotiques. Ces résistances dans certains cas
étaient dues a une nouvelle classe d'éléments genétiques, présents sur le chromosome, les

plasmides ou encore les transposons, appelés intégrons (Luciano et Jean, 2015).

Les intégrons constituent un systéme de capture et d’expression de génes composé
d’un géne intl codant une intégrase, d’un site de recombinaison attl et d’un promoteur.
L’intégrase est capable d’intégrer ou d’accélérer des cassettes de génes par un systéme de
recombinaison spécifique au site. Ainsi, ce systtme de géne multi-composant cassette-
intégron est un systéme naturel de clonage et d’expression favorisant efficacement la
diffusion des genes de résistance aux antibiotiques dans le monde bactérien (Ploy et al.,
2000).

3.1. Les types d’intégrons

3.1.1. Les intégrons de multi-résistance

Les intégrons de multi-résistance (MRI) généralement portés par des plasmides ou
des transposons, contiennent un nombre limité de cassettes (jusqu’a 8 cassettes) qui codent
pour des résistances vis-a-vis de la plupart des antibiotiques connus (plus de 130 cassettes

identifiées a ce jour) (Guerin et al., 2010).

3.1.2. Les super-intégrons

Les super-intégrons sont considérés comme des précurseurs anciens des intégrons
actuels. Contrairement aux intégrons, les super-intégrons sont toujours localisés
chromosomiquement. lls sont plus grands et portent de 20 a 200 cassettes de génes, dans
lesquels beaucoup sont de fonction inconnue. Les cassettes génétiques dans les super-
intégrons ne sont pas exprimees par un promoteur commun, et peuvent avoir leurs propres
promoteurs. Ces cassettes ne sont pas orientées de maniére rigoureuse comme dans les
intégrons de classe I. Les super-intégrons ont d’abord été identifiés sur les chromosomes
de Vibrio cholerae, mais ont depuis été identifies chez plusieurs autres especes

bactériennes (Ravi et al., 2014).
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3.2. La structure des intégrons

Plusieurs classes d’intégrons ont été définies en fonction de la nature de I’intégrase.
Cing classes possédent des cassettes contenant des génes de résistance aux antibiotiques. A
I’heure actuelle, les intégrons de classe 1, 2 et 3 sont bien caractérisés et reconnus comme
étant impliqués dans la dissémination de la résistance aux antibiotiques (Ploy et al., 2000).
Pour les intégrons de classe 1, I'intégrase Intll est une protéine de 337 acides aminés. Et
intégrons de classe 2 sont inclus dans la famille Tn7 de transposons. Ces derniers
contiennent trois cassettes geniques intégrées (dhfrl-sat-aadAl), une intégrase défectueuse
et des genes qui favorisent la transposition. Le gene intl2 code pour une protéine
présentant 46% d'homologie avec Intl1l mais tronquée de 12 acides aminés (Aarestrup,
2005). Une troisiéme classe d'intégrons dont I'intégrase Intl3 présente 61% d'identité avec
Intll a été décrite en 1995. Les trois classes d'intégrons différent considérablement a leur
extrémité 3'. La plupart des intégrons de classe 1 (Figure 8) ont une région d'extrémité 3'
contenant trois cadres ouverts de lecture, le premier est gacEAI, c’est un dérivé tronqué
du gene gacE conférant la résistance aux ammoniums quaternaires. Le deuxiéme cadre
ouverte de lecture est le géne sull qui confére la résistance aux sulfamides, et le dernier

est ORF5 qui ne code pour aucune fonction connue (Ploy et al., 2000).

P1 P2 P P
\f’f’/ ’ j
intl1  attl gene cassette attCqacEA1 sull  orf5

5-CS variable region 3.8

d
P

Figure 8. Représentation schématique d’un intégron de classe |
(Deng et al., 2015).
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3.3. Les cassettes

Les cassettes forment un groupe varié de petits éléments mobiles non réplicatifs. Ce
sont des unités d’ADN fonctionnelles indépendantes qui peuvent étre mobilisées de
maniére individuelle (Ploy et al., 2005). lls sont sous forme circularisée ou intégrée qui
portent des cadres ouverts de lecture généralement sans promoteur. IIs s’intégrent dans une
plateforme intégron, composée d’une recombinase spécifique au site, d’une cible primaire
de recombinaison associée appelée site attl et de deux promoteurs (divergents) orientés de
maniére appropriée, I’'un conduisant un géne intégrase, intl, et I’autre expression motrice
du géne associé a la cassette. L’intégron est le nom générique de 1’ensemble plateforme-

cassette intégrons (Bouvier, 2005).

3.3.1. La structure des cassettes

Les cassettes présentent des tailles et des fonctions variables, mais ont une structure
commune. La région d’extrémité de 3' de chaque gene est adjacente a une séquence
palindromique qui constitue un site de recombinaison spécifique reconnu par I’intégrase.
Les sites attC sont des répétitions inversées imparfaites. Le premier site attC décrit avait
une taille de 59 paires de base et le terme «élément de 59 pb» est souvent utilisé pour les
sites attC. Deux séquences de 7 paires de base sont situées aux limites de chaque site attC
et sont désignés site central et site central inverse. Le site central de la séquence
consensuelle GTTRRRY (R, purine, Y, pyrimidine) est localisé a I’extrémité droite du site
attC. L’emplacement central inverse de la séquence complémentaire RYYYAAC est
localis¢é a D’extrémité gauche. En résumé, une cassette est constituée d’un gene
immédiatement suivi d’un site attC. Cette entité entiére est encadrée par deux séquences
consensuelles GTTRRRY (Figure 9). Chaque cassette n’a qu’un site attC. Il existe une
grande variété de sites, certains dont sont associés a des genes alternatifs conférant une
résistance, alors que certains génes apparentés sont associés a différents sites d’attC (Ploy
et al., 2000).
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Figure 9. La structure des cassettes (Ploy et al., 2005).

3.4. Les mécanismes d’intégration

La mobilité des cassettes est assurée par le géne intll, codé Intll. La protéine Intll
appartient a la famille des intégrales. La protéine Intl1l posséde les trois acides aminés
caractérisés de cette famille de protéines, et la mutation de ces acides aminés entraine une
réduction de I’activité catalytique. L’intégrase excise les cassettes de génes en tant que
molécules circulaires supercoilées covalentes fermées. Treés probablement, ces cassettes
circulaires peuvent egalement étre intégrées. En fait, on a observé des delétions, des
duplications et des réarrangements de cassettes de genes dans les intégrons (Fluit et al.,
1999).

L’intégrase Intll catalyse en effet aussi bien l’intégration que I’excision des
cassettes, ces mouvements (qui ne font pas intervenir la protéine RecA) s’effectuant par
recombinaison entre deux sites spécifiques reconnus par I’intégrases. Il s’agit des sites attC
situés a I’extrémité 3’ de chaque cassette, mais aussi d’un autre site, le site attl, localisé a
la jonction de la région 5’ conservée de I’intégron et de la premiére cassette (Figure 10).
Les événements de recombinaison peuvent impliquer 2 sites attC ou un site attC et un site
attl. L’intégration des cassettes se fait préférentiellement par recombinaison entre le site
attl de I’intégron et le site attC de la cassette, tandis que leur excision se fait plutot par
recombinaison entre deux sites attC. Le site attl contient la méme séquence core,
GTTRRRY, que le site attC mais ne contient pas de séquence complémentaire RYYYAAC
(core inverse) ni de sequence inversée et répétée. Les sites attl des trois classes d’intégrons
sont tres différents hormis la séquence GTTRRRY et la présence de nombreuses bases A
localisées dans la région 5°. L’activité de ce site ne semble donc pas liée & une séquence
particuliere ni & une structure secondaire, contrairement aux sites de recombinaison

habituellement reconnus par les intégrases dont les sites attC. Cependant, une région
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minimale de 33 paires de bases parait nécessaire a ’activité du site attl des intégrons de
classel. Exceptionnellement, 1’événement de recombinaison peut impliquer un site
spécifique et un site non spécifique, appelé site secondaire dont la séquence, généralement
GWTMW (W:T/A ; M:A/C), est semblable a celle du core GTTRRRY. L’intégration est
alors stable car I’excision d’une cassette au niveau d’un site secondaire est peu probable
(Ploy et al., 2000).

Pcl : promoteur | des cassettes.
Pc2 : promoteur 2 des cassettes.
Bl B2 intl] : géne de 'intégrase 1.

région 3' conservée gir
e attl : site de recombinaison de I'intégrase.

intl attC : site de recombinaison des cassettes.
in

I cassette 1
Y ancl
Rl P2
i ™ aru anc1
cassette 2
Z
Pl R —ce

|"’ | *atud atc? anCl

Figure 10. Intégration des cassettes dans un intégrons (Daniel et Elisabeth, 2003).
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Chapitre 2. Le transfert génétique horizontal

Les bactéries sont capables de réagir aux pressions sélectives et de s’adapter a de
nouveaux environnements en acquérant de nouveaux traits génétiques a la suite d’une
mutation, d’'une modification de la fonction génétique d’une bactérie et, a la suite d’un
transfert horizontal de génes, de I’acquisition de nouveaux geénes d’autres bactéries. La
mutation se produit relativement lentement. Le taux normal de mutation dans la nature est
de ’ordre de 10 a 10 par nucléotide par génération bactérienne, bien que lorsque les
populations bactériennes sont stressées, elles peuvent augmenter considérablement leur
taux de mutation. De plus, la plupart des mutations sont nocives pour la bactérie. Le
transfert horizontal de génes, d’autre part, permet aux bactéries de réagir et de s’adapter a
leur environnement beaucoup plus rapidement en acquérant de grandes séquences d’ADN

d’une autre bactérie en un seul transfert (Averhoff, 2004 ; Kaiser, 2019).

La bactérie peut acquérir une nouvelle information génétique, a savoir de nouveaux
segments d'ADN, par trois mécanismes différents: la transformation, dans laquelle la
cellule bactérienne «absorbe» de I'ADN libre présent dans I'environnement, la conjugaison
ou I'ADN est transféré via un plasmide d'une cellule bactérienne a une autre, et la
transduction, ou un bactériophage emporte de I'ADN bactérien d'une cellule a une autre
(Perry et al., 2004).

1. La transformation bactérienne
1.1. La découverte du phénomene

Historiquement, la démonstration de la transformation d'une bactérie par 'ADN a
été faite par Avery, MacLeod et McCarty, en 1944, Griffith auparavant (1928) avait
observé que l'injection a des souris d'un mélange de pneumocoques a virulents (R: rough)
vivants et de pneumocoques virulents (S: smooth) tués pouvait provoquer une septicémie
mortelle. Des souris mortes, il avait isolé des pneumocoques virulents (Figure 11). Il a
parlé d'un principe transformant. Avery et ses collaborateurs ont étudié le phénomeéne in
vitro, et ont démontré que le principe transformant évoqué par Griffith est 'ADN et ont
donc fourni par la méme occasion, la toute premiére indication que le support moléculaire
de I'nérédité est I'ADN (Karp, 2010).
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Figure 11. La découverte de la transformation bactérienne (Karp, 2010).

1.2. Définition

La transformation est le premier mécanisme de transfert d’ADN découvert chez les
procaryotes, elle est impliquée dans I’acquisition de I’ADN d’une bactérie morte en cours
de degradation par une bactérie compétente se trouvant a proximité de cette derniere. En
effet, lors de la mort d’une bactérie, I’ADN altéré, fragmenté et libéré, et qui contient
éventuellement des génes de résistance vis-a-vis de différents antibiotiques, peut étre
récupéré par transformation et incorporé par recombinaison dans le génome des bactéries

compétentes présentes dans le milieu (Muylaert et Mainil, 2013).
1.3. La compétence de transformation

La compétence des bactéries est un phénomene lié a la perméabilité de la
membrane qui peut étre induit in vivo ou in vitro (via des chocs électriques ou des agents
chimiques) ou se retrouver naturellement chez certains genres voir certaines espéces parmi
les Gram positives (Bacillus et Streptococcus) et les Gram négatives (Campylobacter,
Haemophilus, Helicobacter, Neisseria et Vibrio) (Boerlin et Reid-Smith, 2008 ; Kovacs
et al.,, 2009). Certains microorganismes tels que les streptocoques sont naturellement
compétentes a certains stades de leur développement alors que d’autres germes ne

possédent aucune fenétre de compétence (van Hoek et al., 2011).
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Certaines entérobactéries dont notamment E.coli sont ainsi difficilement
naturellement transformables, du fait d’un trés faible taux de pénétration de ’ADN et de
mécanismes de recombinaison peu efficaces (Sinha et Redfield, 2012). Sur la base de ces
considérations, la contribution du phénomene de transformation dans I’évolution des
résistances aux antibiotiques reste difficile a évaluer bien que théoriquement envisageable
(Del Grosso et al., 2011).

La compétence artificielle peut étre induite a I’aide de chlorure de calcium ou de
rubidium ou par un choc thermique, c’est une des techniques les plus importante et
fréquemment utilisées pour introduire des molécules d’ADN recombinantes dans des

bactéries par une altération de leurs enveloppe (Perry et al., 2004).

1.4. La cinétique de la transformation

Lorsque les conditions les plus favorables sont remplies, c'est-a-dire avec un ADN
transformant et des bactéries compétentes, le transfert peut avoir lieu. Il comprend

plusieurs phases (Figure 12) (Meyer et al., 2008).

v" Fixation : La rencontre des fragments d'/ADN avec les cellules se fait au hasard.
Les bactéries compétentes sont munies, a leur surface de sites d'adsorption pour cet
ADN. Ceux-ci sont demasqués par l'action d'une protéine (competence activator
protein) de 5 a 10 kd.

v' Pénétration: Elle a été mise en évidence par marquage de I'ADN transformant avec
du phosphore radioactif (3?p). L'ADN extrait des bactéries aprés I'expérience est
fortement radioactif, démontrant ainsi sa pénétration cellulaire. Lors de sa
pénétration I'ADN est modifié par une endonucléase qui dégrade une des deux
chaines, permettant ainsi la pénétration de I'autre.

v Phase d'éclipse: Apres sa pénétration, I'ADN va subir l'action des enzymes de
restriction-modification et du systeme de réparation. S'il ne trouve pas rapidement
une séquence homologue sur le chromosome, il sera détruit. En effet, pour la
réalisation de la phase suivante de recombinaison (intégration dans I'endogénote)
une grande homologie de séquence est nécessaire entre les deux.

v Intégration: L'intégration de I'ADN monocaténaire pourrait s'effectuer a la suite
d'une cassure d'une des chaines de I'ADN de I'endogénote, suivie de l'insertion par

I'extrémité 5' du fragment du donneur (Meyer et al., 2008).
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Figure 12. Mécanisme de la transformation (Tortora et al., 2016).

2. La conjugaison

2.1. La découverte du phénomene

En 1946, Lederberg et Tatum mélangérent deux souches autotrophes d’E. coli,

incubérent la culture pendant plusieurs heures dans un milieu nutritif et 1’étalérent sur un

milieu minimum. Afin de réduire le risque que leurs résultats soient dus a une simple

réversion, ils employérent des doubles et triples auxotrophes, considérant que deux ou trois

réversions simultanées seraient extrémement rares. Par exemple, une souche exigeait de la

biotine (bio-), de la phénylalanine (phe-) et de la cystéine (cys-) pour sa croissance, et une

autre souche exigeait des colonies recombinantes prototrophes apparurent sur le milieu

minimum apres incubation (Figure 13). Les chromosomes des deux souches auxotrophes

étaient donc capables de s’associer et se recombiner (Luciano et Jean Claude, 2015).
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Figure 13. L’expérience de conjugaison de Lederberg et Tatum
1946 (Luciano et Jean, 2015).

2.2. Définition

Certains plasmides (conjugatifs) et transposons conjugatifs conféerent a leur cellule
hote la capacité de transférer de I’ADN a d'autres cellules par conjugaison. Dans ce
processus, une cellule donneuse (male) transfere de I'ADN a une cellule réceptrice
(femelle) au cours d'un contact physique. Une cellule réceptrice qui a recu de I'ADN d'une
cellule donneuse s'appelle un transconjugant. Comme la transformation, la conjugaison
peut amener d'importants changements phénotypiques par le receveur par exemple,

I'acquisition de résistance aux antibiotiques portée par un plasmide (Singleton, 2005).

2.3. La conjugaison chez les bactéries Gram-et Gram*

Chez les bactéries a Gram négatif, le systéme de conjugaison repose sur la synthese
de pili sexuels. Suite a la formation du pont cytoplasmique, le transfert du simple brin
d’ADN est initié spécifiquement a 1’origine de transfert (oriT) puis interrompu par une
relaxase. L’intégrité de I’élément transféré est restaurée par la réplication du simple brin
tout prés du pont cytoplasmique. La structure du pilus conjugatif, rigide ou flexible,
jouerait un role important, notamment dans I’environnement intestinal (Licht et Wilcks,
2006).

C’est le mécanisme par lequel les plasmides de résistance (R-plasmides), codant
pour la résistance aux antibiotiques multiples et la formation de pilus de conjugaison, sont

transférés d’une bactérie donneuse a un receveur (Figure 14). C’est un gros probléme dans
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le traitement des infections opportunistes a Gram négatif telles que les infections des voies
urinaires, les infections des plaies, la pneumonie et la septicémie par des organismes tels
que E. coli, Proteus, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, et Pseudomonas, ainsi que des
infections intestinales par des organismes comme Salmonella et Shigella. Il est également
prouvé que le pilus de conjugaison peut également servir de canal direct par lequel ’ADN

monocaténaire peut étre transféré pendant la conjugaison (Kaiser, 2019).

Chez les bactéries a Gram positif, les bases du contact seraient en parti dues a la
production de protéines membranaires induites par des phéromones, ce qui permettrait
I’agrégation des cellules donneuses et réceptrices, puis le transfert des génes de résistance
(Nielsenet Thomas, 2005).

Fonctions Résistance
accessoires a la sulfanilamide

e transfert .
d / Résistance
AN au mercure
\ /

\

pCG86
117 000 pb

Résistance

a la tétracycline bactériennes

Figure 14. Plasmide PCG86 d’un E. coli pathogéne. Le produit ou la
fonction codée par le géne est indiqué. Les antibiotiques de type
Béta-lactames incluent I’ampicilline (Perry et al., 2004).

2.4. La conjugaison Hfr

Dans de rares cas, le plasmide F s'intégre dans le chromosome bactérien (Figure
15), il en resulte une cellule donneuse Hfr. Ces cellules Hfr forment des pili et peuvent se
conjuguer avec les cellules F. Lors des croisements Hfr x F-, le transfert de I'ADN
commence (comme dans les cellules donneuses F*) par une coupure en oriT. Le brin
transféeré commence avec I'ADN du plasmide, mais celui-ci est suivi par I'ADN

chromosomique, et finalement si le brin ne se casse pas par le reste du brin du plasmide (on
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peut comprendre ceci plus facilement si on imagine qu'oriT se trouve au milieu du
plasmide F intégré). Si les brins plasmidiques et chromosomiques sont transférés en entier,
la cellule réceptrice devient une cellule donneuse Hfr, mais habituellement le brin se casse
a un endroit donné et la cellule réceptrice (qui ne recoit pas tout le brin plasmidique) reste
F. Cependant, la cellule réceptrice recoit geénéralement une partie de I'ADN
chromosomique (aussi bien que du plasmidique) et si les genes de la cellule donneuse se
recombinent avec le chromosome de la cellule réceptrice, ils peuvent modifier le message
génétique. La forte proportion de cellules recombinantes, résultant des croisements Hfr x F-
, explique la désignation «Hfr» c'est-a-dire «haute fréquence de recombinaison»
(Singleton, 2005).

2.5. La conjugaison F*x F-

Au cours d’un croisement F*x F~ ou conjugaison, le facteur F se réplique par un
mécanisme de cercle roulant et une copie migre vers la cellule receveuse (Figure 15). La
chaine en voie de pénétration est copiée pour donner un ADN double brin. La fréquence de
recombinaison des génes chromosomique est faible parce que le chromosome bactérien est
rarement transféré avec le facteur F indépendant. On ne comprend pas toujours bien
comment le plasmide passe d’une bactérie a 1’autre. Le pilus sexuel ou pilus F unit le
donneur et le receveur et peut se contracter pour les rapprocher. Le canal de transfert
d’ADN pourrait été le pilus F creux ou un tube de conjugaison particulier formé lors du

contact (Prescott et al., 2010).

2.6. La conjugaison F*x F’

Le plasmide F étant un épisome, il peut quitter le chromosome bactérien. Durant ce
processus le plasmide fait parfois des erreurs d’excision et emporte une portion du matériel
chromosomique pour former un plasmide F*. Il n’est pas un plasmide F excisés. La cellule
F conserve tous ses geénes. Certaine porté par le plasmide, et ne peut effectuer un
croisement qu’avec une receveuse. La conjugaison F x F* est essentiellement identique au
croisement F* sont transférés avec celui-ci et ne doivent pas étre incorporés dans le
chromosome de la cellule receveuse afin d’étre exprimés la receveuse devient F (Figure
15) (Prescott et al., 2007).
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Figure 15. Le transfert conjugatif (Luciano et Jean, 2015).

3. La transduction
3.1. La découverte du phénomeéne

Ce phénomeéne a été découvert en 1952 par N.D. Zinder et J. Lederberg en
cherchant a mettre en évidence la conjugaison chez S. typhimurium grace a une stratégie
semblable a celle utilisée par Lederberg et Tatum lors de la découverte de la conjugaison
chez E. coli (Figure 16). Le mélange de cultures de deux souches de S. typhimurium
différant par des mutations nutritionnelles complémentaires générait bien des recombinants
prototrophes. Ceux-ci, toute fois, contrairement au cas de la conjugaison, pouvaient étre
obtenus méme en absence d'un contact physique entre les cellules des deux souches. En
outre, le méme résultat était obtenu si une des deux cultures était traitée avec un extrait
acellulaire de l'autre. L'agent responsable de ce phénomeéne, découvert plus tard, était un
bactériophage appelé PLT-22 (aujourd’hui P22). La nature physique des phages
responsables de la transduction (phages transductants) a été éclaircie en 1972 par J. Ebel-
Tipsisune expérience qui montra que les particules transductrices étaient constituées d'une

capside du phage contenant de I'ADN bactérien (Luciano et Jean, 2015).

30



Partie | : Recherche Bibliographique

O O

22A 2A 22A
Auxotrophe
1
= Prototrophe
Auxotrophe Verre poreux ¥ Auxotrophe

Figure 16. L’expérience de Zinder et Lederberg (Meyer et al., 2008).
3.2. Définition

La transduction est un mécanisme de TGH impliquant des virus bactériens,
bactériophages (ou phages) les plus abondants classe des micro-organismes sur terre.
Apres leur injection dans une cellule bactérienne, les génomes de phages peuvent soit
entrés dans un état de réplication active, conduisant a la production de nouveaux phages
(état lytiqgue) ou état de dormance (état lysogénique). Ce dernier cas est limité aux
bactériophages tempérés, qui s’intégrent au génome de 1’hote comme prophage

(Woegerbauer et al., 2020).

3.3. La morphologie du phage

Les bactériophages (phages) sont des virus qui infectent les bactéries et qui jouent
un role important dans 1’évolution bactérienne. Cela est facilité par le transfert des genes
de virulence et de résistance antimicrobienne a de nouveaux hétes bactériens par
transduction (Mazaheri et al., 2011). Beaucoup de phages sont simplement constituées
d’un acide nucléique enfermé dans une capside protéique (le manteau) (Figure 17). Selon
le phage, le génome peut étre de I’ADN double brins, de I’ADN simple brin, de I’ARN
double brin, ou de I’ARN simple brin. Certains phages sont polyédriques d’autres
filamenteux ou plésiomorphes (Tableau 5), et certains ont une «queue» par laquelle ils

s’attachent a la cellule hote (Singleton, 2005).

Lors du contact entre une bactérie et un phage, trois situations sont envisageables:
la bactérie résiste a I’infection, le phage ou seulement son acide nucléique pénétre dans la

bactérie, s’y multiplie, on parle dans ce cas de phage virulent et son cycle productif aboutit
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ou non a la lyse bactérienne, enfin, le phage ou seulement son acide nucléique est introduit
dans la bactérie et s’intégre au génome bactérien a 1’état latent sous forme d’un prophage,
on parle dans ce cas de phage temperé et le cycle est qualifié de lysogénique. Les
bactériophages ne sont pas seulement responsables de ’infection des bactéries, ils sont
parfois également impliqués dans le transfert de matériel génétique entre les bactéries au

cours d’un procédé nommé transduction (Muylaert et Mainil, 2013).

Acide nudéique/ADN
Téte/capside

Gaine contractile Collier

Fibres caudales

Figure 17. Représentation d’un bactériophage de type T4
(Dublanchet et Patey, 2017).

Tableau 5. Quelques exemples des bactériophages (Singleton, 2005).

Nom Génome Morphologie ; taille Hote principale
R ADN _do/ut_3|e brin Tete |sometr|q_ue, longue queue, Escherichia coli
linaire non contractile; env. 200 nm
ADN double brin Tete isométrique, longue queue ) -
Mu o 1que, fongue d ’ Entérobactéries
linaire contractile; env. 150 nm
MV- ADN double brin Téte isométrique, queue courte ; . .
o Acholeplasma laidlawii
L3 linéaire env. 80 nm
ADN le brin Tete allongée, lon I .
T4 _dqui_a eb cteallo gee, fongue queue Escherichia coli
linaire contractile; env. 200nm
ARN simple brin Entérobactéries (seulement
M12 linéaire Icosaédrique; Env.25nm les cellules donneuses
conjugatives)
ADN simple brin Entérobactéries (seulement
fl (circulaire) Filamenteux > 750 nm x 6 nm les cellules donneuse
conjugatives étre infectées)
ADN double brin Icosaédrique, avec membrane ..
PM2 . . . : L Iq.u » &V Alteromonas espejiana
(circulaire) lipidique interne; env. 60 nm
ADN simple brin .
M13 . ! p_ ! Filamenteux > 750 nm x 6 nm Comme f1
(circulaire)
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3.4. Biologie du phage et cycles phagiques
3.4.1. Les phages lytiques et cycle lytique

Les phages lytiques, comme leur nom I’indique, détruisent la bactérie. Ils
détournent la machinerie bactérienne a leur profit pour se reproduire et se multiplier. Au
terme du processus appelé cycle lytique, la bactérie éclate et plusieurs dizaines de
nouveaux phages identiques a l’original sont libérés dans le milieu et donc disponibles
pour s’attaquer a d’autres bactéries de la méme espece. Véritables «tueurs professionnels»,
les phages lytiques sont les prédateurs naturels des bactéries. Ce sont précisément ces
phages lytiques et eux seuls qui sont utilises a des fins thérapeutiques (depuis d’Hérelle)
pour lutter contre les infections bactériennes (phagothérapie). Le cycle lytique comporte
différentes phases, ceci est expliqué dans la Figure 18 (Point, 2018).

3.4.2. Les phages tempérés et cycle lysogénique

Un phage tempéré peut établir une relation stable avec une bactérie. Cette relation
s'appelle la lysogénie et on dit que la bactérie hote est lysogéne. Dans la plupart des cas de
lysogénie, le génome de phage (c'est a dire son acide nucléique) s'integre dans le
chromosome de I'héte, il est alors appelé prophage. Dans quelques cas par exemple le
phage P1 il n'y a pas d’intégration et le prophage s'installe dans la bactérie sous forme
d'une molécule circulaire (un plasmide). De toute facon, la réplication du prophage est
coordonnée avec la division cellulaire, de telle sorte que chaque cellule fille recoive un

prophage (Singleton, 2005).

Le maintien de I'état lysogene implique la synthése d'un répresseur protéique, codé
par le phage. La disparition de ce répresseur protéique a pour résultat lI'induction du cycle
Iytique c'est-a-dire que le prophage garde normalement une virulence potentielle (Figure
18). Dans une population de bactéries lysogenes, l'induction peut se déclarer spontanément
chez un petit nombre de cellules. Dans la nature la lysogénie semble étre un phénoméne

courant (Singleton, 2005).
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Figure 18. Cycle de vie du bactériophage (Dublanchet, 2009).
3.5. Les types de transduction
3.5.1. La transduction généralisée

La transduction généralisée est réalisée par certains bactériophages virulents. Apres
infection d'une cellule, ces bactériophages subissent un cycle complet de réplication.
Durant le processus d'infection, le chromosome de I'h6te est dégradeé et I'ADN est utilisé
comme source de blocs de nucléotides pour synthétiser le génome du phage (Perry et al.,
2004).

Par ce processus, n'importe quel gene peut étre transféré d'une cellule a l'autre.
Dans une population de bactéries infectées, il arrive occasionnellement qu'au cours de
I'assemblage des particules de phages, un fragment d’ADN chromosomique ou plasmidique
soit incorporé en lieu et place de I'ADN du phage. On parle alors d’erreur d’encapsidation.
Une fois libérés, de tels phages anormaux peuvent s‘attacher a d'autres cellules et injecter
leur ADN, mais comme ce n'est pas de I'ADN de phage, il n'en découle ni lysogénie, ni
lyse (Singleton, 2005).

Dans la cellule réceptrice (le transductant), I'ADN transduit peut étre dégradé par
les endonucleéases de restriction se recombiner avec le chromosome (ou le plasmide) de
telle sorte que certains genes de la cellule donneuse puissent étre transmis de fagon stable

(transduction compléte) persister sous forme d'une molécule stable mais ne se répliquant
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pas (transduction abortive). Si un transductant abortif donne naissance a une colonie, une
seule cellule de la colonie contient I'ADN transduit. Les genes transduits avec un
promoteur fonctionnel (qu'il s'agisse d'une transduction compléte ou abortive) peuvent étre
exprimés dans le transductant. Le transfert d'un gene donné par transduction généralisée est
un événement rare. Que deux ou plusieurs genes soient transduits ensemble (co-
transduction) est considéré comme une preuve de leur localisation sur le méme fragment
d'’ADN. Ce type dinformation a été tres utile pour la cartographie détailléee des
chromosomes ou des plasmides donneurs. Les distances entre les génes sont estimées

d'apreés les fréquences de co-transduction (Singleton, 2005).
3.5.2. La transduction spécialisée

La transduction spécialisée nécessite 1’incorporation de I’ADN viral dans le
chromosome bactérien et n’est donc réalisée que par les virus lysogéniques. Elle a lieu
apres la formation du prophage, avec I’intégration de I’ADN viral au niveau d’un cite
spécifiqgue du chromosome de la cellule héte. Le prophage se réplique donc pendant
plusieurs générations avec le chromosome bactérien, donc il fait partie intégrante (Perry et
al., 2004).

Occasionnellement, il peut s’exciser et initier un cycle virulent, supposant la
réplication de I’ADN viral, I’encapsidation et la lyse de la cellule hote. Cette excision peut
étre parfois imprécise et entrainer une partie d’ADN chromosomique flanquant I’ADN
viral. Cet ADN excisé est alors inclus dans I’ADN viral, il se réplique avec lui et est en
capside dans chaque particule virale produite. Apreés la lyse cellulaire, les bactériophages
virulents libérés vont infecter de nouvelles cellules hétes, conduisant a la réplication virale
et a un nouveau cycle virulent. Cependant, comme le bactériophage initial, le virus
transduit peut débuter un cycle de lysogénie supposant 1’intégration chromosomique de
L’ADN viral. Si la cellule hote présente des séquences homologues aux séquences d’ADN
bactérien transduites par le bactériophage, des événements de recombinaison réciproque
sont susceptibles de se réaliser, conduisant a 1’incorporation stable de ces geénes dans le

chromosome bactérien indépendamment de 1’établissement d’une lysogénie (Perry et al.,
2004).
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Chapitre 3. Résistance de K. pneumoniae aux antibiotiques
1. Les antibiotiques
1.1. Définition

L’adjectif antibiotique (du grec anti: contre, biotikos: concernant la vie) utilisé pour
la premiére fois en 1889 (Guardabassi et Courvalin, 2006). Les antibiotiques sont des
substances naturelles capables d’inhiber la croissance bactérienne (Bactériostatique) ou
tuer les bactéries (Bactéricide). Elles sont actives sur les cellules procaryotes mais
respectent en effet les cellules des especes eucaryotes. La plupart des antibiotiques récents
sont en fait maintenant des produits élaborés par hémisynthése ou par synthese totale
(Georges et al., 2009).

Ils ont en principe une toxicité sélective, c'est-a-dire qu'ils sont toxiques pour les
bactéries mais non pour l'organisme, ce qui malheureusement n'est pas toujours vrai.
Comme pour tout médicament actif, les antibiotiques sont susceptibles de provoquer des
accidents plus ou moins importants (Merad et Merad, 2001).

1.2. Les critéres de classification des antibiotiques

Les antibiotiques peuvent étre classés selon plusieurs criteres, l'origine, la nature

chimique, le mécanisme d'action et le spectre d'action (Yala et al., 2001).

1.2.1. L'origine
Les antibiotiques sont obtenus de trois sources principales:

v Micro-organismes: par exemple, la bacitracine et la polymyxine sont obtenues de
certaines especes de Bacillus; streptomycine, tétracyclines, etc. D’espéces de
Streptomyces; gentamicine de Micromonospora purpurea; griseofulvin et certains
pénicillines et céphalosporines de certains genres (Penicillium, Acremonium) de la
famille des Aspergillaceae; et monobactames des especes Pseudomonas acidophila
et Gluconobacter. La plupart des antibiotiques utilisés actuellement ont été produits
a partir de Streptomyces spp.

v Synthése: le chloramphénicol est maintenant généralement produit par un procédé

synthétique.
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v Semi-synthese: cela signifie qu’une partic de la molécule est produite par un
processus de fermentation utilisant le microorganisme approprie et le produit est

ensuite modifié par un processus chimique (Denyer et al., 2008).

1.2.2. Les cibles des antibiotiques et leurs modes d’action
Les antibiotiques entravent la croissance bactérienne en agissant sur des cibles vitales.
11 s’agit principalement pour les grandes classes d’antibiotiques:

v' La paroi bactérienne: c’est le cas pour les béta-lactamines ou pour les
glycopeptides; les béta-lactamines entravent la formation de la paroi bactérienne en
se fixant sur des enzymes indispensables a la synthese du peptidoglycane appelées
protéines de liaison a la pénicilline (PLP).

v' Le systeme nécessaire a la synthése des protéines avec inhibition de la
transcription de ’ARN messager: cible ribosomale et interférence avec I’ARNt
(aminosides, cyclines, phénicolés) ou inhibition de la formation des chaines
peptidiques (macrolides, acide fusidique).

v’ Le systeme de synthése des acides nucléiques: par action sur les précurseurs de
cette synthese (co-trimoxazole) ou sur ses enzymes (rifampicine); les quinolones
empéchent la synthése de ’ADN en entravant le fonctionnement des enzymes

indispensables a 1’obtention de son organisation spatiale (topo-iSomerases)

(Georges et al., 2009).

1.2.3. Le spectre d’activité antibactérienne

Le spectre d’activit¢ d’un antibiotique représente [’ensemble des espéces
bactériennes qui y sont sensibles. Lorsque le spectre est limité a un petit nombre d’espéces
bactériennes, celui-ci est qualifié d’étroit. Par contraste, a un spectre dit large correspond a
un antibiotique actif sur un grand nombre de bactéries par exemple il existe pour certaines

infections des traitements monodoses (Fauchere et Lavril, 2002).

1.3. La classification des antibiotiques

Les antibiotiques ont été répartir selon leurs cible et représentés sur cing tableaux
suivants 6, 7, 8, 9, 10, ou ils ont été classé selon plusieurs études (Yala et al., 2001 ;
Guardabassi et Courvalin, 2006 ; Van Bambeke et pharm, 2007 ; Coates et al., 2011 ;
Wong et al.,, 2012 ; Mohammadi, 2016). Et le Tableau 11 représente la liste des

antibiotiques de l'institut pasteur utilisés en Algérie et leurs abréviations.
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Tableau 6. Les classes des antibiotiques qui inhibent la synthése du peptidoglycane.

Dénomination

Famille | Classe | Sous classe commune d';rc{?veité Mode d’action Oridine
internationale g
Benzyl Pénicilline
(péni G)
Benzyl
Pénicillineprocaine
Bénéthamine-
Pénicilline G et | __benzylpénicilline
ses dérivés Benzathine-
benzyl pénicilline
Phénoxy méthyle
(pFé)E?(!;:IIIIiIr:geV) Paroi bactérienne, par
Clométocilline toxicité sélective: ils
Méthicilline agissent sur la synthése du
Pénicillines M Oxacilline peptidoglycane en
(antistaphylococ Cloxacilline inhibant les protéines
-Ciques) Dicloxacilline liant la pénicilline (PLP).
Flucloxacilline Les PLP ont une activité
Ampicilline transpeptidasique,
Bacampicilline carboxypeptidasique et
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sulfones : Sulbactam
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avec une B Tazobactam
lactamine
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Tableau 7. Les classes des antibiotiques qui inhibent la synthése des protéines.

Dénomination

Type

Famille | Classe |  Sous classe commune AR Mode d’action Origine
. . d'activité
internationale
Streptamines (Groupe 1) Spectinocyne
Streptidine (Groupe II) Dlhydrostreptor_nycme
Streptomycine
2 Groupe Il Apramycine .
5 =
53 g
= Ribostamycine S
-y s [72}
" < Groupe IV " Sous unité 30S du S
S 3 Néomycine 3 ribosome. 2
K3 Q 8 Erreur de lecture S
£ Framycetine b2 du code génétique £
< Tobramvene 3 lors de la traduction 5
y des protéines. 3
> s/grpe V A >
L Kanamycine g
3 o o
5 Amikacine =
.. w
sigrpe VB Gentamicine
s/grpe V C Netilmicine
Autres molécules Fortimicine A
apparentées (Groupe VI)
Erythromycine
Oléandomycine 2
- é 14atomes Roxithromycine ag»_ 8
4 > Clarithromycine = 5
S ] — - 2 Les MLS sont des £
~ = Dirithromycine 8 — S
8 o : ] T inhibiteurs de la @
£ =) 15atomes Azithromycine 3 3
= s . o synthése 2
S Josamycine S
D ,x «
g_ 16atomes Spiramycine des protéines, ils
Q . .
% Midécamycine agissent au niveau de
2 la s/unité 50S du
o i [ . Q.2
= Lincomycine % ribosome. é‘ %
3 Lincosamides g lls inhibent la g <
o & o Q
-5 Clindamycine o croissance de la chaine | 5 =
& polypeptidique en
S Pristinamycine 2 formation. "
3 — : = 8
S Virginiamycine IS 2o
Streptogramines . 8 e &
Quinupristine 5 S
S 5

Dalfoprystine
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= O
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Tableau 8. Les classes des antibiotiques qui inhibent la synthése des acides nucléiques.

Dénomination

Type

Famille | Classe | Sous classe commune AN Mode d’action Origine
. - d'activité
internationale
Acide nalidixique
Acide piromidique
Quinolones Acide pipémidique
1ére génération Fluméquine
Acide oxolinique
Cinoxacine
Ofloxacine
Ciprofloxacine Inhibition sélective de la
2 Quinolones Norfloxacine @ synthése de " ADN 2
c 5 Anérati . . =2 bactérien en agissant sur =
5 2eéme génération Enoxacine 8 gesan . =
S : S deux enzymes impliqués pe
'8 Péfloxacine g dans cette synthése: <
, . wn
Loméfloxacine I’ADN gyrase et ’ADN
Gatifloxacine topo- isomérase V.
Quinolones Lévofloxacine
3éme genération sparfloxacine
Moxifloxacine
Quinolones Trovafloxacine
4éme generation Alatrofloxacine
Quinolones Ecinofloxacine
Seme generation Prulifloxacine
Rifamycine 3 |n.hIF)ItI0n de la 2T
_ _ S transcription de I'ADN en gg
Rifamycines b2 ARN messager (ARNm) EE
_ . @ par inhibition de I'ARN g2
Rifamycine SV polymérase. <
© Inhibe la synthése des g ®
'S protéines bactériennes par e 3
Mupirocines Mupirocine S liasone réversible s S
3 et spésifique d’isoleucylt- 328
@ ARN synthétase. &=
3
S @ 2
g @ Z
) o 7 Inhibe la réplication de é 8
Non classé Novobiocine o \ S <
5 I’ADN. c E
g 32
M et
1z
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Tableau 9. Les classes des antibiotiques qui ciblent les mécanismes complexes de la

bactérie.
Dénomination Tupe
Famille | Classe |  Sous classe commune d'ac%?vité Mode d’action Origine
internationale
Nitrofurantoine Agissent directement sur ®
Hydroxyméthyl- I’ ADN provoquant diverses =
Nitrofuranes nitrofurantoine Iésions (coupures et 2
Furazolidone substitution de bases). (%
§ Nifuroxazide
= S lls agissent en inhibant la
'c Atrani S . .
@ Métronidazole 5 synthése des acides g
5 S &
9 - R
8 @A nucléiques entrainant la §
o Nitroimidazoles Ornidazole mort rapide de la bactérie. =
o
Les 5 nitroimidazolés sont o
-
Tinidazole bactéricides. @
Rifampicine ks I'inhibition de lasynthése
Isoniazide % des acide mycoliques,
Soniazide/Rifampici g constituants importants et ®
ne o . de | d =3
Antituberculeux Pyrazinamide variable orlglnau% ) o par0|A = 2
. . mycobactéris,semble étre le €
Rifabutine g 2
'S principal mécanisme
Pyrazinamide/Isonia 3 dacti
ide/ =) action.
| Cldel s}
Rifampicine
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Tableau 10. Les classes d'antibiotiques qui inhibent la synthése des folates (acide folique).

Dénomination
. Type
Famille | Classe | Sous classe commune - Mode d’action Origine
) ) d'activité
internationale
Sulfapyridine
Inhibent la synthése des
Sulfafurazole _ _
, — folates, acides puriques
Sulfaméthoxydiazine ] =
. _ — et acides nucléiques en
Sulfamides Sulfaméthoxypyridazine )
se fixant sur la
Sulfaméthoxazole . .
dihydroptéroate
Sulfaméthizole ]
synthétase (DHPS).
Sulfaguanidine g
g 3
8 Inhibent la synthése g
8 g
5 des folates, acides =
+= >
S _ _ S puriques et acides @
2-4 diaminoptéridine Trimethoprime . )
nucléiques en se fixant
sur la dihydrofolate
réductase.
Sulfaméthoxazole + Agit sur les deux
) ) . Trimethoprime enzymes
Sulfamides+Trimethoprime P y
(Cotrimoxazole) précédents.
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Tableau 11. Liste des antibiotiques de l'institut pasteur utilises en Algérie et leurs
abréviations (Rahal et al., 2009).

Familles DCI ABR Familles DCI ABR
Pénicilline PEN . . TCY
e . Tét I
Oxacilline OXA Cyclines ciracyciine TCY
Ampicilline AMP Doxycycline DOX
Amoxicilline  |AMX Erythromycine ERY
Amoxicilline . :
+Ac.clavulanique | AMC Azithromycine AZM
Ticarcilline TIC Clindamycine CLI
icarcilli Macroli . .
T'Cam'"m? * TCC acrolides Pristinamycine PRI
. Ac.clavulanique
E Pipéracilline PIP Spiramycine SPI
S i istine-
8 Céfalexine LEX QUInupr!st!ne QDF
S Dalfopristine
= Céfazoline CZO Phenicoles Chloramphénicol CHL
Céfalotine CEF Polypeptides Colistine COL
Céfoxitine FOX . Vancomycine VAN
- - Glycopeptides - -
Céfotaxime CTX Teicoplanine TEC
Ceftriaxone CRO | Sulfamides et Triméthoprime+ SXT
Ceftazidime CAZ associes sulfaméthoxazole
Aztréonam ATM Acide nalidixique NAL
Imipéneme IPM Ofloxacine OFX
Ertapénéme ERT Quinolones Ciprofloxacine CIP
Gentamicine GEN Lévofloxacine LVX
Gentarr_ncme Haut GEH Gemifloxacine GEM
- niveau
[<B] B
2 Streptomycme STH | Nitrofurantoines Furanes NIT
o Haut niveau
g | Kanamycine |RAN Acide fusidique | FUS
Amikacine AMK
- Autres 5 —
Tobramycine TOB Rifampicine RIF
Nétilmicine NET Fosfomycine FOS
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2. La résistance aux antibiotiques de K. pneumoniae dans le monde

La résistance aux antimicrobiens est un terme tout a fait relatif. En effet, il existe un
grand nombre de définitions pour 1’expression «résistance bactérienne aux antibiotiques»,
qui sont basées sur différents criteres (génétiques, biochimiques, microbiologiques et
cliniques) et qui ne se recoupent pas forcément. Les définitions les plus fréquemment
employées se fondent sur les critéres microbiologiques (résistance in vitro) et sur les
criteres cliniques (résistance in vivo). Selon la définition microbiologique du terme, une
souche est dite résistante lorsqu’elle se cultive en présence de concentration plus élevée en
antibiotique comparativement a d’autres souches qui lui sont phylogénétiquement liées.
Par conséquent, la résistance est une propriété qui ne peut étre étudiée que par comparaison
d’au moins deux souches, dont I'une de référence souvent appelée souche sauvage et
développée en laboratoire a partir d’individus prélevés dans la nature, d’'une méme espéce
ou d’un méme genre, cultivées dans les mémes conditions. Selon la définition clinique, une
souche est qualifiée de, résistante lorsqu’elle survit a la thérapie antibiotique mise en place.

(Muylaert et Mainil, 2013).

Les bactéries ont développé différents mécanismes afin de neutraliser 1’action des
agents antibactériens, les plus répandus étant 1’inactivation enzymatique de 1’antibiotique,
la modification ou le remplacement de la cible de 1’antimicrobien, 1’efflux actif ou encore
la pénétration réduite de la molécule. D’autres mécanismes tels que la protection ou la
surproduction de la cible de ’antibiotique sont également décrits. Ils sont, cependant, plus
rares et surtout associés a certaines classes de composés (Guardabassi et Courvalin,
2006).

e La Résistance naturelle (ou intrinséque)

Les genes de résistance font partie du patrimoine génétique de la bactérie. La
résistance naturelle est un caractére présent chez toutes les souches appartenant a la méme
espéce. Ce type de résistance est détecté dés les premiéres études réalisées sur
I’antibiotique afin de déterminer son activité et contribue a définir son spectre
antibactérien. Cette résistance peut étre due a [D’inaccessibilit¢é de la cible pour
I’antibiotique, a une faible affinité de la cible pour I’antibiotique ou encore a I’absence de
la cible. Par exemple, la résistance des entérobactéries et du pseudomonas aux macrolides
ou des bactéries a gram négatif a la vancomycine est naturelle. La résistance bactérienne

naturelle est permanente et d’origine chromosomique. La résistance naturelle est stable,
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transmise a la descendance (transmission verticale) lors de la division cellulaire, mais elle

n’est généralement pas transférable d’une bactérie a 1’autre (transmission horizontale)

(Carle, 2009).
e La résistance acquise

La résistance acquise se définit comme une caractéristique propre a quelques
souches bactériennes d’un genre ou d’une espéce particuliére, provoquant 1’émergence et
la diffusion de résistances au sein de populations de germes normalement sensibles. On
décrit deux phénoménes majeures a la base de I’acquisition de résistances par
modifications du génome bactérien, a savoir, les mutations responsables des résistances
endogénes, et 1’acquisition horizontale de matériel génétique étranger responsable des
résistances exogénes. En outre, certaines résistances résultent de 1’association d’une
mutation et d’un transfert horizontal de géne, comme par exemple les événements
conduisant a 1’élargissement du spectre des béta-lactamases ou qui leur conférent une

résistance aux inhibiteurs de béta-lactamases (Guardabassi et Courvalin, 2006).

2.1. En Afrique
2.1.1. Maroc

Au Maroc, Arslan et al. (2012) ont déclaré, sur une période de 18 mois s’étalant du
ler juillet 2009 au 31 décembre 2010, un total de 376 examens cytobactériologique des
urines (ECBU), émanant de nourrissons hospitalisés au service de pédiatrie A de 1’hopital,
ont été réalisés au laboratoire de microbiologie de I’hopital militaire Avicenne de
Marrakech. Sur les 376 échantillons urinaires analysés, 205 répondaient aux critéres
d’infection urinaire, soit 54,5 %. Le diagnostic a été porté chez 114 nourrissons de sexe
masculin et 91 de sexe féminin, soit une sex-ratio H/F de 1,2. La répartition des
nourrissons selon le sexe et 1’age a montré que I’'TUN est une pathologie fréquente, avec

une prédominance chez le gargon de moins d’un an (Arsalane et al., 2012).

Concernant son étiologie, les espéces bactériennes impliquées sont regroupées dans
le Tableau 12 qui indique la prédominance de 1’espéce Escherichia coli (64,8 %) suivie de
celle de K. pneumoniae (15,6 %). La résistance aux antibiotiques de ces entérobactéries

isolées est répertoriée dans le Tableau 13 (Arsalane et al., 2012).
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Tableau 12. Infection urinaire du nourrisson (IUN) au Maroc: fréquence étiologique sur

192 souches isolées (Arsalane et al., 2012).

Espe,ce_ Escherichia Klebseilla Enterbacter Proteus Enterococcus
bacterienne coli pneumoniae cloacae mirabilis faecalis
Fréguence 64,8 15,6 4 2 7,3

% (n=133) (n=32) (n=8) (n=4) (n=15)

Tableau 13. Prévalence de la résistance aux antibiotiques (%) chez quatre espéces

d’entérobactéries dans les urines (Arsalane et al., 2012).

Antibiotique E. coli | K. pneumoniae | E. cloacae | P. mirabilis
Amoxicilline 69 100 100 30
Acide clavulanique 55 42 100 30
Céfalotine 52 35 100 15
Céfotaxime 5,8 6,3 37,5 0
Imipénéme 0 0 0 0
Amikacine 2 5 3 3
Gentamicine 9 21 15 9
Ciprofloxacin 12 14 17 7
Sulfaméthoxazol + triméthoprime | 52,5 46 48 60
Nitrofurantoine S) 8 8 7
2.1.2. Egypte

La dissémination de la résistance de K. pneumoniae (CR-Kp) aux carbapénémes est
un probleme de santé majeur en raison de ses options de traitement limitées. En Egypte
dans une étude menée par Al-Baz et al. (2022) sur une période du ler Janvier 2021 a 31
Décembre 2021 pour déterminer la prévalence et le profil de résistance aux antimicrobiens
des infections hospitalieres causée par CR-Kp a I'hopital universitaire d'Al-Ahrar, 650
échantillons cliniques ont été collectés dans différents services de soins intensifs. Les
isolats ont été identifiés par des méthodes conventionnelles. La sensibilité aux
carbapénémes et autres antibiotiques a été déterminée par la méthode de diffusion sur
disque (Al-Baz et al., 2022).

Sur 650 échantillons cliniques, 142 souches de K. pneumoniae ont été isolées
(Tableau 14) avec un taux d'isolement de 21,8 %. K. pneumoniae ont montré que la

majorité (60,6 %) des isolats étaient extrémement résistants aux médicaments, tandis que
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30,3 % étaient multi drogues resistantes et seulement 9,2 % étaient sensibles. Par la
méthode de diffusion sur disque, l'incidence de CR-Kp était de 25,4 %. Le test de
sensibilité aux antibiotiques a montré que 100 % des isolats de CR-Kp étaient résistants a
I’amoxicilline/acide  clavulanique, ampicilline/sulbactame, pipracilline/tazobactame,
céfépime, ceftriaxone, céfotaxime, céfoxitine, ceftazidime et nitrofurantoine. Un taux éleve
de résistance était également évident a 1’aztréonam, a la norfloxacine (88,9 %, pour
chacun) et a I’amikacine. La lévofloxacine affichait le taux de résistance le plus faible
(30,6 %), suivie de la ciprofloxacine (44,4 %) et de la gentamycine (47,2 %) (Figure 19)

(Al-Baz et al., 2022).

La majorité des patients étudiés infectés par CR-Kp (n=36) étaient des hommes 21
(58,3%) alors que chez les femmes étaient 15 (41,7%).

Tableau 14. Répartition des K. pneumoniae isolés dans différents échantillons en Egypte
(Al-Baz et al., 2022).

Type de spécimen N° d'isolats | Pourcentage %
Crachat 75 52,8
Sang 49 34,5
Urine 13 9,2
Pus 3 2,1
Ecouvillon de site opératoire 2 1,4

100 986 Antibiotic resistance profile of K. preumoniae

100
a0 A
80 A
70 A
60 -
50 A
40 A
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20
10
d"

Figure 19. Profil de résistance aux antibiotiques des isolats de K. pneumoniae par méthode
de diffusion sur disque en Egypte (Al-Baz et al., 2022).
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2.1.3. Cameroun

Teghonong et al ont mené une étude transversale descriptive en 2016 et début 2017
dans des hopitaux c6tiers du Cameroun. 412 souches de Klebsiella sp et 122 souches de K.
pneumoniae ont été isolées (Tableau 15). Le groupe d’age majoritaire est 4gé de 1 an a
26,0 %, les germes ont été isolés dans 1’urine a 54,6 % et dans la médecine néonatale et
pédiatrique a 35,8 %. K. pneumoniae a identifié une pneumonie a 82,4 %. La production de
BLSE était de 86,9 % contre 3,30 % pour AmpC. La sensibilité a imipéneme et a
I’amikacine était de 96,2 % et 98,1 % respectivement (Figure 20). L’étude a montré une
fréquence élevée de BLSE et une faible présence d’ampC dans la région cétiére du
Cameroun. Les praticiens devraient faire une prescription raisonnable d’un antibiotique

correctement exécuté (Teghonong et al., 2020).

Tableau 15. Caractéristiques de la Klebsiella (Age, Genre, Nature du spécimen)
(Teghonong et al., 2020).

Jariables | TORIN | AmpC | AmpC+BLSE | ESBL prodN&;eur Klebsiella sp
(%) n=0 n=4 n =102 n=16 n =290
Age (années)
<1 107 (260) | 0 2 29 3 73
[L-11] | 44(107) | o 0 7 1 36
[11-21] | 10(24) 0 0 2 0 8
[21-31] | 48(1L7) | 0 1 15 1 31
[31-41] | 56(136) | O 1 14 1 40
[41-51] | 42(102) | o© 0 9 2 31
[51-61] | 36(8.7) 0 0 2 27
6171 | 38(9.2) 0 0 6 24
>71 31 (7.7) 0 0 11 0 20
Genre
Femme | 230 (558) | O 4 56 8 162
Male 182 (442) | 0 0 46 8 128
Nature du spécimen
(élljjlrtlunr: 225 (54.6) | 0 0 55 10 160
Sgr‘j;‘ji'fe 109 (265) | 0 2 31 2 74
Pus 7017.0) | 0 2 14 4 50
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Figure 20. Profil de sensibilité aux antibiotiques de K. pneumoniae producteur de BLSE

au Cameroun (Teghonong et al., 2020).

2.1.4. Madagascar

L’infection des voies urinaires (IU) de K. pneumoniae sont courantes dans la
collectivité et a I’hopital. Au Madagascar, Rakotovao-Ravahatra et al. (2022) ont meneé
une étude visait a évaluer la résistance aux antibiotiques et a décrire les facteurs associés
aux infections urinaires causées par K. pneumoniae. Il s’agit d’une étude descriptive et
transversale de 524 résultats d’examens cytobactériologiques de ’urine (CBEU) et de pus
sur une periode de 8 mois, de Janvier 2022 a Ao(t 2022, au laboratoire de 1’Hopital

universitaire de Befelatanana (Tableau 16) (Rakotovao-Ravahatra et al., 2022).

Parmi les 524 cas CBEU, 157 étaient positifs et montraient une prévalence
hospitaliere de 30 % de 1’1U. Parmi les germes identifiés, 18 cas (3,4 %) étaient représentés
par des isolats de K. pneumoniae. En ce qui concerne les facteurs connexes, les sujets agés
de 60 ans et plus (5,7 %), les hommes (11 %), les patients souffrant de troubles urinaires
(13 %) et les patients hospitalisés en médecine interne (9 %) étaient les plus touchés par
I’lU de K. pneumoniae. Concernant les résultats des antibiogrammes, les résistances des
isolats de K. pneumoniae variaient de 5,6 % (amikacine) a 100 % (amoxicilline) (Figure
21) (Rakotovao-Ravahatra et al., 2022).
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Tableau 16. Facteurs associés a K. pneumoniae infection urinaires (Rakotovao-
Ravahatra et al., 2022).

IU & K. pneumoniae Résultats négatifs ou autres
Facteurs associés (N = 18) infections urinaires (N=506) | Total
. | % N l % (N=524)
Age (années)
<20 3 3,6 81 96,4 84
20-39 2 14 146 98,6 148
40-50 4 3 131 97 135
>60 9 57 148 94,3 157
Genre
Femme 7 2,3 303 97,7 310
Male 11 51 203 94,9 214
Départements
Chirurgie 1 12,5 7 87,5 8
Patients externes 6 3,1 188 96,9 194
Gynécologie 0 56 100 56
Maladies infectieuses 1 4 24 96 25
Médecine interne 9 4 217 96 226
Unité de soins intensifs 1 6,7 14 93,3 15
Informations cliniques
Autres 0 0 189 100 189
Fiévre 5 3,6 133 96,4 138
Troubles urinaires 13 6,6 184 93,4 197

IU : infection urinaires

Amoxicillin T 100.0

Cotrimoxazole 778
ANMC . 772
ICG e 61,1
4CG . 55,6
Nalidixic acid ————— 339
Gentamycin = —————— 359
Tobramycin —————— 333
Ciprofloxacin HEESSSS—— 333
Levofloxacin e 27 2
Chloramphenicol m———— 167
Imipenem 00
Amikacin 00

Antibiotics

0.0 20.0 40.0 60.0 80.0 100.0 120.0

Antibiotic resistance of isolates of K. pneumoniae (%)

Figure 21. Résistance aux antibiotiques de K. pneumoniae responsable d’infection urinaire

au Madagascar (Rakotovao-Ravahatra et al., 2022).
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2.2. En Asie
2.2.1. Iran

Les infections urinaires (IU) sont un type d’infection bactérienne qui survient
habituellement chez les femmes plus souvent que chez les hommes. Une cause de ces
infections est K. pneumoniae de la famille Entérobactéries, qui est la deuxiéme cause la
plus fréquente d’TU aprés 1’autre membre de cette famille, Escherichia coli. Cette étude
visait a déterminer le taux d’infection a partir d’échantillons isolés et a examiner des
antibiotiques efficaces et inefficaces contre K. pneumoniae causant des infections urinaires
dans les hopitaux de Zanjan, en Iran. Dans une étude transversale entre avril et juillet 2019,
les spécimens ont été isolés des hopitaux de la province de Zanjan en Iran (Sheikhbagheri
et al 2022).

Le nombre total d’échantillons prélevés dans les hopitaux de Zanjan, en Iran, était
de 117. Le profil de résistance aux antibiotiques de ces bactéries a été évalué. La sensibilité
la plus élevée a K. pneumoniae était liée a I’acide nalidixique (83,8 %), a la gentamicine
(71,8 %) et au méropéneme (71 %). De plus, K. pneumoniae présentait la résistance la plus
élevée a I’amoxicilline (80,3 %), ainsi qu’au céfotaxime (60,7 %) et au co-trimoxazole
(57,3 %). Les résultats du test de sensibilité sont présentés dans la Figure 22. K.
pneumoniae a montré la plus grande sensibilité a 1’acide nalidixique, avec 16 pg/ml le
pourcentage le plus élevé de CMI, et 32 pg/ml le pourcentage le plus élevée de CMV
(Sheikhbagheri et al 2022).
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Figure 22. Résultats de I'antibiogramme pour K. pneumoniae isolés a I'ndpital de la province

de Zanjan en Iran (Sheikhbagheri et al 2022). R: Résistant, I: Intermédiaire, S: Sensible.

2.2.2. Arabie Saoudite

En Arabie Saoudite a 1’hopital roi Fahad de Médine entre le 27 février 2014 et le
31 décembre 2018 Tableau 17. Al-Zalabani et al. (2020) ont mené une étude réalisée en
tant qu’étude transversale rétrospective. Au total, 15708 isolats ont été prélevés sur 1149
patients inclus dans 1’étude. Dans les résultats, ont été les trouvés sans précedent
émergence de résistances aux carbapénemes, avec 38,4% (n=436) pour imipénéme et
46,1% (n=371) pour méropéném, qui sont le premier choix de traitement dans les
directives locales, ainsi que des taux de résistance élevés pour alternatives de traitement
couramment utilisées (40,7 % (n=105) pour la colistine et 53,3 % (n=220) pour
tigécycline) (Al-Zalabani et al., 2020).

De plus, les céphalosporines des troisiéme et quatrieme générations présentaient
une résistance allant de 57,5 %. A 77,8 %. On a constaté une co-résistance avec
I’imipenéme a des taux supérieurs a 75 % pour d’autres choix de prise en charge
(aminoglycosides et céphalosporines), a I’exception de la colistine et de la tigécycline dont
les taux etaient de 53,6 % (n=89) et 61,4 % (n = 167), respectivement Figure 23. En
conclusion, la recherche a montré des taux de résistance accrus au béta-lactamines, ainsi
qu’une émergence de la résistance aux carbapénémes et d’autres alternatives de traitement

comme colistine et tigécycline (Al-Zalabani et al., 2020).
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Tableau 17. Pourcentage de sensibilité aux antibiotiques de K. pneumoniae entre 2014 et
2018 a I’hopital de Roi Fahad—Médine (Al-Zalabani et al., 2020).

Antibiotiques Années

Total

2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018

Amikacine 388 | 289 | 325 | 38,8 39,7 36,3
Gentamicine 57,3 | 46,1 | 53,6 53,5 52,2 52,2
Cefepime 81,3 | 69,2 | 67,1 | 694 | 664 68,4
Céfoxitin 639 | 614 | 575 | 59,9 53,4 57,5
Céftazidime 70,2 67 68,7 | 654 | 65,9 66,9
Ciprofloxacine 68,5 | 63,2 | 652 | 59,6 56,3 61,1
Colistine 0 22,2 | 625 36 44,6 40,7
Tigecycline 40 73,3 | 839 | 51,8 | 454 53,3
Imipénéme 40,5 | 346 | 40,2 38,6 38,7 38,4
Méropénem 75 439 | 44,8 51 41,1 46,1
Piperacilline/Tazobactam 68,6 61 60,9 62,1 52,4 58,7
Trimethoprime/sulfamethoxazole | 57,9 | 66,6 69 67,7 62,6 67

Prevalence of antimicrobial cross-resistance among imipenem-resistant kKlebsiello
pneumoniae isolates in King Fahad Hospital, Medina

90.00% [5a.50%] [95.80%] [95.90%]
80.00 m
; 50000%
30.00%
o Tee Anaw GEN sxT crp cPE T8 cFx cAz

Figure 23. Prévalence de la résistance croisée aux antimicrobiens des isolats de K. pneumoniae

résistants a I’imipéneme chez le roi Fahad Hépital, Médine (Al-Zalabani et al., 2020).
CST: Colistine, TGC: Tigecycline, AMK: Amikacine, GEN: Gentamycine, SXT:

Trimethoprim/Sulfamethoxazole, CFP: Cefepime, CPF: Ciprofloxacin, TZP: Piperacillin/Tazobactam,
CFX: Ceftriaxone, CAZ: Ceftazidime.
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2.3. En Europe

En Suisse, une diminution de I’incidence des infections dues a des S. aureus
résistant a la méticilline est observée depuis quelques années, mais des entérobactéries
communes telles que E. coli et K. pneumoniae deviennent de plus en plus résistantes et
posent des problemes de traitement, également en médecine ambulatoire et lors
d’infections banales (Bellini et Troilet, 2016).

En 2014, les souches productrices de BLSE présentaient 25 % des E. coli et 28 %
des K. pneumoniae isolés en Europe, avec respectivement des variations de 0 2 40 % et 0 a
75 % selon le pays. En Suisse, la production de BLSE concerne 10 % des E. coli et 11 %
des K. pneumoniae selon les données du centre suisse pour le contrle de
I’antibiorésistance qui collecte les données de laboratoires privés et publics répartis dans
les divers cantons (Tableau 18). Plus inquiétante encore est la dissémination rapide des
ERC, qui représentent déja un probleme de santé publique dans plusieurs pays. En Europe,
le taux d’ERC parmi les E. coli reste bas et oscille entre 0 et 1,2 % selon le pays. Par
contre, la tendance est alarmante pour K. pneumoniae, avec des pays qui enregistrent 62 %
d’ERC dans cette espece en 2014. En Suisse, les ERC représentaient 0,2 % des E. Coli et
1,7 % des K. pneumoniae en 2014 (Tableau 18) (Bellini et Troilet, 2016).

Tableau 18. Proportions de K. pneumoniae résistant aux céphalosporines de 3™ génération,
aux carbapénemes et aux quinolones dans divers pays européens en 2014 et en Suisse de
2014 a 2015 (Bellini et Troilet, 2016).

Pays Pourcentage de résistance aux antibiotiques
Céphalosporines 3G Carbapénémes Quinolones
Suede 4,5 0 4,1
Pays-Bas 55 0,2 47
Royaume-Uni 9,3 0,8 7,7
Allemagne 12,7 0,7 12,7
Belgique 16,3 0,5 18,2
Autriche 8,2 0,6 10,4
Suisse 11,2-9,9 1,7-1,4 13,1-12,5
France 29,6 0,5 31
Portugal 40,9 18 36,7
Espagne 18 2,3 18,6
Italie 56,5 32,9 55,7
Croatie 47,9 0,9 44,8
Roumanie 73,8 31,5 66,5
Grece 72,5 62,3 67,2
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2.4. En Amérique
2.4.1. Canada

Le programme québécois de surveillance de laboratoire des ERC a été instauré a
1I’été 2010. Entre octobre 2011 et décembre 2012, 486 souches ont été regues au LSPQ
dans ce cadre et 335 répondaient aux critéres d’inclusion. La production de
carbapénémases a été confirmée chez 83 (24,8 %) souches; parmi celles-ci, 70 étaient de
type KPC (K. pneumoniae, n = 27) (Figure 24). Le gene blaNDM a été retrouvé chez 2
souches de K. pneumoniae, le gene blaOXA-48 chez 2 souches de K. pneumoniae et 2
souches d’E. Coli et le gene blaSME (Serratia marcescens enzyme) chez 7 souches de
Serratia marcescens. Des meécanismes de résistance autres que la production de
carbapénémases ont également été identifiés chez 252 souches. La surexpression d’une f-
lactamase de type AmpC chromosomique possiblement combinée a des mutations au
niveau des porines conduisant & une impermeabilité membranaire était le mécanisme le
plus fréquemment identifié (177 souches, 52,8 %).

Les souches produisant une enzyme de type KPC étaient généralement résistantes
aux 3 carbapénémes testées ainsi qu’a I’aztréoname et elles se sont avérées majoritairement
sensibles a la tigécycline. Les taux de résistance aux aminosides, a la colistine et a la

ciprofloxacine étaient variables (Tableau 19).

12 -

B S. marcescens
O Kiuyvera ascorbata
K. pneumonias

10 - H
B K. oxyfoca

BE. coli

B E. cloacae

O C. youngae

OcC. kosern

B C. freundii

Nb souches KPC

OGN AR N [N I Y S W S NN
B s, L%
M R R

Prélévement (année/mois)

Figure 24: Distribution de 70 souches de K. pneumoniae carbapenémase (KPC) d’octobre
2011 a décembre 2012 au Québec (Lefebvre, 2013).
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Tableau 19: Profils de sensibilité aux antibiotiques des souches KPC (n = 70) au Québec

(Lefebvre, 2013).

Antibiotiques Profils de sensibilité(%o) CMI50 CMI90 écarts
S | R (Mg/L) (Mg/L) (Mg/L)
Céfoxitine 13 14 73 64 >256 2->256
Céfotaxime 0 0 100 >32 >32 8->32
Ceftazidime 1 0 99 > 64 > 64 4->64
Céfépime 6 11 83 > 64 > 64 2->64
Ertapéneme 0 0 100 32 >32 4->32
Imipéneme 0 3 97 16 >32 2->32
Méropéneme 4 3 93 16 >32 1->32
Ciprofloxacine 41 9 50 2 > 64 <0,06 - > 64
Tigécycline 83 14 3 1 4 0,12-8
Aztréoname 3 1 96 >256 >256 2-2>256
Colistine 72 | - 28 2 4 1->64
Amikacine 80 17 3 4 32 0,5->128
Gentamicine 49 13 38 8 32 0,25 - > 64
Tobramycine 29 1 70 16 64 0,5->64

CMI: Concentration Minimale Inhibitrice.

2.4.2. \Venezuela

Restrepo et al. (2017) ont analysé 22 souches de K. pneumoniae résistantes aux
carbapénémes dans une période de 2012 a 2013 qui sont isolés des échantillons cliniques
d’un nombre égal de patients hospitalisés dans un hopital public de Caracas, au Venezuela.

Les caractéristiques cliniques sont résumees dans le Tableau 20 (Restrepo et al., 2017).

Les résultats ont montré que 12 patients (54,5 %) étaient des adultes et 14 (63,6 %)
étaient des hommes. Toutes les infections ont été associées aux soins de santé, avec 8
(36,4%) de la chirurgie unité. Les sites d’infections les plus courants étaient intra-
abdominaux, pneumonie, peau et tissus mous, avec 5 patients chacun (22,7 %) par la
circulation sanguine liée au cathéter et le liquide céphalorachidien, avec 2 patients chacun
(9,2%).

Tous les isolats de K. pneumoniae produisant de la carbapénemase étaient
résistants a 1’ertapéneme et au méropéneme, tandis que 21 (95,5 %) étaient résistants a

I’imipénéme (Tableau 20). Tous les isolats étaient positifs au test de Hodge, ce qui indique
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la présence d’une carbapénémase. Les pourcentages d’isolats résistants aux médicaments
sans lactame étaient les suivants : gentamicine, 54,5 % (n= 12/22); amikacine, 22,7 % (n=
5/22); ciprofloxacine, 81 % (n= 17/21); lévofloxacine, 66,6 % (n= 14/21); triméthoprime-
sulfaméthoxazole, 72,3 % (n= 17/22) et tétracycline, 20 % (n= 5/20), alors que 100 %
étaient sensibles a la tigécycline (Tableau 20). Tous les isolats contenaient le variant
blaKPC-2, et 21 des 22 isolats étaient associés a 1’isoforme Tn4401b. Les souches ont été
réparties en 8 types séquentiels (ST), dont trois nouveaux. Les essais de conjugaison et
d’¢électroporation ont indiqué que 95,5% (n= 21/22) des isolats contenaient le gene
blakPC dans les plasmides (Restrepo et al., 2017).
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Tableau 20. Sensibilité aux antibiotiques chez les isolats de K. pneumoniae producteurs de
KPC et caractéristiques cliniques des patients chez lesquels les isolats de K. pneumoniae
résistant aux carbapénemes étaient obtenus (Restrepo et al., 2017).

Type Site Zone
Isoler |Année|IMP |MEM |ETP|AK|GN| CIP |LEX | SXT | TE |TYG |Genre| de . . d'hospita-
- infectieux Lt

patient lisation

HDL1 | 2012 | 4 | 8 | >4 |<16|>8| >2 | >4 |>2138| <4 | <2 | M p Pea‘ine;l}fs“s pédiatrie

HDL2 | 2012 | 8 >8 >4 |32 | >8] <1 | <2 [>2/38| <4 | <2 F P pneumonie pédiatrie

Liquide s

HDL3 | 2012 8 >8 >4 |<16| >8 | >2 >4 |>2/38| <4 | 2 F P céphalo-rachidien pédiatrie

HDL4 | 2012 | >8 | >8 | >4 |<l6| <4 | <1 | <2 |<238|<4| <2 | F A Pea‘;ne;l};ssus chirurgie

HDL5 | 2012 | >8 | >8 | >4 |16 |>8 | >2 | >4 |>2¢38| <4 | <2 | F | A Pea‘;ne;l}fsus chirurgie

infections Meédecine

HDL6 | 2012 | >8 | >8 | >4 |<16|>8 | >2 | >4 |>2/38| |/ / M A urinaires interne

HDL7 | 2012 | 8 | >8 | >4 |<l6| <4 | >2 | >4 |>2/38| <4 | <2 | F p Pea‘:ne;JéSS“S chirurgie

HDL9 | 2012 | >8 >8 >4 |<16| <4 | >2 | >4 |>2/38] <4 | <2 M A intra-abdominale | chirurgie

Liquide s

HDL10| 2012 | >8 >8 >4 |32 >8] / [ |>2/38]| / / F céphalo-rachidien pédiatrie

infectionsurinaires

HDL11| 2012 | >8 >8 >4 |<16|>8 | >2 4 |>2/38]| <4 | 2 M P associée pédiatrie
au cathéter

HDL12 | 2012 | >8 >8 >4 |>32>8 | >2 | >4 |>2/38] >8 | <2 F A site chirurgical chirurgie

HDL13| 2012 | >8 >8 >4 [<16| <4 | >2 | >4 |<2/38| <4 | <2 M A pneumonie instgrlg?fs

HDL14 | 2012 | >8 >8 >4 [<16| <4 | >2 | >4 |<2/38| <4 | <2 M A pneumonie instgrlg?fs

HDL15| 2012 | >8 | >8 | >4 [>32|>8| >2 | >4 [>238]>8 | <2 | W™ p Pea‘ine;l}fs“s chirurgie

Circulation médecine

HDL17 | 2012 | >8 >8 >4 |>32|>8| >2 | >4 [>2/38| >8 | <2 M A sanguine par interne
cathéter

HDL20| 2012 | >8 >8 >4 | <8 | <4 | >2 | >4 |>2/38] <4 | 2 M P pneumonie pédiatrie

HDL23| 2013 | >8 | >8 | >4 |<i6|>8 | >2 | <2 [>238| <4 | <2 | m | p | luidecephalo- 0o
rachidien

HDL24 | 2013 | >8 >8 >4 |<16| >8 | >2 4 |<2/38| >8 | <2 M A intra-abdominale | chirurgie

HDL25)| 2013 | 8 8 | >4 |>32|>8| >2 | >4 |<2/38|>8| <=2 | M A | intra-abdominale n}ﬁ?:ﬁ:ge

HDL26| 2013 | 2 | 8 | >4 |<i6|<4| 2 | <2 [>2/38| <4 | <2 | M P pneumonie instg:::fs

HDL27| 2013 | >8 >8 >4 [>32] <4 | >2 | >4 |>2/38]| <4 | <2 M pneumonie instg:g?fs

HDL31| 2013 | >8 >8 >4 |<16| <4 | <1 | <2 [|>2/38] <4 | <2 F A intra-abdominale | chirurgie

IMP: imipeneme, MEM: méropénéme, ETP: ertapénem, AK: amikacine, GN: gentamicine, CIP: Ciprofloxacine, LEX:
lévofloxacine, SXT: trimethoprime-sulfamethoxazole, TE: tetracycline, TGC: tigecycline, (-): pas de données, M: méle,
F: femelle, A: adulte, P : pédiatrique.
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Le Tableau 21 résume le pourcentage de la résistance de K. pneumoniae aux

antibiotiques utilisés dans certains pays du monde.

Tableau 21. Le pourcentage de la résistance aux antibiotiques de K. pneumoniae dans le

monde.

Antibiotiques

pourcentage % de résistance dans chaque pays

Familles | Abréviations | Maroc | Egypte | Cameron | Madagascar | Iran Sgcr)izli(tee Italie | Canada | Venezuela
AMC 100 78 ,2 / 72,20 57,3 / / / /
AMP / / / / / / / / /
§ CAZ / 93/ / 61,10 / 66,9 56,5 99 /
'§ cz / / / / / / / / /
?g CTX 6,30 | 98,60 / 61,10 60,7 / 56,5 100 /
fic IPM 0 25,40 0 0 / 38,4 32,9 97 95,5
\
o0 ETP / / / / / / 32,9 100 /
TZP / 76,80 / / / 58,7 / / /
FOX / 71,80 / / / 57,5 / 73 /
L. AN 5 43 0 0 / 36,3 / 3 22,7
Aminosides
GEN 21 44 A 76 38,90 23,9 52,2 / 38 54,5
. NA / / / 38,90 14,5 / 55,7 / /
Quinolones
CIP 14 47,90 49 33,30 35 61,1 55,7 50 81
Phénicolés C / / / 16,7 / / / / /
Sulfamides
et SXT 46 / / 77,80 41 67 / / 72,3
associations
Nitrofuranes NIT 8 / / / / / / /
Polypeptides CS / / / / / 40,7 / 28 /
Autres FOS / / / / / / / / /

AMC: Amoxicilline/Acide clavulanique, AMP: Ampicilline, TZP: Pipéracilline/Tazobactam, IPM : Imipénéme, ETP:
Ertapénéme, CZ: Céfazoline, CTX: Céfotaxime, CAZ: Ceftazidime, AN: Amikacine, GEN: Gentamicine, C:
Chloramphénicol, CS: Colistine, SXT: Triméthoprime/Sulfaméthoxazole, NIT: Nitrofurantoine, NA: Acide nalidixique,
CIP: Ciprofloxacine, FOS: Fosfomycine, FOX: céfoxitine.

62




Partie I1. Recherche

Expérimentale




Partie 11 : Recherche Expérimentale

1. Matériel et Méthodes
1.1. Lieu et durée de I’étude

Notre étude a été réalisé au sein du laboratoire central, unité microbiologie, au
niveau de I’hopital des Freres Maghlaoui et ainsi qu'au laboratoire d’analyses médicales
Mirouh & Ferdjioua, Mila. Elle comporte d'une part l'isolement et l'identification des
souches de K. pneumoniae a partir de divers prélevements pathologiques (urine, pus,
échantillons vaginaux et autres) provenant de patients externes et de ceux rattachés aux
différents services de I'népital, et d'autre part la détermination du profil de résistance aux
antibiotiques des souches isolées. Notre étude rétrospective est basée sur les résultats du
laboratoire Mirouha partir de 563 prélevements positifs de K. pneumoniae isolées durant
une période de 03 ans s’étendant de Mars 2020 a Mars 2023.

1.2. Présentation du lieu d’étude

L’Etablissement Publique Hospitalier (EPH) des Fréres Maghlaoui de Mila est crée
par arrété ministériel n° 2822 du 03 Mars 2008. Il est située a 1’est de Mila (Figure 25).
C’est une institution publique a caractére administratif qui jouit d’une personnalité morale
et d’une indépendance financiére et qui offre des services de diagnostic, traitement,
hospitalisation et réadaptation médicale. Il couvre les besoins et les exigences de la
population dans la municipalité de Mila et ses municipalités voisines. Il est composé de
156 lits organisés et 166 lits techniques et contient plusieurs services représentés dans le
Tableau 22.

Q Qu'-m;‘ Boutique
Zr express mila
école de Police de Mila - 8 SANDWICH O o oLz Délice FO
N ran H,;;"\JIQ
Espace Vert
LE BON COIN
GHANNOU
dayyall 395 il
€ranlissement d enseignement secondane
PITAL FRERE
MEGHLAOQUI
@ PHARMACIE
T a0 BENSERANDA
Technicum Fréres
BELARIMA

Figure 25. Localisation de I'hopital Fréres Maghlaoui, Mila.
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Tableau 22. L’organisation de 1’hdpital les Fréres Maghlaoui, Mila.

Nombre de lits

N° . " Nombre de lits
, Services - — Unités o s
d’ordre Technique | Organisé de Punité
Réanimation et soins
. . 6
Urgences intensifs
1 Médico- 24 16 Accueil, tri et mise en
chirurgicales observation 10
HAD 0
Unité chirurgie générale 32
Unité d’oncologie 16
o Ophtalmologie 0
2 C'r,‘"f”gl'e 64 54 OR.L 0
generale Neuro-chir 0
Chirurgie-Pédiatrique 0
Traumatologie 6
Urologie 0
3 Réanimation 0 8 Post-opératoire 8
A Gynécologie 40 10 Unité Gynécologique 20
Obstétrique Unité obstétrique 20
Unité pédiatrie
5 Pédiatrie 38 38 — ,p . 32
Unité Néo-natalogie
6 Anatomo- 0 0 Unité gynécologie 0
Pathologie Unité gastroentérologie 0
Unité informations
o sanitaires 0
7 Epidémiologie 0 0 Unité Hygiéne Hospitaliére 0
Cancer 0
6 Radiologie . . Unité radiographie 0
Centrale Unité Scannographie 0
Unité microbiologie
. Laboratoire . . L-Jnlte BIOChImI-e 0
central Point de transfusion
sanguine 0
Unité hematologie 0
. Gestion des produits 0
10 Pharmacie 0 0 — -
Distribution produits 0
11 Medecine 0 0 / 0
legale
12 Medecm_e de 0 0 / 0
travail
Un Prise en charge des un
13 Stomatologie 0 fauteuil g . fauteuil
. urgences de stomatologie -
dentaire dentaire
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1.2.1. Laboratoire de I’hopital des Fréres Maghlaoui, Mila

Le laboratoire est ouvert toute la semaine et 24h/24h surtout les paillasses des
urgences. C’est un service equipé de plusieurs appareils: automate biochimique,
spectrophotometre, ionogramme, centrifugeuse, autoclave pour la stérilisation, bain marie,
appareille d’FNS, microscope optique, réfrigérateurs pour la conservation des milieux de
culture préparés et les réactifs, etc. Il comprend six paillasses biochimiques,
hématologiques, parasitologique, sérologiques et bactériologiques et unité d’urgence,
assurant la majorité des examens médicaux. Au niveau du laboratoire de bactériologie, des
examens cytobactériologiques des urines (ECBU) sont effectués, en plus a I'hémoculture,
prélevement vaginal, frottis sanguin et goutte épaisse, ponction de moelle osseuse, etc.
dont le but des analyses est souvent d'identifier I'agent responsable de 1’infection : bactérie,
parasite, champignons microscopiques, etc. Elles visent a prélever un échantillon et a

rechercher I'élément pathogeéne soit par observation directe, soit apres mise en culture.

Les analyses faites au laboratoire sont prescrites par 3 médecins : un biochimiste,
une parasitologue et une hématologiste. La demande est traitée selon une procédure dans le
but que le patient et le médecin regoivent les résultats.

Quelques exemples des analyses réalisées dans ce laboratoire et les appareils

utilisés sont présentés dans le Tableau 23.

Tableau 23. Liste des analyses et appareils utilisés au laboratoire des Freres Maghlaoui,

Mila.

Analyses Matériel
-Glycémie. -Dessiccateur.
-Groupage. -Automate biochimique.
-FNS. -Agitateur.
-Créatinine. -Bain marie.
-Albumine. -lonogramme.
-Acide urique. -Spectrophotométre.
-CRP. -Autoclave pour la stérilisation.
-TP. -Electrophorése.
-Urée. -Centrifugeuse.
-ECBOU (antibiogramme). -Coagulant-métrer.
-chimie des urines. -Microscope optique.
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-Cytologie.
-LCR.

-Hotte de bactériologie.
-Etuve de marque JOUAN et Etuve a

CO:z.
-appareille d’FNS

-Réfrigérateurs pour la conservation des

-Parasitologie des selles.

milieux de culture préparés et les réactifs.

1.2.2. Laboratoire Mirouh d’analyses médicales -Ferdjioua

Le laboratoire d’analyses médicales Mirouh se situe a Ferdjioua dans la wilaya de
Mila, cité Boucekine Ahmed (Figure 26). Le laboratoire a ouvert ses portes en septembre
2014,

Au service des patients et des équipes médicales et soignantes le laboratoire Mirouh
d’analyses médicales assure la plupart des analyses de routine et des analyses spécialisées
dans les différentes branches de la biologie médicale a savoir la biochimie, la
microbiologie, la parasitologie/mycologie, I’immunologie, hémobiologie/hémostase,
24h/24h,

7jours/7jours, il recoit ses prélevements a partir de tout le territoire de la wilaya et en

hormonologie, spermiologie, serologie et biologie moléculaire. 1l travail
dehors de la wilaya de Mila, principalement la commune de Ferdjioua et entourage, Oued
nedja, Ahmed Rachedi, Zeghaia, Mila, Ain beidaahriche, Bouhatem, Minarzareza,

Tassaden haddada, Djimla, Tarai Beinan, Amira arras, Rouched, Djemila, etc.

cm Headguarters

Hepital Mohamed
Meddahi Ferdjioua

Qm Mirouj

3l Bl e @)
b 3 il

Hopital Mohamed
Meddahi - 240 lits=

ogle

Figure 26. La localisation du laboratoire d’analyses médicales Mirouh.
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1.3. Matériel et produits

Le matériel et

les produits utilisés pour

I’isolement, [I’identification et

I’antibiogramme au laboratoire de 1’hopital les Fréres Maghlaoui, Mila. Sont indiqués dans

le Tableau 24.

Tableau 24. Matériels et produits utilisés en culture, identification et antibiogramme.

Matériel

Produits

-Ecouvillons stériles

-Anse de platine -Tubes & essais

-Tube a hémolyse -Etuve (Memmert)
-Autoclave -Bec bunsen

-Flacons en verre avec bouchon rodé
-Microscope optique (OPTIKA B-192)
-Lames et Lamelles -Bain marie
(Memmert)

-Embouts stériles

-Pipettes Pasteur

-Pipette de 10 ml

-Micropipette automatique (SOCOREX
1000 pl)

-Portoir de tubes

-Boites de Pétri -Pince en métal
-Pissette

-Papier buvard

- Vortex

- Cuves en plastique pour
spectrophotomeétre

Isolement et identification :
-Gélose Hektoen (LIOFILCAM)
-Gélose Nutritive

-Bouillon Nutritif (BIOKAR)

Coloration de Gram :
-Violet de gentiane
-Lugol

-Alcool -acétone
-Fuchsine ou safranine
-Huile a immersion
-Eau distillée

Galerie biochimique :
-Mannitol
-Mobilité

-Disques ONPG
-Indole

-Eau physiologique
-Eau distillée

-Citrate de Simmons
-TSI (glucose, lactose, saccharose, H2S)

-Urée-Indole
-Eau oxygéné

-Réactif de Kovacs
Antibiogramme :
-Gélose Mueller
-Hinton (BIOKAR)

-Antibiotiques en disque
- Eau physiologique stérile
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1.3.1. Types de prélevement

Durant notre étude 563 prélevements ont été réceptionnés au laboratoire de

médicale de Mirouh de Ferdjioua et ont été répartis comme suit (Tableau 25).

Tableau 25. Répartition des types de prélevement.

Types de prélévements Nombre Pourcentage %
Urine 479 85,07

Pus 62 11,01
Vagin 8 1,42
Autres 14 2,48
Total 563 100

1.3.2. Isolats bactériens

La collecte des souches de K. pneumoniae est étendue sur 3 ans (de Mars 2020 a
Mars 2023) avec leurs fréquences d’isolements indiqués dans le Tableau 26. Des
informations concernant chaque prélévement effectué ont été recueillies de maniere
rétrospective: la date du prélevement, le sexe du malade, I'4ge, nature du prélevement dans
le Tableau 29.
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Tableau 26. Fréquence d’isolement de 563 souches de K. pneumoniae a Ferdjioua (Mars

2020/Mars 2023).
Années mois Nombre de souches Pourcentage %
Mars 2 0,35
Avril 2 0,35
Mai 10 1,77
Juin 4 0,71
I Juillet 9 1,59
S Aout 6 1,06
Septembre 16 2,84
Octobre 15 2,66
Novembre 7 1,24
Décembre 24 4,26
Janvier 13 2,30
Février 12 2,13
Mars 14 2,48
Avril 14 2,48
Mai 14 2,48
N Juin 10 1,77
S Juillet 14 2,48
Aout 12 2,13
Septembre 17 3,01
Octobre 18 3,19
Novembre 20 3,55
Décembre 23 4,08
Janvier 24 4,26
Février 25 4,44
Mars 17 3,01
Avril 9 1,59
Mai 20 3,55
N Juin 25 4,44
& Juillet 22 3,90
Aout 26 4,61
Septembre 25 4,44
Octobre 11 1,95
Novembre 16 2,84
Décembre 20 3,55
- Janvier 20 3,65
% Février 16 2,84
Mars 11 1,95
Total 563 100
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Les 563 souches de K. pneumoniae sont isolées et identifiées au niveau du
laboratoire Mirouh d’analyses médicales, de Mars 2020 a Mars 2023.

1.3.3. Liste des antibiotiques a testés
Les antibiotiques utilisés a Ferdjioua de Mars 2020 a Mars 2023 contre K.
pneumoniae sont montré dans le Tableau 27.

Tableau 27. Les antibiotiques testés contre les souches de K. pneumoniae a Ferdjioua de

Mars 2020 a Mars 2023.
Familles Dénomination commune Abréviations
Amoxicilline/Acide clavulanique AMC
Pénicillines PA_”?F"C!::!”G/ AMP
o ipéracilline
2 Tazobactam TZP
g Céfazoline Cz
s Céphalosporines Cefotaxime cTX
£ P P Ceftazidime CAZ
m Céfoxitine FOX
Imipénéme IPM
Carbapéne

arbapenemes Ertapéneme ETP
Aminosides Amikacine AN
Gentamicine GEN

. 1G Acide nalidixique NA

Quinolones (Q16) - _q

(Q2G) Ciprofloxacine CIP

Phénicolés Chloramphénicol C
Sulfamides et associations Triméthoprime/Sulfaméthoxazole SXT
Nitrofuranes Nitrofurantoine NIT
Polypeptides Colistine CS
Autres Fosfomycine FOS

Q1G: Quinolones de 1 génération, Q2G: Quinolones de 2°™ génération

1.4. Méthodologie
1.4.1. Isolement et repiquage des souches

Afin de pouvoir identifier une espéce bactérienne de facon convenable, il faut
obtenir des colonies bien isolées, et cela en dechargeant en stries condensees I'écouvillon
de prélevement sur toute la surface de la boite coulée par la gélose Hektoen pour

I'isolement des entérobactéries, puis incubés a I’étuve a 37°C pendant 24h (Figure 27).
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()

Figure 27. (1). Apercu de la paillasse avant la manipulation ; (2). Prélévement de

I'échantillon ; (3). Stérilisation avant ensemencement ; (4). Méthode d'ensemencement de
K. pneumoniae par stries sur le milieu Hektoen ; (5). Incubation de K. pneumoniae a
I'étuve & 37°C/24h. (Photos réalisées dans le laboratoire de Microbiologie de 1’hopital les
Fréres Maghlaoui, Mila).
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1.4.2. Techniques utilisées pour I'identification des bactéries
L’identification des souches a porté sur une série de tests préliminaires (examen

macroscopique et examen microscopique), tests biochimiques et un antibiogramme.

1.4.2.1. Tests préliminaires
1.4.2.1.1. Examen macroscopique

L’aspect des colonies sur le milieu solide permet une orientation sur les colonies,
leur couleur, taille, forme et fermentation du lactose.

K. pneumoniae sur les milieux classiques d'isolement pour entérobactérie
(Drigalski, Hektoen, Mac Conkey, EMB) donne des colonies d'un diamétre de 3 a 4 mm,
ronde, lisses, lactose positives, bombées, brillantes, muqueuses, ayant un aspect de goutte

de miel, avec une tendance a la confluence (Figure 28) (Avril et al., 2000).

Figure 28. Colonie de K. pneumoniae sur le milieu Hektoen (Photo réalisée

dans le laboratoire de Microbiologie de I’hopital les Fréeres Maghlaoui, Mila).

1.4.2.1.2. Examen microscopique
e Examen a I’état frais

L'examen a I'état frais est une méthode rapide qui consiste a observer entre lame et
lamelle une suspension bactérienne a 1’objectif x40. Les bactéries sont vivantes, on peut
alors déterminer des caracteres tels que la morphologie générale, la mobilité et le
groupement (bacille ou coque) ainsi que le type de colonies (Solbi, 2013 ; Denis et al.,

2016). K. pneumoniae donne des bacilles immobiles courts.
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Cette méthode se déroule comme suis:

Sur une lame porte objet stérile, déposer une goutte d’eau physiologique et un
fragment de colonie isolée. Homogénéiser et recouvrir d’une lamelle en évitant
d’emprisonner les bulles d’air, lire au microscope optique a I’objectif x 40.

e Coloration de Gram

La technique de coloration de Gram, vieille de 133 ans, est une technique
microbiologique bien connue et couramment utilisée pour la détection, la classification, et
I'identification des microorganismes, en particulier des bactéries. La coloration de Gram,
permet d’étudier les affinités tinctoriales des germes, renseignant aussi sur la
prédominance des especes présentes. Il peut s’agir d’une espece pure ou au contraire d’une
flore complexe. Le résultat est déclaré les bactéries gram-positives (colorées en violet) et
gram-négatives (colorées en rose) selon la structure de leur paroi cellulaire (les différences
d'épaisseur de la couche de peptidoglycane) et leur perméabilité. Bactéries a Gram positif
ou a Gram négatif et Révele la morphologie (cocci, batonnets ou bactéries en forme de

spirale) (Boyanova 2018).

La coloration de Gram se déroule en plusieurs étapes:

- On réalise un frottis sur une lame de microscope a partir d'une suspension bactérienne.

- La fixation du frottis, on passe directement 3 fois la lame dans la flamme du bec Bunsen.
- La coloration au violet de Gentiane, la lame est plongée pendant 2 a 3 minutes (en
fonction de la concentration) dans la coloration au violet de gentiane. Toutes les bactéries
sont colorées en violet puis rincer a I'eau déminéralisée.

- Mordancage au lugol, étaler le lugol et laisser agir 20 secondes ; Rincer a l'eau
déminéralisée. Cette étape permet de stabiliser la coloration violette.

- Décoloration a l'alcool, verser goutte a goutte I'alcool sur la lame inclinée obliquement.
Surveiller la décoloration (5 a 10 secondes). Rincer sous un filet d'eau déminéralisée.
L'alcool pénétre dans la bactérie. La coloration au violet de Gentiane disparait. Les
bactéries décolorées sont des bactéries Gram'. Si l'alcool ne traverse pas la paroi, on est en
présence de bactéries Gram®.

- Contre coloration avec de la Fuchsine ou de la Safranine, laisser agir de 30 secondes a 1
minute. Laver doucement a I'eau déminéralisée.

- Les bactéries Gram- sont colorées en rose.
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1.4.2.2. Tests biochimiques
La réalisation de la galerie classique consiste a effectuer des tests biochimiques

permettent 1’identification des bactéries en étudiant leur métabolisme enzymatique

(Tableau 28).

Tableau 28. Identification biochimique a1’aide de la galerie classique.

Test

Technique

Lecture

Test de
I’oxydase
(Liazid, 2014)

Etaler sur le disque d’oxydase
une partie de la colonie a
I’aide d’une pipette Pasteur
boutonneée stérile.

Une réaction positive se traduit par
une coloration violette en quelques
seconds, qui met en évidence la forme
réduite incolore de dérivés méthylés
du paraphényléne diamine, en leur
formoxydée semi-quinonique rose
violacé.

Test de la
catalase
(Reiner, 2010;
Meziani, 2012)

Une colonie est prélevée a
partir de la boite de Pétri et
déposée sur une lame. Une
goutte de H2O. est deversée
sur cette colonie.

Les réactions positives se manifestent
par une effervescence immédiate
(formation des bulles).

Test VP et RM
(Meziani, 2012)

Ensemencer le milieu Clarck
et Lubs avec la souche
bactérienne.  Aprés  avoir
incubé a 37°C pendant 18h.

diviser le milieu en deux
tubes, pour le test RM
additionner 2 a 3 gouttes de
rouge de méthyle. Et pour le
de VP ajouter quelques
gouttes du réactif VP1 et le
méme volume du réactif VP2.

La lecture de ce milieu permet I’étude
de la voie de fermentation du glucose.

Le test RM consiste a mettre en
évidence la voie de fermentations des
acides mixtes qui consiste a apprécier
le pH du milieu apres 24h de culture;

Le test VP consiste a mettre en
évidence l'acétoine  produit par
fermentation butanediolique, par une
réaction colorée en rose apres 15 min.

Test urée-indole
(Meziani, 2012)

On ensemence le milieu
«urée-indole» directement a
partir des colonies de K.
pneumoniae a 1’aide d’une
anse de platine. Apres
I’incubation a 37°C pendant
24h. Le milieu est divisé en
deux tubes. On  peut
rechercher la  production
d’indole par des réactifs de
Kovacs, et le TDA est révélé
par I’ajoute de perchlorure de
fer.

L’Uréase est mis en ¢évidence par
changement de coloration du milieu
vers le rose, et la production de
I’indole se traduit par un anneau rouge
en surface aprés I’ajoute de Kovacs,
alors que la tryptophane-désaminase
détecté par I’apparition d’une couleur
brune aprés 1’ajoute de perchlorure de
fer.
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Test TSI
(Meziani, 2012)

Elle consiste a ensemencer en
stries serrées la pente de la
gélose puis par piqgdre
centrale le culot, la lecture se

fait aprés 18 h d’incubation a
37°C.

La production de gaz se traduit par la
formation de bulles de gaz dans la
masse du culot.

La fermentation du glucose et /ou du
saccharose se traduit par le virage au
jaune de la masse du culot. La
production de H2S se traduit par
noircissement du milieu

Milieu de citrate
de Simmons
(Solbi, 2013)

L’ensemencement se fait au
moyen d’une anse de platine
par des stries transversal de la
pente, la lecture se fait apres
24h d’incubation a 37°C.

L’utilisation du citrate de Simmons se
traduit par un virage de couleur du vert
au bleu qui signifie qu’il y a eu une
alcalinisation du milieu et que la
bactérie posséde un citrate perméase

Milieu mannitol
mobilité-nitrate
réductase
(Solbi, 2013)

L’ensemencement du milicu
se fait par piqQre centrale
jusqu’au fond du tube avec la
souche a tester a I’aide d’une
pipette Pasteur. L incubation
se fait a 37°C durant 18h. le
type respiratoire est défini en
ajoutant, a la surface du
milieu, les réactifs de Nitl et
Nit2, il est possible de mettre
en évidence le nitrite, si la
bactérie possede une nitrate-
réductase.

La fermentation du mannitol a été
matérialisée par un virage du milieu de
rouge au jaune. L’ajoute des réactifs
Nitlet Nit2 conduit a [D’apparition
d’une teinte rouge-orangé en présence
d’ions nitrites, ce qui indique que la
bactérie est capable de réduire les
nitrates en nitrites. La bactérie
immobile ne se développe que le long
de la piqure centrale.

1.4.3. Détermination de la sensibilité aux antibiotiques

L'antibiogramme est I'examen biologique destiné a mesurer l'interaction entre
chacune des molécules antibactériennes utilisables et une souche bactérienne susceptible
d'étre pathogéne, isolée d'un patient. Le résultat contribue a évaluer la sensibilité de la
souche bactérienne examinée ou sa résistance, ce qui signifie que la molécule sera
probablement active au sens thérapeutique ou le traitement sera un échec. Le résultat
numérique brut est accompagné d'une interprétation ou remplacé par elle: résistante,

sensible, intermédiaire, ou (indéterminée) (Scavizzi et al., 2000).

1.4.3.1. Méthode de la diffusion sur gélose Muller-Hinton

L’étude de la sensibilité de K. pneumoniae aux différentes familles d’antibiotiques
a ¢té réalisée par la méthode de I’antibiogramme par diffusion des disques d’antibiotiques
sur la gélose Mueller-Hinton. Cette méthode est utilisée a 1’hopital Les Fréres Maghlaoui

(Annexe).
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Préparation du milieu Muller-Hinton

- Le milieu préparé préecédemment doit étre coulé en des boites de Pétri sur une épaisseur
de 4 mm.

- La surface de la gélose doit étre séchée avant I’emploi environ 15 min.

» Préparation de I’inoculum

- A partir d’une culture pure de 18 a 24h sur milieu d’isolement approprié, racler a I’aide
d’une anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.

- Bien décharger I’anse dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%.

- Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0,5 MF
ou a une DO de 0,08 a 0,10 lue a 625 nm. L’utilisation d’un densitométre est fortement
souhaitable.

» Ensemencement

- Tremper un écouvillon stérile dans 1’inoculum.

- L’essorer en le pressant fermement (et en le tournant) contre la paroi interne du tube, afin
de décharger au maximum.

- Frotter 1’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries
serrees.

- Répéter I’opération 2 fois, en tournant la boite de 45° a chaque fois, sans oublier de faire
pivoter 1I’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la
périphérie de la gélose (Figure 29).

- Dans le cas ou I’on ensemence plusieurs boites de pétri, il faut recharger 1’écouvillon a

chaque, fois.
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Figure 29. (1 et 2). Méthode d'ensemencement de K. pneumoniae par stries sur Mueller-
Hinton. (Photos réalisées dans le laboratoire de Microbiologie de 1’hopital les Fréres
Maghlaoui, Mila).

e Les disques d’antibiotiques

Ils doivent étre conservés a 2 - 8 °C avec un déshydratant. Le diamétre des disques
est de 6,35mm (Larcher 2016).

» Application des disques d’antibiotiques

Déposer les disques fermement a la surface de la gélose inoculée et sécher. Le
contact avec la surface doit étre étroit. Les disques une fois déposés ne peuvent étre
déplacés car la diffusion des antibiotiques est tres rapide.
- Il est préférable de ne pas mettre plus de 6 disques d’antibiotiques sur une boite de 90
mm afin d’éviter le chevauchement des zones d’inhibition et pour limiter les interférences

entre les antibiotiques (Figure 30).
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©) (4)

Figure 30. (1). Antibiotiques utilisés pour I'antibiogramme de K. pneumoniae. (2, 3 et 4).

Application des disques d'antibiotiques (Photos réalisées dans le laboratoire de Microbiologie
de I’hopital les Fréres Maghlaoui, Mila).

» Incubation
- Retourner les boites et incuber idéalement dans les 15 min qui suivent le dép6t des

disques, sans dépasser 30 min.

- Respecter la température, I’atmosphére et la durée d’incubation recommandées pour
chaque bactérie. Pour K. pneumoniae les boites sont mises a I'étuve a 37°C pendant 16 a

24h.
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» Lecture

- Mesurer avec précision les diamétres des zones d’inhibition a 1’aide d’un pied a coulisse.
- Pour les bactéries testées sur Mueller-Hinton simple, les mesures seront prises en
procédant par transparence a travers le fond de la boite de pétri fermée.

- Pour les bactéries testées sur Mueller-Hinton au sang, les mesures de diamétre des zones
d’inhibition seront prises, boite de pétri ouverte et bien éclairée.

- Comparer les résultats obtenus et classer la bactérie dans 1’une des catégories S, R ou I.

1.4.3.2. Méthode automatisées

Les résultats d'antibiogramme collectés au niveau de laboratoire Mirouh a
Ferdjioua se repose sur le systtme VITEK®2 COMPACT (Figure 31), destiné a
I’identification des bactéries et levures, ainsi qu’a la réalisation d’antibiogrammes pour les
bactéries significatives au plan clinique. Le systéme comprend I’instrument VITEK®?2
COMPACT, un ordinateur et une imprimante. Le logiciel fourni pour le systéeme
VITEK®2 COMPACT inclut des programmes d’analyse, de gestion des données et un
systeme de qualité afin de valider le kit test du VITEK®2 COMPACT.

Figure 31. Vue photographique d’un Automate VITEK ®2 Compact.
(Photo réalisée dans le laboratoire d'analyse médical Mirouh a Ferdjioua).
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» Préparation de la suspension bactérienne
La préparation de I’inoculum est toujours manuelle:

- Deux tubes secs seront utilisés dont 1'un servira a [I’identification et [’autre a
I’antibiogramme.

- Sur une feuille vierge, porter la date et le numéro de 1’échantillon ainsi que le nom
approximatif du germe a identifier.

- Pour la souche K. pneumoniae donne une colonie bleu dans le milieu chromagar (Figure
32), a partir de ce dernier (culture jeune 24 h) a I’aide d’une anse, prélever quelques

colonies et les introduire dans le tube sec contenant la solution saline (semi-physiologie).

Figure 32. La colonie de K. pneumoniae sur le milieu chromagar. (Photo

réalisée dans le laboratoire d'analyse médical Mirouh a Ferdjioua).

- Homogénéiser la suspension et bien vortexer.

- A I’aide du densichek, mesurer la concentration bactérienne entre 0,5 et 0,63 McFarland.
- Poser le tube contenant la suspension bactérienne en premiére position et faire suivre
celui prévu pour I’antibiogramme.

- Préparer la solution pour antibiogramme:

- Pour les bactéries a Gram négatif, utiliser la micropipette calibrée a 145ul (rouge).

- A partir de la suspension bactérienne, nous avons pipeté et dilué¢ dans 3ml d’eau saline
contenu dans le tube voisin (la concentration doit é&tre entre 0.08 et 0.1). On aurait ainsi
préparé la suspension pour 1’antibiogramme (Figure 33).

- Placer la carte d’identification GN et la carte pour I’antibiogramme AST- N sur la

cassette.
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(%)
Figure 33. (1). Apercu de la paillasse avant la manipulation ; (2). Mesure de la
concentration bactérienne ; (3) et (4). Préparer la solution pour antibiogramme ; (5). La
casette preparée. (Photo réalisée dans le laboratoire d'analyse médical Mirouh a Ferdjioua).
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- Au niveau de I’ordinateur de I’automate, a 1’apparition de la page principale.

v" Cliquer sur Vitek 2.

v" Cliquer sur gérer la casette virtuelle.

v" Créer une cassette virtuelle.

v Identification de la cassette.

v" Lecture du code a barre de chaque carte a partir de la douchette.

v’ Saisir les données de 1’isolant.

v" Entrer les informations de I’isolat (numéro attribué au laboratoire, nom du germe si déja
identifié par d’autres techniques).

- Puis enregistrer les données de la casette virtuelle.

- Au niveau de I’automate Vitek 2 Compact.

- Ouvrir le capot de remplissage et insérer la casette a I’intéricur de la chambre.

- Fermer le capot de remplissage.

- Appuyer sur la touche Lancer remplissage, un bip indique que le cycle de remplissage est

terminé.

-Retirer la casette du capot de remplissage et 1’introduire dans la chambre de lecture ou
s’effectue le scellage. Le processus de chargement/déchargement permet la lecture du code

a barre des cartes et le code a barre de la casette.

- Lorsque le message retirés ‘affiche dans la chambre de lecture, cela indique que le Vitek 2
a terminé le traitement des cartes contenues sur la casette. On peut la retirer en ouvrant le

capot chargement puis le refermer.

- La lecture des résultats se fait par un logiciel associé a la machine Vitek 2 compact.
-On attend le jour suivant puis Les résultats sortent sous la forme d’un tableau imprimé par

I’ordinateur de Vitek.
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2. Résultats et Discussion

Le Tableau 29 résume les données bruts de 1’antibiorésistance de 563 souches de K. pneumoniae

isolées au laboratoire d’analyses médicales Mirouh, Ferdjioua - Mila selon le sexe, I’4ge et la nature du
prélévement de Mars 2020 a Mars 2023.

Tableau 29. Résultats de I’antibiogramme de 563 souches de K. pneumoniae isolées a Ferdjioua — Mila

selon le sexe, 1’age et la nature du prélévement (de Mars 2020 a Mars 2023).

N° Date Sexe | Age | NP Antibiogramme

S I R
1 |11/03/2020 | H 46 | PU AN/CAZ/CZICSICTX/CN / NA/AMC/AMP/C/GEN/CIP/CXT
2 |30/03/2020| F 51 | PP F Oéi\lG/CE:i\lc;/ﬁzl\ilc/:SZ )/(C':I'?IQCI:F-’F/)IE('/I'CPI/TZP AMC AMP/NIT
3 [aooano0| £ | 25 | pu | ANCAZICAICSCTXIC 10 AMPINIT
4 |21/04/2020 | H 73 | PU AC\EI\I;/IS//ICI;?/IZ//S(;(S';;:ETT)I(D//":FCZ)IS:’/ AMC/NIT AMP/CZ
5 102/05/2020| H | ND | PU AN/CS/IPM/ETP C C'IA\P'\//IFCO/Q/'\GAIZLC/':)Z({ISﬁI?F-/r'I?(Z/P
6 |03/05/2020| F | 75 | PU CI?D/NF/Q;ISI/ECI\I/;?QI\Z/I/IE)Z(/TCIE/TC;?;P / AMP/NIT
7 owosiozn| 1 | 1 | pu CSIPMET? AMGICIPT | ANTAMPICICAZICZICT]
8 |10/05/2020| F 21 | PV Cg?ggggé%ﬁ?ﬁgi{ﬁ;f;_ﬁp / AMP/NIT
9 |11/05/2020| H 85 | PP AN/C/CS/CIP/GEN/IPM/SXT/ETP TZP AM(:C_I{Q%PO/;Q?_{_CZ/
10 |ovosozo| 1 | sz | pp | ANCICAZICZICSCTXICRT ™y oy AP
11 | 22/05/2020 | F 25 | PU AII\IID/I\C/:I%():(I'IF')//E'(F)PS//'SZEPN/ CINIT AMC/AMP/CAZICZICTX
12 | 27/05/2020 | H 30 | PU AIII:ll/\/IC//g)I(I'DI'//FE?'i//?'EE / / AMC/AMP/CAZICZICTX/NIT
13 | 28/05/2020 | H 24 | PU CS/SC)/((?FIIIIDE/':'BPE'IIEIQIIDD M/ AN/NIT AMC/AMP/CAZICZICTX/FOS
14 | 31/05/2020 | H 52 | PU é?gggﬁﬁé%f;ﬁgﬁ NIT/TZP AMC/AMP/FOS
15 | 05/06/2020 | F 33 | PP cl F')A/\FN é':;\(/l;(éﬁ'?f I\//ISSZ)/(C':I'S//E(?I:II;)/EI/'ZP NIT AMC/C
16 | 07/06/2020| H | 4M | PU CS/FOS/IPM/ETP / AIC\I(SI\GAEQSQ):(?%??//?;F?( /
17 [1m0sm020| 1 | no | py | ANCICAZICZCTXROS AvC AVPINIT
18 | 24/06/2020 | F 70 | PU AN/FOS/IMP/ETP NIT/TZP A'C\:A'I?)/(’j\(;\AEZ%?s SZ)/((:\I_Z/
19 | 03/07/2020 | F 28 | PU Ag{gggé?{g@fé_?gg;gq NIT AMP/FOS/SXT
20 | 05/07/2020 | F 71 | PU AN/C(/SCE?\;/IS;//;:;);E_IFF;/FOS/ AMC/NIT AMP/TZP
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AN/C/CIP/FOS/GEN/IPM/
21 | 06/07/2020| F | 94 | PU NIT/ETPITZP AMC/CAZ AMP/CZ/CTXISXT
AN/C/CAZICTXICIP/FOS/
22 |08/07/2020| F | ND | PU GEN/IPM/SXT/ETPITZP NIT AMC/AMP/CZ
23 | 15/07/2020| H | 23 | PU AN/C/CAZICTXICIP/IPM/ETP/TZP AMC/NIT AMP/CZ/FOS/SXT
AMC/AMP/CAZICZ/
24 |26/07/2020| H | ND | PU CIP/FOS/IPM/ETP AN/C/NIT CTX/GEN/SXT/TZP
25 |26/07/2020| F | 67 | PU AN/C/CIP/FOS/GEN/IPM/ETP NIT AMC/AMP/CZICAZICTXISXT
AN/AMC/CICAZICZICTX/
26 | 28/07/2020| F | ND | PU CSICIPIEOS/GEN/IPMISXT/TZP NIT/ETP AMP
AMC/AMP/CICAZICZ/
27 | 28/07/2020| H |15M| PU AN/GEN/FOS/IPM/ETP CIP CTX/SXTINITITZP
AMC/AMP/CTZ/CZ/
28 | 04/08/2020| F | 42 | PP AN/C/FOS/IPM/ETP/TZP NIT CTXIGEN/SXT
29 | 08/08/2020| F | 76 | PU AN/CIP/FOS/GEN/IPM/ETP Cg'PT/ AMC/AMP/CZICAZICTXISXT
AN/C/CAZICZICTXIFOS/
30 |10/08/2020| H | 74 | PU GEN/IPM/SXT/ETPITZP / AMP/AMC
AMP/AMC/CZICAZ/
31 |13/08/2020| H | 23 | PU AN/GEN/IPM/ETP/TZP / CTX/CIPIFOSINIT/SXT
AN/C/CAZ/CZICTXICIP/FOS/
32 | 16/08/2020| H | 79 | PU GEN/IPMISXT/ETPTZP AMC AMP
AN/C/CTXI/CIP/FOS/
33 | 25/08/2020| F | 85 | PU GEN/IPM/ETP TZP AMC/AMP/CITAZICZISXT/NIT
AN/C/CIP/FOS/GEN/ AMC/AMP/CAZICZ/
34 | 01/09/2020| H | 82 | PU IPM/ETPITZP NIT CTX/SXT
AN/AMC/CICAZICZICTXICS/
35 | 01/09/2020 | F | 35 | PU CIP/FOS/GEN/IPM/SXT/ETP/TZP NIT AMP
CIP/ AMC/AMP/CICAZICZ/
36 | 02/09/2020 | H | 53 | PU AN/FOS/SNT NIT/ETP CTX/GEN/IPM/TZP
AN/C/CAZICZICTXICIP/
37 [ 02/09/2020| H | 30 | PP GEN/IPM/SXT/NITETP/TZP AMC AMP/FOS/SXT
AN/C/CAZICZICTXICIP/
38 | 03/09/2020| H | 35 | PU FOSIGEN/PMISXTIETPITZP AMC/NIT AMP
AN/AMC/CAZICZICTX/
39 | 03/09/2020| F | ND | PU GEN/IPM/SXT/ETPTZP / AMP/C/CIP/FOS/NIT
AMC/AMP/CICAZICZ/
40 | 06/09/2020 | H |18M| PU AN/FOS/GEN/IPM/ETP CIP CTX/SXTINIT/TZP
AMC/AMP/CZICAZ/
41 | 07/09/2020 | H | 23 | PU AN/GEN/IPM/ETP/TZP / CTX/CINITISXT
42 |13/09/2020| F | 8 | PU AN/C/CIP/FOS/GEN/SXT/NIT IPM AMC/AMP/CAZICZ/ETP/TZP
43 | 14/09/2020 | H | ND | PU AN/CIP/FOS/GEN/IPM/EIP/TZP NIT AMP/AMC/CZICAZICTXISXT
AN/C/CZ/CAZICTXICIP/
44 |19/09/2020| F | ND | PU FOS/GEN/IPM/SXT/ETPITZP AMC/NIT AMP/AMC/CZ/CAZICTXISXT
AN/C/CIP/FOS/GEN/
45 |20/09/2020 | F | ND | PU IPM/NIT/ETP/TZP TZP AMC/AMP/CAZI/CZICTXISXT
46 |20/09/2020| F | 65 | PU AN/C/CIP/IPM/SXT/NIT/ETP/TZP / AMP/AMC/CZ/CAZICTX/OS
AN/C/CAZICZICTXICIP/
47 |21/09/2020 | H | 53 | PU FOS/GEN/IPM/SXT/ETP/TZP AMC/NIT AMP
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AMC/AMP/CICZICAZICTXI

48 | 28/09/2020 23 | PU AN/GEN/IPM/ETP/TZP / CIP/FOS/STX/NIT

49 | 30/09/2020 86 | PU GEN/AN / %gg@?gzsqsﬁﬂigﬁﬁié

50 |01/10/2020 30 | PU AN/C/CIP/IPM/NIT/ETP/TZP / AMC/Ii:AOI\g/PéCéﬁiéS(%r/CTX/

51 | 05/10/2020 30 | PU F Og':f&?gé{\fjgﬁgg_{_gilzp NIT/AMC AMP

52 | 06/10/2020 66 | PU GEQ;\III/DC;/IA/g(CEI'Z//NCI-'II—'jI(E/%I;'f'ZP C AMC/AMP/CZ/FOS

53 | 10/10/2020 27 | PU TZCI?DI/PE/-Q?I'/)SJ(C:,Z”ZD/,\CA?ZS\EN/ NIT AMC/AMP/CZ/FOS

54 | 10/10/2020 72 | PU églﬁgiﬂl/cs;ﬁ/zﬂ/?zsé C AMC/AMP/CZINIT

55 | 12/10/2020 ND | PU AI\CIE/E/NC;ISI!(I\:/II/PE/ESS/ / AMC/AMP/CAZ/CZICTX/SXTINIT

56 | 13/10/2020 ND | PU %gggﬁﬁéﬁfjﬁgﬁg; AMC AMP

57 | 13/10/2020 32 | PU AN/C/CS/CIP/IPM/ETP/TZP NIT é!\r/l)flllfol\g%CEﬁiéf(ﬁ'/

s6 |10z | £ | D | U ANIPMIET? ;| AMCAMPCICAZICZCTN

59 | 15/10/2020 38 | PU GQII\I\I//ICI;/I\C/I://Ef(/'I(':/II;('I{(I;/I'IIT/ZP NIT AMP/AMC/CZ/FOS

60 | 19/10/2020 ND | PU ANF/g/SSé/ECI\?E{I'CP-I/—'I)'(Z/ICDIP/ NIT/AMC AMP/SXT

61 | 20/10/2020 76 | PU QEI/\IC;I/ISI\A/I\/ZS/)CéEI;(/?Zi AMC AMP/NIT

62 | 25/10/2020 85 | PU ETP/SXT/IPM/GEN/CIP/AN TZP AMCIAMPICICAZICZICTX]
FOS/NIT

63 | 27/10/2020 46 | PU C/CSS)/S_I /ZT‘SEﬁDE?Z/EM/ / AMC/AMP/CZ/CAZICTX

64 | 27/10/2020 79 | PU CI’F?II(\;/I;:IG/:IZS&CS?IZD{\(/:I:/ZS/)C(::II:/)I(E/TP NIT AMC/AMP

o5 ooz | £ |np| pu | | ANCAZCZCTXICIROS. | AVCIGISXTINIT

s6 |0z F | 07| PP | osepmsimerpze | AMC AP

67 | 03/11/2020 ND | PU AN/C/CIP/FOS/GEN/IPM/ETP NIT AMCC'I{QZE(/'F(:/?;LCZ/

68 | 15/11/2020 39 | PU AN/FOS/IPM/TZP/ETP / AMCC/;IAP'\//ICE I/EiI//CSi/'(I?/'IA\IZI'/FCTX/

69 | 20/11/2020 70 | PU AN/FOS/IPM/ETP / Ahé?;}é“éi{;g_ﬁﬁ II?\F?'II'CZ:-II;X/

70 | 25/11/2020 8 PU AN/C/CIP/GEN/SXT NIT AMISéAé'/\:I;KAC/:_IZ_s_?éiTX/

71 | 28/11/2020 50 | PU CG/Eﬁi{DCJ//SC)I;(//EC'll':Egg NIT AMC/AMP

72 | 04/12/2020 34 | PU AN/FOS/IPM/ETP TZPIC AC\Z'\'I/'I)C(:;QII\F/’I/ZEEI/EQ'IZ'/

73 | 04/12/2020 3M | PU AN/CAZ/CIP/GEN/IPM/ETP/TZP / AMC/AMP/C/CZ/FOS/SXT/NIT
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74 | 07/12/2020 43 | PP égé?@ﬂ%;ﬁgﬁg?; C AMC/AMP/CZ/NIT
75 | 10/12/2020 ND | PP G’;E;ICF{'\CAI/Z;%E/ICTT;E/OTSZ/P / AMC/AMP/CZ
76 | 10/12/2020 ND | PU AN/ CéCEA;‘\IZ“/;\ZA//C;;/;:;/ FOS/ AMC/NIT AMP
77 | 10/12/2020 ND | PU C/C('?EZIG/:IZP/I\(;/TEXT/STF;FPOS/ AMC/NIT AMP/SXT
o sz ¢ [ | Apecneees ,
79 | 10/12/2020 66 | PU AN?S\%&%QXﬁ;é’;;”;OS/ / AMP
o || ¢ s [pu | MCCREECeee | e
81 | 14/12/2020 19 | PU CICIP/FOS/GEN AMC Almg\gﬁgg;fgf/
82 | 19/12/2020 23 | PU G’Eﬁﬁéﬁgﬁggﬂﬁgﬁ:&é NIT AMP/FOS
83 | 20/12/2020 ND | PU AN/C/CIP/FOS/IPM/ETP/TZP NIT A'VéCT/Q/'\GAE/,\IC/'g)Z(/TCZ/
84 | 20/12/2020 95 | PP AN/IPM/NITETP/TZP CIP AMng’é(hfgé%fsz)é?AZ/
o5 |20n2m020| K | 79 |pu | ANCZCAZICTXICIR e AMPIAMC
86 | 20/12/2020 46 | PU g';ﬁﬁg%i%r//gﬁﬁg AMC AMP/NIT/FOS
87 | 22/12/2020 24 | PU CIP/GEN/IPM/ETP AN/TZP A'\CATC)/?F'\:')ZE/;SE/ICTZ/
88 | 22/12/2020 54 | PU f;ﬁgi@giﬁfg CINIT AMC/AMP/CZICAZICTX
89 | 25/12/2020 60 | PP AN/C/CIP/FOS/GEN/IPM/ETP NIT/TZP '(A:‘ZAZC//(':A‘T'\;I(%?(ZT/
90 | 26/12/2020 46 | PU AN/IE{\(A:/'E/TFP?SS)/(GTEN/ NIT AMC/AMP/CZICAZICTXITZP
91 | 27/12/2020 59 | PU AN/C/FOS/IPM/ETP/TZP NIT/CIP A'\?:CT/Q/“CA;E/I\IC/?;/TCZ/
92 | 28/12/2020 39 | PU Ag'é%?ﬁé;ﬁmggfggl AMC AMP/CAZ/SXT
93 |30/12/2020 29 | PU E?;g%?;ggf;g/zlfgg( AMC/NIT AMP
94 |30/12/2020 73 | PU AI\;&ESEI/\IT“ZZM/ NIT/C AMP/AMC/CAZICZICTXIFOS
o5 |onzzoz0| B | 27 |pu | ANCICPFOSGENIPW — 1,0y Awp
96 | 02/01/2021 58 | PU AN/C/FOS/IPM/ETP/TZP / AMZ’?}QE@QZ(/T%/IC;TX/
97 |02/01/2021 78 | PU T?S/,\ICI/TF/OC‘T’Q /F;I;Q/TE/;E/N / AMC/AMP/CAZICZICTX
98 | 06/01/2021 37 | PU II;A\I\/’\II //SC)I(SI:'I/iI/I'TIS:'/I'CI;DI/E'I"\IZ/P / AMC/AMP/CZ/CAZICTX
99 | 12/01/2021 75 | PU ANICICAZICZICTX] NIT AMC/AMP/FOS

CIP/GEN/IPM/SXT/ETP/TZP

86




Partie Il : Recherche Expérimentale
100 | 15/01/2021 24 | PU Gé\I\IN//I(F:’/I\C/I:/IE{I'FPO/?/ZP NIT AMC/AMP/CAZICZICTXISXT
101 | 17/01/2021 85 | PP AN@%%S’:%E%?JSE?JTZP NIT/C AMP
102 | 25/01/2021 55 | PU éi@g%ﬁ%ﬁ;ﬁgﬁil / AMC/AMP/FOS
103 | 25/01/2021 94 | PP Ag‘;illﬁ'?TZ//ECTTPﬂCZ:LP/ / AMC/AMP/CZ/FOS
104 | 26/01/2021 ND | PU cﬁggés:sﬁﬁziggsgq / AMC/AMP/NIT
105 | 26/01/2021 56 | PU AN/FOS/IPM/ETP / A“é%@éiﬁg@ﬁﬁﬂgw
106 | 28/01/2021 26 | PV AN(/;E/I\CU'?‘PZI\/AC/&CTT/;(ﬁL?/Z? S/ AMC/NIT AMP
107 | 2902021 | 5o | pu | ANCIAZICZICIXICIPFOS 1 oy y Awp
108 | 31/01/2021 22 | PU CS/CIP/FOS/GEN/IPM/ETP TZP ANé’;%?@gZ%?’TA‘ 2
109 | 02/02/2021 73 | PU AN/CIP/GEN/IPM/SXT/ETP CITZP AMgf‘('/\ﬁPO/SC/ﬁﬁCZ/
110 | 04/02/2021 60 | PV AN|/PC|</|C;§;<CTI/P|<|F|$/SE/TGPEN/ / AMC/AMP/CAZI/CZICTX
111 | 09/02/2021 ND | PU ﬁ‘g‘é%%ﬁ(gﬁg;ﬁ;‘g AMC/NIT AMP
2ot | 1 [0 ou | SMCRTOSERCOON
113 | 13/02/2021 5 | PU AN/C/CS/CIP/GEN/IPM/ETP TZP AMFCC/)':Z;/TCIQIZ%CFZC/&TX/
114 | 16/02/2021 25 | PU é&%ﬁgiﬁgﬁfzsé CINIT AMP/AMC/CZ/FOX
115 | 17/02/2021 37 | PU AN/CIP/FOS/GEN/IPM/SXT/ETP / Al\gggmi//cg/é}zzlgz
116 | 17/02/2021 70 | PU CICIP/IPM/ETP TZP é‘i@g@'ﬁfé@:jgﬁgﬁﬂ
117 | 23/02/2021 ND | PU A’;‘é%’?gé%{g@g?épl TZP AMC/AMP/C/ISXT/NIT
118 | 24/02/2021 ND | PU CICIP/IPM/SXT/NIT/ETP/TZP AN A'\/(':F)T/Q/'\ﬁg/sc/éé/\lcz’
119 | 24/02/2021 60 | PU ggﬂ(;ﬁ%%//(;ﬁ//%z AMC AMP/FOS/NIT
120 | 27/02/2021 ND | PU Fopé'?é(éll\?ﬁ;\//%ﬁjgﬁﬁlzp AMC AMP/NIT
121 | 02/03/2021 1 | PU CICIP/FOS/GEN/IPM/ETP AN ’%“ﬁ%’g‘g;ﬁ’?‘rﬁ%/
122 | 07/03/2021 ND | PU é‘ENl\llfl'sl\ZA//gi/TC/ﬁﬁE;g?; AMC/C AMP
123 | 10/03/2021 23 | PU @ggg&?{g@gﬁggﬁﬁgl NIT AMP
124 | 11/03/2021 ND | PU ANC/;(IZE/NC/'?‘PZI\IACS(C;/FZ_?;;(F/ZFS S/ NIT AMP/AMC
125 | 15/03/2021 27 | PU ANICICAZICTXICIPIFOS/ TZP AMC/AMP/CZ/NIT

GEN/IPM/SXT/ETP

87




Partie Il : Recherche Expérimentale
126 | 15/03/2021 ND | PU AN(/BCI;/ISI;T\F’ZI\/ASS;(CEI'-I;;('{'C;’I/:'/ZIZIDO S/ AMC/NIT AMP
127 | 16/03/2021 72 | PP NIT/GEN/FOS/CIP/CS/CIAN ETP/IPM AM;@'E?(/TC/’_‘}‘;LCZ/
128 | 17/03/2021 26 | PU Ag'éﬁ‘?f;&%iﬁ%ﬁ;g;g: / AMP/FOS
129 | 18/03/2021 41 | PU AN/FOS/IPM/ETP NIT g&%’?ﬁfgg&ﬁﬁ;
130 | 20/03/2021 33 | PU AI\Illicli/IA/\g((?rZ//NCI:Ir'i(E/%IDI/D'{'(;I;N/ C AMP/AMC/FOS
131 | 22/03/2021 29 | PU CIPﬁgﬁ}g;ﬁ:ﬁﬁf\l’?‘?/;g%P / AMP/SXT
132 | 23/03/2021 18 | PP Agéﬁfﬁf;ﬁggﬁgsl AMC AMP/CZ/NIT
133 | 24/03/2021 41 | PU G’é‘wgﬁgg;ﬁggp NIT AMC/AMP/CZ/FOS
134 | 31/03/2021 85 | PU G’ﬁg%@gﬁﬁgﬁ; AMC/C AMP/FOS/NIT
135 | 01/04/2021 ND | PU AN(/;CE/IS/ZI;%A/S;CTT/);CP%::TOS/ TZP AMP/AMC
136 | 04/04/2021 40 | PU Aggﬁﬁéﬂ?ﬁféﬁy cz AMP/AMC/C/NIT/TZP
137 | 04/04/2021 82 | PU AN/C/CIP/FOS/GEN/SXT/NIT / AMg’i‘('XI;(;’?;/DCZ/
138 | 08/04/2021 79 | PU AN/ EI/ICT’;A‘EZT/S/TF);/F:PM/ AMC/CIP AMP/CZ/FOS/SXT/GEN
139 | 11/04/2021 ND | PU ANéEﬁi/PCI\;/)é/TFS S/ AMC/CZ AMP/C/CIP/SXT/NIT/TZP
140 | 11/04/2021 34 | PU AN/C/FOS/IPM/ETP TZP AMCPZ/I/I_D\/I\CA;CE:f\IC/Q)Z({FC/ﬁ/I(':FTX/
142 | 17/04/2021 23 | PU AIEI/\AC//;:)'(F;//FE?i/ﬁEE/ NIT AMP/AMC/CAZICZICTX
143 | 18/04/2021 26 | PU ?g'é%%ﬁ(gég;ﬁ;‘g NIT/TZP AMC/AMP
144 | 20/04/2021 32 | PU . O’g%gﬁ;?g@ggggﬁlzp AMC/NIT AMP
145 | 21/04/2021 ND | PU CIP/IPM/SXT/NIT/ETP/TZP AN/C AN::CT/Q/'EOP/SSQEI/\ICZ/
146 | 21/04/2021 23 | PU AIEI/\AC//;:)'(F;//FE?i/ﬁEE/ NIT AMP/AMC/CAZICZICTX
147 | 200021 | 1 [0 | p | ANCICAZCZIETXICIIFOS T Awp
148 | 24/04/2021 41 | PU AN/FOS/IPM/ETP NIT gg%’?‘gfgﬁﬁf‘éﬁ;
149 | 02/05/2021 23 | AP Qﬂgi@giﬁg‘; C AMP/AMC/CAZICZICTXINIT
150 | co0s021 | £ | 4 | pu | ANCAZICTXICIPFOSIGEN] c AMPIAMCICZ
151 | 03/05/2021 73 | PU ANIAMCICAZICZICTXICIP/ C AMP/NIT

FOS/GEN/IPM/SXT/ETP/TZP
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152 | 06/05/2021 ND | PP AN/CIP/IPM/SXT/ETP NITC/:'/I'ZP AMC/AMP/CAZ/CZICTX/FOS/GEN
153 | 10/05/2021 ND | PU ANéCI;/NC/?PZ I\/ﬂ(;gg:l;;(_{_(;l/:_/;;) S/ AMC AMP/NIT

154 | 11/05/2021 23 | PU %gggﬁﬁéﬁf;_ﬁg?gﬁzpé AMC/NIT AMP

155 | 17/05/2021 15J | PU ANg‘y\ﬁf&igﬁﬁ;ﬁ_ﬁ;ﬁg;ﬂ::ioS/ / AMP

o osrar| | 7 | o | PNEAECRICTCTCRROS |

157 | 19/05/2021 41 | PU FOS/IPM/ETP AN/NIT (':A_\I_'\)/Ijé?;\;l GC é(l;\l//(;f‘(?l'//?l';;
158 | 25/05/2021 24 | PU AN/CI'IAD\fA//CSI()_(I_//CI;I_lzGEN/ C/NIT AMP/AMC/CZ/FQOS/TZP
159 | 27/05/2021 64 | PU Gémjlclill\cjlgz)égll—iﬁlgll'IZP NIT AMC/AMP/CZ/FOS

o s | 1 [0 | ANCAIERCTHERROST e

161 | 29/05/2021 72 | PU AN/FOS/IPM/ETP/TZP NIT Agﬂjl?)/(?g;/géi?sz)/g'y
|| |0 |ro | Apecrrosee | Ao
163 | 03/06/2021 49 PP AN/IPM/NIT/ETP/TZP CIP AQATF;?/A\FI\SEEIEC@ngZ/
164 | 08/06/2021 23 | PU AN/C/CIP/FOS/GEN/IPM/ETP NIT AMCID_I/_?(?QS(/_FC/?;LCZ/
e I
166 | 09/06/2021 25 | PU AN/CIP/FOS/GEN/IPM/ETP NIT AMIZ?ZE;(C;{;';ZD/CZ/
167 | 11/06/2021 93 | PU AN/FOS/GEN/IPM/ETP/TZP C/NIT AMg_{_Q?gi_?ﬁjiCZ/
168 | 14/06/2021 17 | PU ;AI\:’I\I\I//I;:SI)IZ{I'F/E'?'{:SE;\Z C AMP/AMC/CAZ/CZ/CTX/INIT
169 | 21/06/2021 7 PP ggf\lclllgl\b\/lféf(?rllg?;ll'?;;/ NIT/AMC AMP

o o |50 | e | AeEEREEes

2 | || | cremeraerr A

173 | 01/07/2021 ND | PP = opé?l(;cé/[\(j:/ff |\//|C;§;(C':|:I/-;(4|CD;:'/ZP AMC/NIT AMP

174 | 05/07/2021 66 | PU Al;lé(;/AGZ é(l:\lfll If’: I\-;ig_cl_:épl / AMC/AMP/C/SXT/NIT/TZP
175 | 05/07/2021 63 | PU AI\IILC'\:;I/;_OP/S_I{gg N/ C/NIT QXZC//SAX'\'/II';)({ES(/

176 | 08/07/2021 ND | PU AN/SC)/(?I'I/IIDE/':':I?I'?'/ZC;E:\\IIII'II'PM/ / AMC/AMP/CAZ/CZICTX
177 | 14/07/2021 39 | PU ANICICAZICZICTXICIP/ AMC AMP/FOS

GEN/IPM/SXT/ETP/TZP/NIT
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178 | 15/07/2021 41 | PU FOS/IPM/ETP AN AMCé’TxSP;CT//?\ﬁ‘ngZéCTX/
s oot | 4[| pu | eRROSEEN | e
180 | 18/07/2021 31 | PU AN/C/CIP/FOS/GEN/IPM/SXT NIT AMC/AMP/CAZICZICTXITZP
181 | 19/07/2021 68 | PP AN/C/FOS/IPM/SXT/ETP/TZP NIT AMCCI/F')?QATF;/(%I/E?\IAZ/
182 | 25/07/2021 ND | PU AN/FOS/GEN/IPM/ETP TZP AM%’%'\SE/I(;//(S:Q?/CZ/
183 | 25/07/2021 92 | PU AN/FOS/GEN/IPM/ETP/TZP C[/\ﬁ'TP ! AMC/AMP/CAZICZICTXISXT
184 | 26/07/2021 66 | PU AN/FOS/IPM/ETP/SXT GEN/TZP AMCC/QZLE/ZC/@:ZN'T/
185 | 27/07/2021 ND | PU AN/C/CIP/FOS/GEN/IPM/TZP / &“g%’;%i’;ﬁ\m
186 | 27/07/2021 ND | PP A'\:lfvllljéFTg/SSEN/ CINIT AMC/AMP/SXT/CAZI/CZICTX
187 | 01/08/2021 42 | PP AN/C/FOS/IPM/ETP/TZP CIP/NIT A“?:?Q/“Gﬂzﬁ’;z(fy
188 | 05/08/2021 24 | PU A'\:LC'\;%FT(;%CZBEN/ NIT AMC/AMP/CICAZICZICTXISXT
189 | 05/08/2021 67 | PU AN/Igﬁ/'E/TFFSng‘;EN/ NIT AMP/AMC/CAZICZISXTICTX
190 | 06/08/2021 84 | PU CIP/IPM/ETP/TZPISXT / AN/?&%’QZZ%?'NAIZT/CZ/
191 | 06/08/2021 41 | PU AN/FOS/IPM/ETP / S&%’?‘ggﬁgﬁiﬁ;
e owowmna | ¢ | o4 [u | AMCEECECTMERRS e
193 | 10/08/2021 74 | PU g’:‘ﬁ;’;@g&'\# C AMP/AMC/CAZ/CZICTXIFOS
19| 10082021 | B | 77 | pu | CANAMGCAZICZIETX) Ty Avp
195 | 14/08/2021 92 | PU Gé';;fé;’gigggﬁ;’;?ﬁﬁ AMC AMP/CZ
196 | 18/08/2021 20 | PU ?gg%%ﬁ(g@g;ﬂ;g NIT/TZP AMC/AMP
197 | 23/08/2021 39 | PU G?&ﬁﬁgi@éf;ﬁ?/z” AMC AMP/FOS
198 | 29/08/2021 ND | PU AN/CAZ/CZ/FOS/IPM/ETP TZP AMC/AMP/C/CIP/GEN/SXT/NIT
199 | 02/09/2021 ND | PU AN/NIT / AIEAOCS/Z'\QZ//?F{?A’?SZ)/(%;CTB(T/;P/
200 | 04/09/2021 28 | PU 'Zl\éﬁ/ﬁ'iﬂz/fzzggygfg_? NIT AMC/AMP
201 | 05/09/2021 41 | PU IPM/ETP/FOX AN A%gﬁggg&%ﬁfg)(/
202 | 05/09/2021 68 | PU AN/CAZ/CZICTX/IPM/TZP/ETP C AMgéAN%Z%'Z/IFTOS/
203 | 06/09/2021 77 | PU ANICICIP/FOSIGEN/IPM/ / AMC/AMP/CAZICZICTX

SXT/NIT/ETP/TZP
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AN/CAZ/CZICTXICIPIC/

204 | 10/09/2021 21 | PU FOS/GEN/IPM/TZPISXT/ETP NIT AMP/AMC

205 | 11/09/2021 83 | PU CIP/SXT/ETPITZP IPM AN/CA'FQ(C/:IQg'\SA/I;/ﬁl{/CI::gi/CZ/
206 | 13/09/2021 41 | PU IPM/ETP/FOX AN é:\g/?:/gsl\;l GP I/E(l:\f/CS?(%I'//?I'ZZ/PC/-II\-I)I('I/'
207 | 15/09/2021 ND | PU AN/C/FOS/IPMITZP/ETP/FOX NIT /?II\T/'I)C(:;QII\IQ/ZEQ/ZS/;'IZ'/

208 | 15/09/2021 53 | PU A:T:)/ngé%():g/zéggjﬁjiw CTX AMP/CZ/FOS/NIT

209 | 15/09/2021 77 | PU AN/C;giA//CEr'I'Z);//CS?;P_I/_I/:STSéGEN/ C/IFOX AMC/AMP/CZINIT

210 | 16/09/2021 ND | PU AN/CI PS/)F($/SI£$IE /E/O”:)’(M/TZP/ C AMC/AMP/CAZ/CZINITICTX
211 | 17/09/2021 82 | PU C/ANéECI:E?\IZ/I/IS |\8/|//(':r;)|§;|cg:':'l|33/FOS/ NIT AMC/AMP/CZ/SXT

212 | 19/09/2021 77 | PU gg'l(l?l-ll;)l\(//I/C'I'AZ\IZD//g;(P'I/"/:IS'I'SI:/’ C/IFOX AMC/AMP/CZ/NIT

213 | 23/09/2021 ND | PU AN/FOS NIT/ETP Smgﬁlll\;lli/hc/lllgiiﬁzggg)/(
214 | 27/09/2021 39 | PU Ig:\;:/g\)z(ITCﬁ/ZCPT/;(/I\ISII;I{S/I'EI'g/F) / AMP/AMC/FOS

215 | somszczt | £ | N | Pu ANIFOSIGER ;| AMCAMPIGCAZICZCT
216 | 03/10/2021 40 | PU ET:;/:\\I/II/ZIS /I g/ECI\-lr/)C(/AS\;( i CITzP AMP/AMC/CZ/FOS

217 | 03/10/2021 ND | PU AN/IPM/ETP / C?'g lgl)'(A'll'\;l'll?élcz’iﬁf'rZ/gé)ZS//CC;I E/N
218 | 05/10/2021 ND | PU GEN'?\CIZ\:{DC/:éCZZ”/:C?f)/(-;iiII/SII)D(I\;//ETP NIT AMP/AMC

219 | 05/10/2021 42 | PU AN/CAZ/CZICTXIGEN/IPM/TZP / ?ng?é§¥/i/%§$;

220 | 07/10/2021 81 | PU AN/C/CIP/FOS/GEN/IPM/ETP TZP (’:A\ZI\//ICP'??(%():(/'I(?/QT'{'

221 | 11/10/2021 37 | PU GEﬁ/’\IlIID(Ii/-II—/)S(;(CEII/pEI-II:'S/SF/OX / AMC/AMP/C/CAZICZINIT/TZP
222 oozt | W | 73 | pu | ANCAZCZCTMCIROS | APAIANC

223 | 13/10/2021 ND | PU AN/CIP/FOS/GEN/IPM/ETP/FOX C/INIT AMC/AMP/CAZICZICTXISXTITZP
224 | 13/10/2021 71 | PU AN/C/FOS/IPM/ETP/TZP/FOX NIT A(\jl\'l/'l)(zjéll\lillz(éﬁ/zslf('lz'/

225 | 15/10/2021 38 | PU AN/C/FOS/IPM/NIT/ETP/FOX TZP ’AC\ZI\T{I)(E;Q:\I;I/ZEQ/ZS/;?

226 | 19/10/2021 ND | PU FOS/NIT/ETP/IPM TZII:\/NFi)X A'(\:A'f)/(’j\cl\f;géi’j\sz)/(iy
227 | 20/10/2021 ND | PU CAi/ZCFJ;( O/g;rFfE/IIfNN I/'?/)I(E-'Il—'/lf N/ / AMP/AMC/CZ/FOX

228 | 20/10/2021 ND | PU AN/FOS NIT GA E'\::;éﬁ(l\'lfl/?r/zclilclgl/\/lcl’gifll;rg;
229 | 21/10/2021 30 | PU AN/;/(?_-/I-;((;():(I/IZS‘;T:/;PM/ NIT/TZP AMP/AMC/FOS

230 | 24/10/2021 11 | PU AN/C/CTX/CIPIGEN/IPM/SXTICAZ FOX AMP/AMC/CZ/FOS/NIT/TZP
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231 | 26/10/2021 10 | PU AN/C/FOS/IPM/ETP/TZP/FOX CIP/NIT AMPIAMCICAZICZICTX]
GEN/SXT

232 | 27/10/2021 42 | PU AN/FOS/GEN/IPM/ETP / A'\é%’?sl\)/'(%ﬁﬁf}zzlgnzzlociw
s oo | ¢ [ || mecEREeeTemn |
234 | 03/11/2021 67 | PU A?;%E;ZEZ’E?S/F%E)Z/T';PM/ NIT AMP/AMC
235 | 03/11/2021 79 | PU Q)N(/TS&/Z(;EZ/?EET'\F',//@/F[/ CINIT AMP/AMC/FOS/FOX
236 | 04/11/2021 41 | PP g'(\'T//CCT ;é%gg?g;% CINIT AMP/AMCI/CZ/FOX
237 | 04/11/2021 49 | PP AN/F%EJEP/T?DET'\'Z/LS)EA(;?(XT/ NIT AMP/AMCICAZICZICTX
238 | 05/11/2021 63 | PU AN/CIP/GEN/IPM/ETP/TZP/FOX NIT /él\z/l/zgl\(//lg(/)%//%f\(?
239 | 05/11/2021 71 | PP AN/FOS/IPM/ETP/TZP/FOX CIPC/I/\IIT A“ﬂi‘gﬁﬁgﬁfz
240 | 07/11/2021 ND | PU I’S‘wgﬁjégz;?;ﬁﬁ% / AMP/AMC/NIT
241 | 07/11/2021 23 | PU |§3;§;<(:TT/€:(,/A(§/F)CIZ?EST/S/ETI\ZI/|: NIT AMP/AMC
242 | 08/11/2021 38 | PU |§3;§;<(:TT/€:(,/A(§/F)CIZ?EST/S/ETI\ZI/|: NIT AMP/AMC
243 | 11/11/2021 38 | PU AN/C/FOS/IPM/NIT/ETP/FOX TZP A'\C/'Zé‘yxclg)éggﬁﬂ
244 | 16/11/2021 11 | PU IP’?\‘AN/QS(/%TC)XE /';FP(/)TSQ?/EF%X NIT AMP/AMC/CZ
245 | 17/11/2021 19 | PU ?f{i%g?ﬁfﬂ;& C AMP/AMC/CZ/FOS/NIT
246 | 18/11/2021 45 | PU S’f‘g;gf;égg;?;g/?g; AMC/NIT AMP/FOS
247 | 18/11/2021 62 | PP AIEI/\AC//;:)'(F;//FE?i/ﬁEE/ NIT CTX/CAZICZIFOXIAMP/AMC
248 | 20/11/2021 10M | PU ZT(IE/IECT";;CT;SSIC"Z\;/ NIT CTX/FOS/CZ/IAMP/AMC
249 | 22/11/2021 46 | PU AN/CIP/GEN/IPM/ETP/TZP/FOX NIT/C CTX/SXT/CZ/IAMP/AMCI/CAZ
250 | 22/11/2021 54 | PU A'\#/;F',ZI:GAEZ'/\'C”ZP/'\(;'EXT;&E; Pl NIT/C AMP/AMC/FOS
251 | 24/11/2021 42 | PU AN/C/GEN/IPM/TZP/FOX NIT CTX/SXT/CZIAMP/AMCICAZ
252 | 27/11/2021 5 | PU IF’?"\T //SC>/<$/T|\)|<|/TC/1:P,/AFZ?|§/TC;/ETNZ/P FOX AMP/AMC/CZ
253 | 27/11/2021 66 | PU SXT/’;[\FAIDC/:'/FAZ\I\SIZEIZ?(E,Z\I//CIZI'DI'I\)ZFOX CIP AN/FOS/NIT
254 | 01/12/2021 67 | PU IPM’?&?_//ETAE/IEZEDPS/{FGZEP% ox NIT AMC/AMP
255 | 05/12/2021 46 | PU AN/SC;;:/IE/TFP?TSE/EF'\IO/E M/ NIT AMP/AMC/CAZICZICTX
256 | 05/12/2021 58 | PU AN/CIP/FOS/GEN/IPM/ETP/FOX NIT ’g%;;é‘xggﬁng
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257 | 05/12/2021| H | ND | PU CA:'Z/%(Z:/TE);/SEQQ/FS\SQEﬁ / AMP/AMC/FOS/CIP
258 | 06/12/2021| F | ND | PV C’;’;‘éﬁ;ﬁ;‘iggimﬁﬁgﬁg C AMP/AMC
259 | 08/12/2021| F | 5 | PU ANICT cé;éﬁ?:;ggﬂ XTI NIT AMP/AMCI/FOS/CZ/TZP
260 | 11/12/2021| F | 41 | PU Ag":é’%“%’;gggéﬁﬁ?ﬁfg ! / FOX/ETP/IPM/AN
ot o | ¢ a1 [ou | AeCHeEm | e
262|16/12/2021| H | 32 | PP | ANI/CIP/GEN/IPM/ETP/TZP/IFOS/SXT NIT AMP/AMC/CICAZICZICTXIFOX
263 |16/12/2021| H | 82 | PU FOS/AN NIT GEQ%T;’;?&;&CT?SEZT/;;YOX
264 | 16/12/2021| F | 23 | PU | AN/CIP/GEN/IPM/SXT/ETP/TZPIFOX NIT/C AMP/AMC/CAZICZICTX/FOS
2es | snzzozs | W | 7 | Ap | ANCICTXCIPFOSGENTPM/ / AVPIANC
266 | 18/12/2021| F | 69 | PU AN/C;TXXT//CC'E\/ZF/CEE/PG/TE;{'PM/ C AMP/AMC/CZ/NIT/FOX
267 | 19/12/2021| H | 80 | PU AN/GEN/IPM/SXT TZP/ETP C’?T'\;'(Fl’llfc‘)'\;'fglg/ﬁ’;z/;%;
268 | 19/12/2021| F | 25 | PU PM ;ggﬁgﬁggf;iﬁiwmx CINIT AMP/AMC
269 |20/12/2021| F | 27 | PU IPM’?Q')/(%?A);//E'ZF;ESPS//TGZ?éOX NIT AMP/AMC
270(21/12/2021| H | 2M | PU IPM”;‘Q‘Q//ETA);//?ZF;E?:TGZEP%OX NIT AMP/AMC
271|21/12/2021| H | 61 | AP Si'iigf;éggiﬂszlgﬁggmg / AMP/AMC
272|22/12/2021| F | 41 | PP | AN/C/CIP/FOS/GEN/IPM/ETP/TZP/FOX NIT AMP/AMC/CAZ/CZISXTICTX
273(23/12/2021| F | 87 | PU |PA|\/'\|I//SC>/<?/F|£>/TFF(>D/$/ZGFSNN|/T / AMP/AMC/CAZICZ/FOXICTX
274|25/12/2021| F | 40 | PP |PM7§>/<$//ZL);//(<::IZP/€$F>S//TGZEFDZOX NIT AMP/AMC
275(28/12/2021| F | 28 | PU AS'\)'!(T://ECEE//FTCZ)ZES)NJ:\TI'\TA/ / AMP/AMC/CAZ/CZICTX
276 29/12/2021| F | 19 | PU ?Z'\';;:FIOPSE’Q/Z'/P(':\AZ//SC)%//EFES/ NIT/C AMP/AMC
277|01/01/2022| F | 22 | PV IPM”;‘S)/(%EL);//EZE?PS/TGZEP% ox NIT AMP/AMC
278 02/01/2022| F | 89 | PU | AN/C/CIP/FOS/GEN/IPM/SXT/ETP/TZP NIT AMP/AMC/CAZICZICTX/IFOX
279(02/01/2022 | F | 24 | PU S’f‘g;gf;égg;?;g;’g; NIT AMP/AMC/FOS
280 oaiovz0z2 | F | 29 | pu | ANCIPGENTPMISKTETR 1 p,c AMPIAMC
281(06/01/2022| H | ND | PU AN/GEN/IPM/ETP/TZP/FOX NIT/C AS'\)A(?/QQA)Z/CCIAP/ZF/SQ
282 06/01/2022| F | 39 | PU AN&TZ)%CZLZE;ST/SSEQQ/\AN/EXW / AMP/AMC/C
283 | oBou2022| W | 26 | AP | Ot onmamave | C
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o owouoz | 1 [wo [ o | SOPEEN T |
285 | 08/01/2022 48 | PU sﬁ\(ﬁigf;/)é/zc/:sz/E/OTSz/S/ig%’m/T / AMP/AMC
286 | 09/01/2022 40 | PU A?%Egﬁgg?;@ﬂgy / NIT AMP/AMC
287 | 12/01/2022 26 | PU A?;%E?ZEZE?S%?F@)T/ NIT AMP/AMC
288 | 12/01/2022 69 | PU CTX/CIP/IGEN/SXT/CAZIETPITZP C/IPM AMP/AMC/AN/CZ/NIT/FOS/FOX
s ooz 4 [0 ou | SICPEENPUSTERT | ©
290 | 13/01/2022 50 | PU c AZI/A\C'\;I;{'CZ/ISII:?)(;SE:\FI!/SI;(&iETP AMC/NIT AN/FOS
291 | 13/01/2022 49 | PU Siwgf;élzc;’gs&';g/?\g/x NIT AMP/AMC/FOS
292 | 14/01/2022 22 | PU ?;é;'ggiﬁgg;ﬁgﬁ?é NIT/C AMP/AMC
293 | 14/01/2022 23 | PU TE:DP/{:FOO;//CGAEQI /é@’g?ilﬂ; //c AMC/NIT AN
294 | 15/01/2022 38 | PU sxﬁ?c/:iTz)/(c/:CzllszE/'ng/?(/)x NIT AMP/AMC/FOS/C
s ooz £ w0 | pu | CPEENEOSCIMEET | e 2
296 | 24/01/2022 ND | PU AN/ C/CC’LFZ/(IBEET'E;'TPZ'\S/SXT/ CTX/NIT AMP/AMC/FOS/CZ/FOX
297 | 25/01/2022 29 | PU AN/C/FOS/IPM/NIT/ETP/TZP/FOX CIP A“g’;‘géﬁé/;? 2
298 | 27/01/2022 ND | PU AN/IPM/ETP NIT AME@S'\//'GCE/E/;)Z(/TC/?;&TC)&C'P/
299 | 30/01/2022 79 | PU GEN/(;::Z\Q/ZE/ZT;/Z:AFOX/ AMC/NIT AMP/CIP/FOS/SXT
300 | 31/01/2022 77 | PU A(‘:l\A'/; /I:);//E'TPF{/GTEZ':;::F;\;'(//S,\)I(I? / AMP/AMC/FOS/C
301 | 01/02/2022 72 | PU '?ZI\IISI::IOPSCE:INA/ZI/PQAZ//SC:);Q/?:TOPS/ NIT/C AMP/AMC
a0z | oaooz | F | 21 | pu | ANCIPGENIPWISXTETP! / AMPIAMCITZP
303 | 08/02/2022 91 | PP A';ﬁﬂg;%@igg\/ﬂé?g/ C AMP/AMCINIT/CZ
304 | 10/02/2022 30 | PU E’?‘FEI/EZ'E//E?)\'(EOASZ//'E%/S;ZZ AMP/AMC/NIT
05| 10022022 | F | 33 | pv | ANCIPGENTPWISXTETP — [ 1 AMPIAMC
s ooz ¢ |30 | pu | RSOEIETE | e
307 | 11/02/2022 41 | PU Ag' :é'/ACI\;/C'I{;Sggé/GNEI[\II';iTJ ! AN IPM/ETP/FOX
308 | 16/02/2022 76 | PU C/FC (;Z/C,;:%'\SU/I,\F;:\TA;%;//ELP/ / AMP/AMC/CZ/CAZICTX
309 | 20/02/2022 18 | PU AN/CEL(;EET/LF(’/'\Q?Z(;/ETP/ NIT AMP/AMC/CZ/FOS/FOX
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AN/CIP/GEN/IPM/SXT/ETP/

310 | 21/02/2022 29 | PU FOX/CAZ/CZICTX/FOS/NITIC / AMP/AMC/TZP

1| 202022 | | S|P | nosicagicacrarosnime | AMPIAMC

312 | 21/02/2022 75 | PU AN/CIP/FOS/GEN/IPM/ETP NIT/TZP AMIZ:/_?)IE//I;:)/S_//IEE/;AZ/

313 | 21/02/2022 88 | PU Al\\ll\l/l_lsgg;—é(;sisgpz,\:i?g/ / AMP/CZ/CAZISXT

314 | 21/02/2022 95 | PP AN{ECEI{S/FE:S/)I(F/)'IIYZPN ' CIP AMgT/_':\('/\gf(/TC/'Z:/OC: Z/

s15 | 22022022 | H | ND | P PMETPIROXTZP ! M et

316 | 22/02/2022 33 | PU AN/EEI'P)/((};CIIE/T'QE;\CAI/ZS/)I:(S/SE/ZZ/)C(:AZ/ NIT AMP/AMC

317 | 23/02/2022 77 | PU AN/FOS/IPM/ETP/FOX C/Tzp Achq_zgl}ﬂpc/:éi%r//?\ﬁ? /

318 | 24/02/2022 ND | PU FOS/IEZ@;ZE??;E{;ZZ?MT_{_AMC/ / AN

319 | 24/02/2022 64 | PU AN/CIP/GEN/IPM/SXT/ETP/TZP CINIT AMC/AMP/CAZ/CZICTX/FOS/FOX

320 | 25/02/2022 85 | PU ACI\:I |3C//£|;\|/I\|F/)|/|S Q /ZS/)C(gE:lI'—;(//':':ZO F?/(l/\IAI\'IIEI / / CICS/FOS

w21 | sooazozz | £ | 9 | pu | ANCIPGENIPMISKTETRICAZ |\ v

w22 | sooazozz| | 72 | pu | ANCIIGENTPMISKTETRICAZI | AVPIAC

323 | 27/02/2022 ND | PU Al\g}igéﬁ_iﬁg;%gg;f; Pl C AMP/AMC/NIT/TZP

324 | 28/02/2022 26 | PU ANISL\CZI /Z?)EJ\IT/;?/(I:/EEI)/ETP/ NIT AMP/AMC/FOX

w25 | sooazozz | ¢ | 20 | pu | ANCIIGENIPMISKTETRICAZ | o v

326 | 02/03/2022 ND | PU AN/C(I:I?I_/E/I%I_NZ/;;)(EAZ//?:E;//EEZCAZ/ AMC/C AMP/NIT

327 | 05/03/2022 40 | PU Fg;_ﬁélé?gggé{;ﬁfgg;g;ﬂ/ / AMP/AMC/FOS

328 | 06/03/2022 21) | PU | AN/C/CIP/GEN/IPM/ETP/TZP/FOS/FOX NIT AMC/AMP/CAZ/CZICTXISXT

s29 | o030z | 1 | | pu | FOXNTANCICIIGENTPWY / AVPIANGIOS

5 | 09032022 | H | ND | PU | 1oeiioyimvcioazicaicrisxt | T AP

331 | 10/03/2022 ND | PU Al'\ll'/Z“;/'\(/_l,/ZE/-ll;Po/g/ﬁé/)(C/-(I;X/ CIP/NIT AMP/AMC/GEN/SXT

332 | 11/03/2022 7 | PU AN/C/IPM/ETP/TZP/FOS/FOX NIT AC\Z'\'I/'I)C(:;QI'\F/’I/ZEQ/ZS/;'IZ'/

333 | 12/03/2022 72 | PU Ag{gﬁf I’_\II_;EI_PZI\QE)ZZEEZSQZ/ / AMP/AMCI/CIP

334 | 12/03/2022 ND | PU AN/C/:\IF:'_\I_A//E I-II;IjéTEZ,\T//gg?/FOX/ / AMC/AMP/CAZICZICTX
AMC/AMP/CAZICZICTXIC/

335 | 14/03/2022 75 | PU AN/IPM/ETP/FOS/GEN CIP/SXT/NIT/TZP/FOX
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336 | 17/03/2022 47 | PU cigjgr;(/;TEz'\g/Ig;ﬂ//FS(;(sT//FEoT;//C AMC/NIT AMP
337 | 17/03/2022 82 | PU AN/C;'DZ/:(';AZ/E:TOPS//CFA(‘)T:TX/ NIT/GEN AMP/AMCI/CISXT
338 | 20/03/2022 67 | PP AN/C/CIPIGEN/IPM/SXT/ETP TZP @:;;ﬁngi/zég?
339 | 22/03/2022 59 | PU ANf;gﬁiﬁ;:\mﬁgggzgﬂ/ AMC AMP/CZ
340 | 23/03/2022 86 | PP AN/%&%Q(T:/T;S?Z/SEN/ NIT AMC/AMP/CZ/FOX/FOS
341 | 27/03/2022 70 | PP AN/CIP/FOS/IPM/ETP/NIT / AM%/S\'\IA/;;(CT//CTAZ%%/ETX/
342 | 29/03/2022 57 | AP Ahg?gg?g'g/y//?g;/g;ﬁgZ/ NIT AMP/AMC
343 | 05/04/2022 80 | PU c A’;’;‘éﬁgﬁﬁ“}gg@fg c/)Es;;)(/)x C AMP/AMC
344 | 07/04/2022 72 | PU AN/FOS/IPM/ETP CIP/NIT AM%’é‘mg;cT//CTAz‘iﬁéfTX/
345 | 10/04/2022 77 | PU C’:';//g;/((/;NE:\'T//':x /Sc)ggg oP/x / AMP/AMC/FOS
6| 1ai0a022 | F | WD | pu | AMPANCIPIGENTPMISXT] / AMCICZINIT
347 | 14/04/2022 79 | PU A(’;\IAC;I/Z'?)E/Nr/ZIE,/\?:/ZS/)((;;—éI(E);P/ NIT AMP/AMC/FOS
348 | 21/04/2022 ND | PU Agf:%?ﬁgg;'\gsgﬁzpl TZP AMP/AMCI/CAZ
9| asioa0zz | F | 20 | pu | NVCIPGENIPWISKTETR | AMPIAMC
350 | 28/04/2022 70 | PU AN/FOS/IPM/ETP NIT A'\é'ﬁ;//g'\élﬁg(cfl}zglzég;)(/
st awoumoz| ¢ |1 | | ey |
352 | 05/05/2022 42 | PP éi@i?ﬂ;'\g;gﬁgz/ / AMP/AMCI/CICIP/INIT/FOX
353 | 05/05/2022 47 | PU AN/GEN/SXT TZP (:ATI\;I:/:(/:?FI:;IFPC/)Z//&ATZ//F(;Z)/(
ass | 0505022 £ |ND | pu | ANCIPIGENIPWISXTIETE |y AMCFOS
355 | 07/05/2022 81 | PU CT;??;?%@%‘Z’;@E@QE@%IT / CICSIFOS
356 | 07/05/2022 20 | PU AN/C/IPM/ETP/ETP/CZ/TZP CIP/AMC CAZ/CZ/FOS/GEN/SXT/AMP
357 | 08/05/2022 24 | PU ACNQ/F;?TE/'T\'QS\CA;S/;(JEEZ%F? / / AMC/FOS
acs | ov0s0z2| W | N | pu | ANCIPIGENIPWSXTETRICAZ | AMPIAMC
e 10052022 | H | 36 | p | AVCIPIGENTPMISKTIETRICAZI |1y oy iy Avp

AN/CIP/GEN/IPM/SXT/ETP/CAZ/

360 | 10/05/2022 71 | PU CTX/NIT/TZP/ICZ/FOS/FOX/C / AMP/AMC
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AN/CIP/GEN/IPM/SXT/ETP/

361 | 13/05/2022 ND | PU C / CAZICTXINIT/TZP/
CZ/FOS/IFOX/AMP/AMC

362 | 16/05/2022 66 | PU FO;()/(?';\gﬁD%IZQI\é E l/\lC/::ﬁg/Zl\/l(l;': X/ / C/CS/FOS

363 | 17/05/2022 71 | PU AN/IPM/ETP/TZPI/CIP/SXT/NIT/FOX / AMIZ?;//IEé(;//ZAEZN/CZ/

364 | 19/05/2022 70 | PU AN/CAZ/FOS/IPM/ETP/FOX I'\Al\llil/l'/c'l'/gl:/’ AMP/CZ/CIP/IGEN/SXT

365 | 22/05/2022 ND | PU ANéC:}rE(I\/I_/rIZPQ;IéEZ';E/OCSAZ/ / AMC/AMP/CICIP/SXT/INIT

366 | 25/05/2022 70 | PU AN/FOS/IPM/NIT ETP ?'IZPI:/’?CIEZI\/Z%);(-I;E\? 5//;'-{/')((:/

367 | 26/05/2022 ND | PU ANL?E;‘_@?;?!;;;—;;?;;QZ&%TX/ / AMP/C/CIP

368 | 27/05/2022 35 | PU AN/FOS/IPM/ETP/FOX TZP cle I;/E;ECI\Z/SK(,\;'F é(/::,\ZA/éZTX/

369 | 30/05/2022 83 | PU FO;()/(?_/NC/'IAP?/ILZQI\GA IS I/\IC/::sﬁg/ZI\/I?': X/ / CICS/FOS

370 | 31/05/2022 59 | PU AN/CC_:_Z/GI\IEI_II\_I//_:_F;\F/)I//E(;(;/FE ;—)ZEAZ/ AMC/CZ AMP

371 | 31/05/2022 72 | PU AN/GEN/I I?I_I\;;E/-'I:—CP)QC(:/?:Z/CZ/CTX/ TZP AMP/AMC/CIP/FOS/SXT/NIT
32 | 01/06/2022 66 | PU FO;/(?_;\IC/'IAF\D/ILPO/QI\GA ICE: I/\IC;::EI/E/ZI\/ICI::I[- X! / CICS/FOS

373 | 01/06/2022 74 | PU ANé?I'“)ZE :ETI\/I_/I_I;Q;IéSZ)/(":I' él?/—lf(/)CxAZ/ / AMP/AMC/C

s7a | ouoozozz | 1 | N | pu | AVPIAMGICICTXIGENSXTICAZ] | aNIFOS

75 | osoozozz | | a0 | pu | ANCIPGENIPMISKTETRICAZ | o v

576 | 0906022 | F | ND | P | L nmrapicarosroxe | GEN

377 | 13/06/2022 9 | PU éI'N)é/(%I'EZNP;::P()N)l(/ﬁF-I—ZPIJ/(?S?(%F//(I:\IZI{F / AMP/AMC/CIP/FOS/C

378 | 14/06/2022 16 | PU C::’Z\l //C(I:TIF;/CI;\IEI"I\'I//':'PZI\S//E;I(:gSE/-:;IZ)/X / AMP/AMC/CZ

379 | 14/06/2022 84 | PU CAZ/i;;(/fcl)Zl/?th;\lU/s;(J IANI NIT AMC/AMP/C/CZ

380 | 14/06/2022 67 | PU AN/CIP/GEN/IPM/SXT/ETP/TZP/FOX Cc AMP/AMC/CAZICZICTX/FOS/NIT

381 | 18/06/2022 55 | PU AN/CAE/I(_:ié?I_;/X_I_/ZFF?S“PM/ AMC AMP/C/CIP/GEN/SXT/FOX

s62 | 22002022 | 1 | 76 | 70 AT cp | AMPIANCICIGENXTIFOXT

383 | 22/06/2022 31 | PU AN/C/CIP/FOS/GEN/IPM/ETP/FOX NIT AMP(/:';/%?_/;;(I_;/;AZ/

384 | 22/06/2022 83 | PU AN/GEN/SXT C AME/OAQXIF? I(/IC/Q'?;SNZ I/_?/-I_;_);/PCIP/

w95 | 22002022 | F | 27 | PU | Cinimomicarosroxicave | AP

386 | 26/06/2022 44 | PU ;API\I\I/{/C_Zélzjg)Z({rC;'IE'_)r(é(/BFIEON)é AMC/NIT AMP/C/CIP/FOS
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AMP/AMC/CICAZICZICTXI

AMP/AMC/CICAZICZICTXI

387 | 26/06/2022 45 | PU CIP/IPM/SXTINIT/ETP GEN/TZP CIP/IPM/SXT/ETPINIT

388 | 26/06/2022 57 | PU S'?(I\_;l /Eféf@izl\/lf'll;g;,\g/s NIT AMP/CZICTX

389 | 26/06/2022 60 | PU ANllgﬁgi/%E_f_l;/oFsoliEN/ NIT AMP/AMC/CZICTXITZP

390 | 27/06/2022 ND | PU AN/CE?gEg;?;)Z(g M/ AMC/NIT AMP/C/CIP/FOS/GEN/SXT

391 | 28/06/2022 ND | PU ?Piﬁ?)(ﬁ%iﬁj?iﬁﬁ II\1I_/ / AMP/AMC/C/CZ/CTX/FOX

392 | 29/06/2022 62 | PP AGNE/EI//T:I;A‘I\/T//SC)-(F%/EC'I'I:'IF'QF? / NIT AMP/AMC/CZ/FOX

393 | 29/06/2022 69 | PU AN/CIP/GEN/IPM/SXT/ETP CINIT QRT{I)Z?CA)ASC/:T/';QZF/S)Z(/

394 | 30/06/2022 78 | PU AN|/|:? l\?/zl\flc':rlllziglsT/gIE N/ / AMP/AMC/C/CZ/CTX/SXT/FOX

395 | 30/06/2022 47 | PP | :\ I\/ITII/IEC'I/'ICD:;?'ZZ/FI’:/(I;)(%/)( AMI\? I/'T': IP/ AMP/CZ/CTX/SXT/GEN

96 | 0062022 | F | 10| P | pcicasposewerenzprox | T AMC

397 | 03/07/2022 4M | AP ANII\ICI/_EE1/_I;?_I_SZ/S;::|;/>I<PM/ / AMC/AMP/CAZICZICTXISXT

398 | 03/07/2022 3 | AP | AN/C/CIP/FOS/GEN/IPM/NIT/ETP/TZP / AMC/AMP/CZICAZICTXISXT/FOX

399 | 04/07/2022 65 | PP Fgg/}g?Nl\;I/EI/\/ﬁ:/éiI/D(;':'PZ/P / AMP/CZ/CTX/SXT/NIT

400 | 06/07/2022 4M | AP II:"AI\/T/{\ICI/?/E'I/'II::’(/)'I'SZ/E/IIE:NO/X / AMC/AMP/CAZICZICTXISXT

0| wornez| W[ 76 | PU | Geirosceniimeremze | AP

402 | 13/07/2022 3M | AP AN/CIP/FOS/GEN/IPM/SXT/ETP/TZP C/INIT AMC/AMP/FOX/CAZICZICTX

403 | 13/07/2022 36 | PU Aé?i?é;%ﬁf@g;gg:;@g NIT AMP/FOS

wa | | F | s | pp | APICSFOXICAZCZCTXIANT | avc

405 | 14/07/2022 71 | PU AI\AI\/I':‘ /'\éf';//'?g I\)/I(jg)f'lly//lg'liill'gll;)(/ / AMP/FOS

406 | 17/07/2022 64 | PP | AN/CAZ/FOS/GEN/IPM/SXT/ETP/TZP FOX AMC/AMP/CZ/CTXICIP/NIT

407 | 17/07/2022 ND | PU AN/I\I(?]/'([?/E1/"|:D(/)FS(Q(§(I/E'II'\IZ/:DPM/ / AMC/AMP/CAZICZICTXISXT

e | w22 | 1 | a0 | pu | ANCICAZCZCTXICRIEOS |0 AVCIAWP
AMC/AMP/CAZICZICTXICIP/

409 | 20/07/2022 64 | PU C/CS/FOS/NA AN GEN/IPM/SXT/INIT/ETP/

FOX/TZP/IATM

a0 | 20072022 | F | 47 | P | e owsxrimeramzpicros | AP

411 | 21/07/2022 ND | PU Agéﬁ?f;@ﬁ?g—?gggﬁg? / AMP/CIP/SXT

wz|avornez| w | os [ Pu | Mot ! FOSIGENISTINT
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s [csomoa] ¢ [ oo [p0] porareiont | avac
414 | 25/07/2022 50 | PP Ag'éﬁwgﬁf,fﬁz,gﬂ;w FOX/NIT AMP/CZ/FOS
D L e
416 | 27/07/2022 73 | PU A'\'G/'é‘mg%‘é/g/i/g;ﬁ;gy / AMP/C/CIP/SXT/NIT
o [z w [ || roXeemmTe |
418 | 31/07/2022 ND | PU A’\g'é‘m;%(s@ﬁ;;ﬁggy NIT AMP/CICIP
419 | 03/08/2022 68 | PU AN/IPM/ETP / Ayocégy;//gﬁfééﬁﬁg/fgf/
420 | 04/08/2022 65 | PP g‘;ﬁﬁﬁ‘ﬁﬁ?gggg% FOX AMC/AMP/C/CZICIP/NIT
sr ooz ¢ o | o | pececzezerrat T
e R | e
423 | 10/08/2022 75 | PU Ag'/E?\l'?IZPﬁ/TTXZ/;ISE/%%Z?(S/ AMC/C/NIT AMP/CZ/TZP
424 | 14/08/2022 65 | PU ﬁ‘g‘é%%ﬁ(g&ﬁggg‘g NIT AMC/AMP/CZ/FOX/FOS
425 | 14/08/2022 32 | PU Cé{';ﬁ:)gggﬂg\%)&/'\_'r';x‘E'\lT/FC,//SC)f‘TZ / NIT AMC/CAZI/CZ
426 | 14/08/2022 3 | PP | AN/CS/CIP/FOS/GEN/IPM/ETP/FOX NIT C'AA\'\Z/'/%/?)ZE;(CT//CTZZ/P
427 | 15/08/2022 44 | PU Aﬁlﬁgi/?/z;;ﬁlz?/gi\" NIT AMC/AMP/C/CIP/FOS
428 | 15/08/2022 ND | PU AI‘PI\II\/AC//TCZ%/CI\ITI;(//;';/E)E(?/ / AMC/AMP/CAZ/CZIFOS/IFOX
429 | 16/08/2022 29 | PP GENﬁgKAA/\gAXCT/;:I\/l(l:TS//ECTliﬁcz)ZFox CAZ AMP/CZ/CTX
430 | 16/08/2022 32 | PU CIP?;’fgéé%f{g&gf:ﬁﬁ%w / AMC/AMP/TZP
432 | 18/08/2022 80 | PU CEQ;???J{%EE@EQ’)‘S: / NIT AMP/AMC
433 | 20/08/2022 ND | PU 3':;22@1‘;3%2?;?5?; NIT/FOX AMP/C/FOS
434 | 20/08/2022 51 | PU AMgéﬁﬁﬁ‘éfggf;;g;OS/ / AN/AMP/CIP/GEN/SXT/NIT
435 | 21/08/2022 87 | PP AI\'I/F?'\/A(;;’;C;/PE/ES/ST/EE N/ NIT AMC/AMP/CAZICZICTXIFOX
436 | 21/08/2022 68 | PU AN/C/CS/CIP/GEN/TZP/NIT/ETP / él\'lfl)flllfol\gli%?(ffzi/
7| om0z | W | aa | pp | ANCICAZICSCTXICIPGEN T 0y AWPICZ
438 | 24/08/2022 17 | PU ANAMC/CICSICIP/GEN/ NIT AMP/CAZ/CZICTX/FOS/SXT

ETP/TZP/IPM/FOX
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439 | 25/08/2022 62 | PP ANéAExﬁéifézpﬁszllepé;oy NIT AMP/CZ/CTXISXT
440 | 25/08/2022 6M | PU AI\:/ISA//I(;;{I'CI;I/Z/;%S'I{;PE N/ NIT AMC/AMP/CAZICZICTX/FOX
441 | 27/08/2022 ND | PU é‘gﬁgﬁgiiﬁggggﬁ AMC/NIT AMP/CZ/FOS/TZP
442 | 29/08/2022 ND | PU Fogll\gﬁ'/\gigéﬁzox GEN/NIT AMP/CZ/ICAZICIPICTX
443 | 29/08/2022 6M | AP AN/C/CZ/FOS/IPM/ETP/FOX/TZP CIP /?;I\T/I;//QEANP//SC%:\i?
444 | 30/08/2022 28 | PU ﬁgé%%ﬁ.f;l/gﬁﬁg NIT AMC/AMP/CZISXTIFOX
445 | 01/09/2022 76 | PU AN/CS/FOS/IPM/ETP F(')A‘ZTCQP A'(\:AIZ//%/E@ZS/;TZ//I\C“TTX/
446 | 03/09/2022 78 | PU ANS/S(/TS%I\:/:Z%/STKZ;EN/ NIT AMC/AMP/CZICAZICTX
447 | 04/09/2022 ND | PU AN/ICPAI\‘AZ//SC;S:EZT/E/TF)(()/EEN/ C’?‘F')\//',\?I/T AMP/C/FOS/TZP
448 | 05/09/2022 86 | PU CS’;“g@ﬁ&ﬁﬁgﬁgﬁ;@ﬁgx / AMP/FOS/GEN/SXT
449 | 06/09/2022 69 | PP AN/C/CS/FOS/GEN/IPM/ETP/FOX CAZ/NIT Agg;g“g);ﬁ%’f;“
450 | 07/09/2022 63 | PU F’gg‘,’ﬁﬁgﬁﬁgﬁgg){ AMC/NIT AMP/C/CIP/GEN/SXT
NA/FOX/AMC/AMP/
451 | 07/09/2022 64 | PU cs/c / gg‘@ﬁﬁf&ﬁlﬂgl
ETP/TZP/AN/CICS/FOS
452 | 08/09/2022 ND | PU GEEZC;{\AA‘/';Z?/'ZIFT?;/TP TZP AMP/AMC/CAZ/CZICTXIFOX
s oz || v | RGOS
s vz [ || SERTCIRCTRTCY |
56| 12092022 | F | 8 | PV ANICICSIFOS/IPWY AvonIT | AMPICAZICZICT
457 | 14/09/2022 06M | AP AN/S{??EST/S/ETE/F:/PF'\S/EXT/ Cﬁgﬂ/gP AMP/CZ/CTX
458 | 15/09/2022 58 | PP A'\é(é{\lclrg(l\f&zT/(/:égé'T\';/CT/;SS/ NIT/FOX AMP/CZ
9| 15002022 | F | 77 | pu | FOXCSCZNITCTXCAZICI AMPISXT
460 | 18/09/2022 ND | PU CS/Sgg@;ﬁfSﬁlﬁ'zpéﬁ\wfOS/ FOX AMC/AMP/CZ/NIT
461 | 18/09/2022 82 | PU C:Z'\;'CCI/FSXE/OE);/PC/E‘/:;(/TILCI\AT/)T(/ZP NIT AMP/FOS
462 | 19/09/2022 8 | PU | AN/C/CS/CIP/FOS/IPM/ETP/TZP/IFOX | AMCINIT AMP/CZICAZICTXIGEN/SXT
463 | 19/09/2022 6M | AP AN/C/CIP/FOS/GEN/ NIT AMC/AMP/CZ/CAZICTXIFOX

IPM/ETP/ITZP/SXT
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s ooz ¢ [0 [ ] reCEoEemotiie
465 | 20/09/2022 57 | PP C&Z{\/ﬁ;)ﬁ;/g#%;gfgjl / AMP/AMCI/CZ/FOX
466 | 21/09/2022 27 | PU CICIP/IPM/ETP/TZP/FOX GEN/NIT AMgT/'f‘('/\ﬁg/SC/g(CTA Zl
467 | 22/09/2022 31 | PU Céééﬁlﬁgﬁsggggfl NIT AMP/AMC/CZ/FOX
s sz | | | | ©
469 | 27/09/2022 63 | PU AMP/C/CIP/GEN/SXT AMC/NIT AMP/C/CIP/GEN/SXT
470 | 02/10/2022 31 | PU AN/'IA‘P'\:AC/Q%IAE?PC/?OCXTE/SC/ITZS EN/ NIT AMP/FOS
471 | 04/10/2022 78 | PU AN/FOS/IPM/ETP/FOX NIT/TZP Agﬂfxc'\f;gg\%gy
472 | 04/10/2022 40 | PP ';iﬁ’_?%%%i%zsﬂzfgg NIT AMP/CZICTX/
473 | 05/10/2022 29 | PU ;iﬁgﬁﬁgiﬁg@:ﬁ:ﬁ@gg NIT AMP/FOS
474 | 09/10/2022 29 | PP AN/C/CIP/IGEN/IPM/SXT/ETP NIT AMCCT/Q/'\é'g/SC/?OZ;(CZ/
s oz ¢ [ || mcomeEEremeT |
476 | 19/10/2022 31 | PU AN/C/CIP/IPM/NIT/ETP/TZP/FOX / é,\TA;//?o'\g/Pc/;%i//Cs?(ZT/
477 | 22/10/2022 67 | PU | AN/C/CIP/FOS/GEN/IPM/ETP/TZP/FOX NIT AMC/AMP/CZICAZICTXISXT
478 | 29/10/2022 25 | PU | AN/CI/CIP/FOS/GEN/IPM/ETP/TZP/FOX / AMCCT/Q?QE(/TC/E/ICTAZ/
s ooz ¢ [ || SnCcEeRECREOONE |
ooz ¢ [ || SMEEERECRTOONE |
481 | 01/11/2022 58 | PP Ngé’;‘}gggEﬁﬁﬁ;ﬁ?ﬁgﬁggl / AMP/CZ
482 | 01/11/2022 73 | PU AN/C/CIP/GEN/IPM/ETP/TZP/FOX NIT c A'?\z'\//ICPT/QI/\ﬁg/sC/g(T
483 | 01/11/2022 ND | PU AMC(;E,Z\I//??@E:;/TS;%AO'\;CW NIT AMP/FOS
484 | 01/11/2022 ND | PU All\m'/\gi/TC/ﬁerle/%F/)/TFz%%giN/ / AMP/CZ/CTX
s ousumz| w [0 | o | ERCCRORETETAS |
486 | 05/11/2022 ND | PU | AN/C/CIP/FOS/GEN/IPM/ETP/TZP/FOX NIT AMP/AMC/CZ/CAZICTXISXT
487 | 06/11/2022 79 | PU AN/FOS/GEN/IPM/ETP/TZP/FOX / A'\g;:@g:ggﬁzlﬁf_ﬂ
488 | 09/11/2022 ND | PU AN/IPM/ETP/FOS/GEN / éﬁg@&ggﬁﬁ_ﬁé&ﬂ;
489 | 10/11/2022 47 | PU AN/IPM/ETP NIT FOSIAMCIAMP/ICICAZICZ]

CTX/CIP/IGEN/SXT/FOX/TZP
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AN/FOS/CAZI/CZICTXICIP/
490 | 13/12/2022| F | ND | PU GEN/SXT/IEOX/PM/ETP C AMC/AMP/NIT/TZP
AN/AMC/C/CTX/CIP/GEN/
491 |16/11/2022| H | 52 | PU IPM/NIT/ETP/EOX/TZP / AMP/CAZ/CZ/FOS/SXT
AN/CAZ/CTXICIP/FOS/
492 |17/11/2022| H | 89 | PU GEN/IPM/SXT/ETP CIFOX AMC/CZINIT
C/AN/CAZICTXICIP/FOS/
493 |17/11/2022| H | 38 | PU GEN/IPMISXT/ETPTZP NIT AMC/AMP/CZ/FOX/FOS
494 | 20/11/2022| H | 60 | PU | AN/C/CIP/FOS/GEN/IPM/ETP/FOX/TZP NIT AMC/AMP/CAZICZICTXISXT
AN/C/CIP/FOS/GEN/IPM/
495 | 29/11/2022| H | ND | PU ETPISXT/NIT/TZP / AMC/AMP/CAZICZICTX/FOX
AN/C/CIP/FOS/GEN/IPM/
496 | 30/11/2022 | H | 56 | PP ETP/SXT/TZPIFOX / AMC/AMP/CAZICZICTXINIT
AMC/AMP/CZICAZ/
497 | 03/12/2022| H | 80 | PU AN/C/CIP/IGEN/IPM/ETP/TZP/FOX / CTX/FOS/SXTINIT
498 | 04/12/2022| H | ND | PP | AN/CIP/FOS/GEN/IPM/ETP/SXT/TZP FOX AMC/AMP/CICAZICZICTX/SXT
AMC/AMP/CICZICTX/
499 | 05/12/2022| H | 77 | PU AN/C/IPM/ETP/TZP/FOX CIP/NIT CAZIFOSIGEN/SXT
500 | 05/12/2022| F | 29 | PU AN/CIP/FOX/GEN/IPM/TZP/ETP NIT AMC/AMP/CICZICAZICTXISXT
501|07/12/2022| F | ND | PU | AN/C/CIP/FOS/GEN/IPM/SXT/ETP//FOX | NIT/TZP AMC/AMP/CZICAZICTX
CAZICTXINIT/TZP/AN/CICIP/
502 | 07/12/2022| F | 67 | PU FOS/GEN/IPMISXT/ETP / AMC/AMP/CZIFOXIFOS
AMC/AMP/CZICAZ/
503 | 07/12/2022| F | 45 | PU AN/C/CIP/IGEN/IPM/ETP/TZP/FOX NIT CTXIFOS/SXT
AMC/CZICAZICTXIFOS/AN/ cl
504107122022 | F | 59 | PU CIP/IPM/ETP/TZP/FOX GEN/NIT AMPISXT
AN/C/CIP/GEN/NIT/FOS/
505 | 08/12/2022| F | 23 | PU IPM/ETPITZPIFOX / AMC/AMP/CZICAZICTXISXT
506 | 10/12/2022 | H | 49 | PU | AN/CZ/CAZICTX/IPM/ETP/FOX/TZP AMC AMP/C/CIP/FOS/GEN/SXT/NIT
AMC/AMP/CICZICAZ/
507 | 11/12/2022| H | 70 | PU AN/FOS/GEN/IPM/ETP/FOX/TZP / CTX/CIPISXTINIT
AN/CAZICZICTX/FOS/
508 | 14/12/2022| H | 51 | PU IPM/FOX/ETP AMC/TZP AMP/C/CIP/GEN/SXT/NIT
AN/AMC/C/CAZICZICSIFOXI/CIP/
509 177122022\ F | 29 | PP FOS/GEN/IPM/NIT/ETP/CTX/TZP NIT AM/SXT
AN/C/CAZICTXICIP/FOS/
510 | 21/12/2022| F | 24 | PU GEN/SXT/INIT/ETPITZP / AMC/AMP/CZIFOX
511 |23/12/2022| H | 70 | PU AN/C/CIP/FOS/GEN/SXT/NIT/TZP / AMC/AMP/CAZ/CZICTXIFOX
CIGEN/ AN/AMC/AMP/
512 | 25/12/2022| H | 10 | PU CIP/FOS/IPM/ETP/FOX/TZP NIT CAZICZICTX/SXT
513 | 25/10/2022| F | ND | PU | AN/CAZ/CTX/CIP/IGEN/IPM/SXT/ETP CINIT AMC/AMP/CZ/FOS/FOX
AN/CAZ/CIP/GEN/IPM/
514 | 25/12/2022| F | 13 | PP ETPITZRISXTINIT C AMC/AMP/CZ/FOS/FOX
AMC/CZ/FOS//FOXICSICINIT/AN/
S15]26/12/2022 | F | 28 | PP CAZI/CTXICIPIGEN/IPM/SXT/TZP / AMP
AN/C/CTXI/CIP/FOS/GEN/IPM/
516 | 29/12/2022 | F | 27 | PU SXTIETPIFOXICZICAZ NIT AMC/AMP/TZP
AN/CIP/FOS/GEN/
517 | 03/01/2023| F | 23 | PU IPMISXT/ETPITZPIFOX CINIT AMC/AMP/CZICAZICTX
518 | 08/01/2023| F | 19 | PU AN/AMC/C/CAZICZICTXICIP NIT AMP
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519 | 10/01/2023 84 | PU AN/AMC/C/CAZICZICTXICIP NIT AMP
520 | 11/01/2023 35 | PP AN/AMC/C/CAZICZICTXICIP NIT AMP
st oo | 1 |0 | pu | ORI | T | ey
522 | 15/01/2023 ND | PU AN/FOS/IPM/ETP/FOX C AMS{QZ;\%Q%E/I?TX/
523 | 15/01/2023 62 | PU ég'@;ﬁféig%’;sf; CINIT AMC/AMP/CZ/FOX
524 | 16/01/2023 34 | PU ANS/EC,\/I%S/TQ%E‘?P%‘Z;OS/ / AMC/AMP/NIT/TZP
525 | 17/01/2023 61 | PU AN/C/FOS/GEN/IPM/ETP/TZP/FOX NIT C:Z'\;IC(Z:1/'§('>/CIZITI/:>(/:§)/(T
526 | 18/01/2023 74 | PU AN/C/FOS/IPM/ETP/TZP/FOX / AMCCI/P'?(';AEPI\/I%/(?N/%T X/
527 | 20/01/2023 70 | PU | AN/C/CIP/FOS/GEN/IPM/ETP/TZP/FOX / ?Z'\//'C(:T/Qg;/%ﬁﬂ
528 | 21/01/2023 88 | PU GE%T{E@Z;IE%‘ZESST/ZP AMCI/C AMP/CZ/FOX
AMP/AMC/CICAZICZICTXICIP/
529 | 22/01/2023 ND | PU AN/IPM / FOS/GEN/SXT/NIT/
ETP/TZP/IFOX
530 | 24/01/2023 48 | PP AGNéE//?FTI\;(//sC?TZ//ECTIEﬁSSI NIT AMC/AMP/CZ/FOX
531 | 25/01/2023 40 | PP AN/CIP/GEN/IPM/TZP / CTQ/“F/'géés?(';/fl\flchlEiﬁlelox
532 | 25/01/2023 69 | PU CICIP/FOS/GEN/IPM/ETP/FOX/TZP NIT AMC/AMP/CZICAZICTXISXT
533 | 25/01/2023 22 | PU GEQ‘:'F{Q%S(/TC/NC?;SKT/;%OX / AMP/FOS
534 | 25/01/2023 59 | PU NA/C/CIP/GEN/IPM/ETP/FOX/TZP NIT C?Egg@giﬁﬁﬁﬁgx
535 | 30/01/2023 ND | PU AN/C/CIP/FOS/IPM/ETP/FOX NIT/TZP A'\?:CT/Q/'\GA:VC/?)S? 2
536 | 31/01/2023 82 | PU AN/S(ZSE/TFP?TS;/EF'XE M/ NIT AMC/AMP/CZICAZICTX
537 | 03/02/2023 37 | PU | AN/CICIP/FOS/GEN/IPM/ETP/FOX/TZP / AM(ST/':‘(?Q;/?/QﬂCZ/
sas | ouconozs| £ | D | pu | ANAMCIICAZICTIC c AMPICZIFOSINIT
sa9 | ouconozs| W | &2 | pu | ANAMCICAZICZCTXICI c AMPISXT
s owmams| ¢ | | | Snecaeeentey | aw
541 | 07/02/2023 ND | PU | AN/CIP/FOS/GEN/IPM/ETP/FOX/TZP NIT AMCCZ//?:'\TA;//E%A Z
sz oo ¢ [0 | v | o |
543 | 11/02/2023 53 | PU AN/CIP/FOS/GEN/IPM/ETP/TZP CIFOX ?Z'\;'C(:T/Q?g;/%ﬁﬂ
s s [ |0 | SRzCRCORrS | Awe
545 | 16/02/2023 ND | PV ANICAZICZICTXICIPIGEN/ AMC AMP/C/FOS/NIT

IPM/SXT/FOX/ETPITZP
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546 | 23/02/2023 28 | PU égﬂgﬁg;ﬁggggﬁfﬁg AMC/NIT AMP
547 | 24/02/2023 31 | PP AN(;:G/ZS/;I%\{FTI/ESSTJZGPEN/ C AMC/AMP/CZICTX
548 | 26/02/2023 ND | PU ANG/Eﬁﬁzl\gigﬁzT/g/'Eg)? S/ NIT AMC/AMP/TZP
549 | 26/02/2023 51 | PU AN/CAZ/CZICTX/IPM/ETP/FOX AMC/TZP
550 | 26/02/2023 86 | PU AN/C/GEN/NIT CIP ng“ﬁgmif/gﬁéi%p
551 | 27/02/2023 28 | PU égﬂgﬁg;ﬁggg&gf&% AMC/NIT AMP
552 | 28/02/2023 ND | PU | AN/C/CAZ/CIP/FOS/GEN/IPM/SXT/ETP NIT AMC/AMP/CZICTX
s onosmos| ¢ | 20 | pu | SoeRRCIImOSeel | a
555 | 08/03/2023 78 | PU A'\II/PC'\’;?/ZS/;(:TT/E/TCFJ/PT/SE N/ CINIT AMC/AMP/CZ/FOS/FOX
s owoszos| ¢ | r | v | SENGEOECRENER
557 | 12/03/2023 85 | PU AN?Eﬁgi’%ﬁfgﬁ?ﬁéiEN/ AMC/NIT AMP/CIP
558 | 13/03/2023 10 | PU AN/C/CIP/FOS/GEN/ETP NIT/TZP AMCC;/Q/'\;';/TS%C;Z/
559 | 14/03/2023 ND | PU AN/IPM/SXT/ETP CINIT AC'\I/'FSI/:A(‘)'\S/"/PG/EE/;QZ%?/
560 | 14/03/2023 86 | PU AN/C/GEN/NIT / ’tg;ﬁﬂfé%ﬁg?gggg&g
561 | 20/03/2023 24 | PU QENKI%EIICS;)%CE'%?ZS; CINIT AMC/AMP/CZ/FOX
562 | 22/03/2023 29 | PV ANI/F?K/(;?)Z({I'SE'/I'(I:D}—;((;S(I/I'DF/EPEN/ AMC/NIT AMP/FOS
563 | 26/03/2023 77 | PU ANICICZICAZICTXICIPIFOS/ NIT AMC/AMP/SXT

GEN/IPM/ETP/FOX

F: Femme, H: Homme, ND: Non déterminé, M: Mois, J: Jours, NP: Nature de prélevement, S: Sensible, I: Intermédiaire, R:
Résistant, PU: Prélévement urinaire, PP: Prélevement de pus, PV: Prélevement vaginal, AP: Autre prélévement, AMC:
Amoxicilline/Acide clavulanique, AMP: Ampicilline, TZP: Pipéracilline/Tazobactam, IPM: Imipéneme, ETP: Ertapéneme, CZ:
Céfazoline, CTX: Céfotaxime, CAZ: Ceftazidime, AN: Amikacine, GEN: Gentamicine, C: Chloramphénicol, CS: Colistine, SXT:
Sulfamide/Triméthoprime, NIT: Nitrofurantoine, NA: Acide nalidixique, CIP: Ciprofloxacine, FOS: Fosfomycine, FOX:
cefoxitine.
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2.1. Incidence de K. pneumoniae selon le sexe a Ferdjioua

Dans la présente étude rétrospective qui a été réalisé sur une période de Mars 2020
a Mars 2023 sur 563 échantillons de K. pneumoniae isolés au laboratoire d’analyses
médicale Mirouh de Ferdjioua, la population infectée était majoritairement féminine avec
un nombre de 315 (55,95 %), et 248 chez les hommes (44,04 %) (Tableau 30, Figure 34).
ce résultat est en accord avec celui de nos collegues de Master 2020 dans le méme
laboratoire dans une période de Janvier 2015 a Février 2020, qui ont trouvé que parmi 475
patients infectés par K. pneumoniae, 325 (68,42%) étaient des femmes et 146 des hommes
(30,74%).De méme un résultat proche a été rapporté par Teghonong et al. (2020) au
niveau des hbpitaux cotiers du Cameroun ou ont révélé que sur 412 patients infectés par K.
pneumoniae, 230 (55,8%) étaient des femmes et 182 des hommes (44,2%).

Au contraire au Maroc les résultats obtenus par Arslan et al. (2012), ont déeclaré
sur un total de 205 patients infectés par K. pneumoniae, 91 (44,39%) étaient des femmes et
114 (55,60%) des hommes, ou la répartition des nourrissons selon le sexe et 1’age a montré
que I’TUN est une pathologie fréquente, avec une prédominance chez les gargons de moins
d’un an. Aussi, les résultats d'Al-Baz et al. (2022) en Egypte, sur une période du ler
Janvier 2021 a 31 décembre 2021 pour déterminer la prévalence et le profil de résistance
aux antimicrobiens des infections hospitaliéres causées par CR-Kp a I'hdpital universitaire
d'Al-Ahrar, ont montré que la majorité des patients étudiés infectés par CR-Kp (n=36)
étaient des hommes 21 (58,3%) alors que chez les femmes étaient 15 (41,7%). Aussi au
Venezuela, Restrepo et al (2017), ont déclaré un nombre total 8 (36,4%) de femmes

infectées par Klebsiella, l1égerement inférieur a celui des hommes 14 (63,6%).

En effet, il y a des maladies qui ciblent plus un sexe qu’un autre, la prévalence de
I’infection urinaire est plus élevée chez les femmes que chez les hommes, ou 1’urétre
féminin est court (3-4 centimetres) et topographiquement proche du vagin et du périnée qui
sont régulierement colonisés par des bactéries d’origine fécale. Par opposition, 1’urétre
masculin est long de 20 centimetre environ et est moins exposé aux infections. Aussi la
cystite est 50 fois plus fréquente chez la femme que chez I'homme, surtout les femmes
sexuellement actives. De plus 1’antécédent maternel d'lU et survenue d'lU dans I'enfance

exposent a la récurrence des infections urinaires chez la femme jeune.

Par contre, les hommes ont un systéme anatomique différent des voies urinaires

avec des sécrétions de prostate contenant des substances inhibitrices comme les protéines
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cationiques qui, dans 1’ensemble, pourraient jouer un rdle important dans la lutte contre

I’invasion des bactéries pathogenes urinaires (Azar et Ebadi, 2017).

Tableau 30. Incidence de K. pneumoniae selon le sexe de Mars 2020 a Mars 2023 a

Ferdjioua.
Sexe Nombres de souches pourcentage %
Femmes 315 55,95
Hommes 248 44,04
Total 563 100

B Femmes ®Hommes

56%

Figure 34. Incidence de K. pneumoniae selon le sexe de Mars 2020 a
Mars 2023 a Ferdjioua.
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2.2. Incidence de K. pneumoniae selon I’age a Fredjioua

D’apres les classes d’age, la répartition a été faite sur quatre catégories;
nouveaux nés (< 1 an), les enfants (1 a 18 ans), les adultes (19 a 64 ans) et les personnes
agées (> 65 ans). Dans notre étude, la catégorie la plus touchée par K. pneumoniae est celle
des adultes, avec un pourcentage de 54,54% (n=246), suivi par la catégorie des personnes
agées (> 65 ans) (34,81%) (n=157), puis les enfants avec 5,76% (n=26), et enfin le
pourcentage le plus faible est observé chez les nouveau-nées avec 4,88% (n=22).Les

données d’age sont manquantes chez 112 personnes (19,89%) (Tableau 31, Figure 35).

Les presents résultats sont similaires a ceux de nos collégues de Master 2020,
aussi ils sont similaires a ceux de Restrepo et al. (2017) au Venezuela dans un hépital
public de Caracas qui ont trouvé que les adultes prennent le pourcentage le plus élevé
(54.5%). De méme les résultats sont proches de ceux d'Al-Baz et al. (2022) en Egypte, ou
la majorité des patients étudiés infectés par CR-Kp étaient des hommes et I'dge moyen était
de 36-86 ans.

Au contraire les résultats sont incompatibles avec I'étude de Teghonong et al.
(2016) au Cameron qui on réveélé que le pourcentage le plus €levé est chez les Nouveaux
nés (< 1 an) (26,0%). De méme au canada, La majorité des souches est retrouvée chez des
patients agés entre 60 et 89 ans, la majorité des souches KPC (71,4 %) a été retrouvée dans
ce groupe d'age (Lefebvre, 2013). Aussi au Madagascar, une étude a montré que le
pourcentage le plus élevé (50%) a été enregistré chez les personnes agées (> 60 ans), SUiVi
par les personnes agées entre 40-50 ans avec une fréquence de 22.2%, et le reste des
patients <20 ans environ 16,6%, et la proportion la plus faible pour les patients entre 20-39
ans est (11.1%) (Rakotovao-Ravahatra et al., 2022).

De nombreuses études ont confirmé que parmi les facteurs de risque d'lU par
une bactérie multi-résistante (BMR) dont les EBLSE, figure un age avancé, généralement
supérieur a 65 ans (Sbiti, 2017). Ainsi que la sénescence est susceptible de perturber la
réponse immunitaire dans son initiation et sa régulation. Ou le déficit immunitaire touche a
la fois, I’immunité cellulaire, I’immunit¢é humorale et les cellules phagocytaires

(Hammami et al., 2007).

De plus, des facteurs prédisposant a l'infection induits par certaines états

pathologiques comme les maladies chroniques (diabéte), cancers, et aussi la dénutrition,
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I'immobilisation peuvent eux-mémes favoriser la survenue d'infections (Salmon et al.,
1988).
Tableau 31. Incidence de K. pneumoniae selon 1’age de Mars 2020 a Mars 2023 a
Ferdjioua, Mila

Groupe d'age Nombre de souches | Pourcentage %
Nouveaux nés (< 1 an) 22 4,88
Enfants (1 a 18 ans) 26 5,76
Adultes (19 a 64 ans) 246 54,54
Personnes 4gées (> 65 ans) 157 34,81
Total 451 100
® Nouveaux nés (< 1 an) m Enfants (1 a 18 ans)
Adultes (19 a 64 ans) H Personnes agées (> 65 ans)
5% 6%

54%

Figure 35. Incidence de K. pneumoniae selon 1’age de Mars 2020 & Mars
2023 a Ferdjioua, Mila

2.3. Incidence de K. pneumoniae selon la nature du spécimen a Ferdjioua

Sur le totale 563 isolats de KP, les urines présentaient 85,07% (n=479) est
considéré le pourcentage le plus élevé, puis 11,01% (n=62) de pus, en revanche le taux le
plus faible a été enregistré dans les prélevements vaginale 1.42% (n=8), et les autre
prélevements environ 2.48% (n=14) (Tableau 32, Figure 36). Nous notons que les
résultats obtenus étaient proches des résultats de nos colléges de Master 2020, ou le

pourcentage des souches de K. pneumeniae prédominante d’urine a été observée (80,8%).

Cependant, nous avons observé une augmentation notable sur le nombre des

souches dans le pus par apport a Boubendir et al. (2018).
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Aussi, Cedah et al. 2021 dans une période de 2018 a 2021 au niveau de I'hopital
militaire régional universitaire de Constantine, ont trouvé que le pourcentage le plus élevé
a été observé dans l'urine avec une fréquence de 67%, suivi par le pus 17%, sauf que le
pourcentage le plus faible est observé dans l'autre prélévement (hémoculture, sonde

urinaire, sonde vésicale) avec 16%.

A 1’opposé, en Egypte les résultats montrent que le pourcentage dominant est dans
le crachat 52,8%, puis 34,5% dans le sang, ensuite 9,2%, 2,1% dans le pus, et enfin 1,4%
dans I’écouvillon de site opératoire (Al-Baz et al., 2022). La méme chose pour 1’étude de
Lefebvre, 2013 au canada, Les souches de type KPC ont été isolées a partir
d’écouvillonnages rectaux (47 souches, 67,1 %) réalisés dans le cadre d’un dépistage ou
était considéré comme le pourcentage le plus élevé, suivi d'urines (7 souches, 10,0 %), de
sécrétions respiratoires (5 souches, 7,1 %), d’hémocultures (3 souches, 4,3 %), de pus (1
souche, 1,4 %) et d’autres sites (5 souches, 7,1 %). Pour 2 souches (2,9 %), l'origine du
prélévement n’était pas spécifiée. Aussi, au Cameron les infections causées par K.

pneumeniae ont été confirmé par un nombre de 225 (54,6%) (Teghonong et al., 2020).

Selon Khalifa et Khedher, 2012, les infections urinaires (IU) sont parmi les
pathologies les plus fréquentes dans les infections bactériennes, et K. pneumoniae est 1’une
des principales espéces bactériennes impliquées dans ce genre d’infections. Aussi Larabi
et al. (2003), confirme que K. pneumoniae secréte une uréase qui alcalinise I'urine, dont le

pH naturellement acide empéche la prolifération des germes.

Pinganaud et Rainfray (2004), ont déclaré que les facteurs associés de facon
significative avec un risque €levé d’infection urinaire sont généraux comme le grand age,
le sexe féminin, des capacités fonctionnelles treés limitées, la présence d’un cathéter
veineux, ou plus spécifiques de la sphére urinaire comme le sondage urinaire a demeure,
I’incontinence urinaire et fécale et les pathologies prostatiques. D’autres facteurs
favorisants sont identifiés dans la littérature, comme les antécédents d’accidents
vasculaires cérébraux, la déshydratation, le diabéte, la dénutrition, une antibiothérapie

antérieure, une hospitalisation récente.
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Tableau 32. Incidence de K. pneumoniae selon le type de spécimen de Mars 2020 & Mars

2023 a Ferdjioua.

Types de prélévements Nombre Pourcentage %
Urine 479 85,07

Pus 62 11,01
Vagin 8 1,42
Autres 14 2,48
Total 563 100

Autre prélévements (crachat : 1,24% [n=7], plaie: 0,18% [n=1], liquide péritonéal: 0,18% [n=1], abcés
hépatique: 0,18% [n=1], liquide kystique: 0,18% [n=1], spermoculture: 0,18% [n=1], liquide pleurale:
0,18% [n=1], fistus cutané: 0,18% [n=1]).

mUrine mPus mVagin m Autre

1% 3%

11%

85%

Figure 36. Incidence de K. pneumoniae selon le type de spécimen de
Mars 2020 a Mars 2023 a Ferdjioua.
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2.4. Incidence totale de la résistance aux antibiotiques de K. pneumoniae de Mars
2020 & Mars 2023 a Ferdjioua

Le Tableau 33 présente les pourcentages de résistance de K. pneumoniae aux

antibiotiques dans la région de Ferdjioua dans une période de Mars 2020 a Mars 2023.

Tableau 33. Incidence totale de la résistance aux antibiotiques de K. pneumoniae de Mars
2020 a Mars 2023 a Ferdjioua.

. N° de N° de % de
Familles ATB test Résistance Résistance ATB
Associations béta- | \pie | 562 391 69,57 | AMC
lactamines/inhibiteurs
Pénicillines de Blactamases TZP 542 94 17,34 TZP
o Aminopénicillines | AMP 562 552 98,22 AMP
£ g (C1G) cz | 560 328 58,57 cz
[4+] a—
3 § (C2G) FOX 341 89 26,09 FOX
S =)
g & CAZ 563 240 42,62 CAZ
3 (C3G)
O CTX 550 247 449 CTX
Carbanénames IPM 551 28 5,08 IPM
P ETP | 547 36 6,58 ETP
. AN 550 39 7,09 AN
Aminosides
GEN 555 103 18,55 GEN
. NA 3 2 66,66 NA
Quinolones (QLG)
(Q2G) CIP 556 111 19,61 CIP
Phénicolés C 551 122 22,14 C
Sulfamides et associations SXT 540 214 39,62 SXT
Nitrofuranes NIT 545 144 26,42 NIT
Polypeptides CS 80 1 1,25 CS
Autres FOS 555 153 27,56 FOS

ATB: Antibiotiques, AMC: Amoxicilline/Acide clavulanique, AMP: Ampicilline, TZP:
Pipéracilline/Tazobactam, IPM: Imipénéme, ETP: Ertapéneme, CZ: Céfazoline, CTX: Céfotaxime,
CAZ: Ceftazidime, AN: Amikacine, GEN: Gentamicine, C: Chloramphénicol, CS: Colistine, SXT:
Triméthoprime/Sulfaméthoxazole, NIT: Nitrofurantoine, NA: Acide nalidixique, CIP: Ciprofloxacine,
FOS: Fosfomycine, FOX: céfoxitine.
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Figure 37. Incidence totale de la résistance aux antibiotiques de K. pneumoniae de 2020 a
2023 a Ferdjioua.

AMC: Amoxicilline/Acide clavulanique, AMP: Ampicilline, TZP: Pipéracilline/Tazobactam, IPM:

Imipénéme, ETP: Ertapénéme, CZ: Céfazoline, CTX: Céfotaxime, CAZ: Ceftazidime, AN: Amikacine,

GEN: Gentamicine, C: Chloramphénicol, CS: Colistine, SXT: Triméthoprime/Sulfaméthoxazole, NIT:
Nitrofurantoine, NA: Acide nalidixique, CIP: Ciprofloxacine, FOS: Fosfomycine, FOX: céfoxitine,

1. La résistance de K. pneumoniae aux p-lactamines

Les B-lactamines constituent la famille d’antibiotiques la plus importante, aussi
bien par le nombre et la diversité des molécules utilisables que par leurs indications en
thérapeutique et en prophylaxie des infections bactériennes. Cette famille, qui regroupe les
pénicillines, les céphalosporines, les carbapénémes et les monobactames, est caractérisée
par la présence constante du cycle B-lactame associé a des cycles et des chaines latérales
variables qui expliquent les propriétés pharmacocinétiques et le spectre d’activité des
différents produits (Cavallo et al, 2004). La résistance aux [-lactamines est

principalement associée a l'expression des PB-lactamases codées par un plasmide ou
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chromosome capables d'inactiver les B-lactamines (Doménech-Sanchez et al., 1999 ;
Sugawara et al., 2016).

Etant donné que les antibiotiques p-lactamines pénetrent dans la membrane externe
de nombreuses bactéries gram-négatives par les porines, la résistance aux antibiotiques
peut également étre causée par la perte ou la carence en porines. Récemment, démontré
que cette stratégie de résistance aux antimicrobiens fonctionne également chez K.
pneumoniae. Ou la perte de porines OmpK35 et OmpK36 est une cause importante de
résistance a certains antimicrobiens, en particulier les antibiotiques B-lactamines. Parce que
méme I'hydrolyse par les B-lactamases devient inefficace pour produire des niveaux élevés
de résistance si les bactéries continuent a permettre 1'afflux rapide de B-lactames a travers

les larges canaux porines (Doménech-Sanchez et al., 1999 ; Sugawara et al., 2016).
1.1. La résistance aux pénicillines

Le taux de résistance le plus élevé est enregistré dans la famille des pénicillines
exactement dans les aminopénicillines de pourcentage 100%. Ce résultat est compatible
avec I'étude d’Arafa et al. (2009) qu'ont confirmés que le taux de résistance naturelle a

I’ampicilline et I'amoxicilline était 100% résistant.

Pour l'association péniciline/inhibiteur B-lactamases, l'amoxicilline + acide
clavulanique aussi a enregistré un pourcentage élevé (69,57%). Ce résultat est proche a
celui de I'étude rétrospective de Cedah et al. (2021) au niveau de I'hdpital militaire

régional universitaire de Constantine ou ils ont enregistré 60% de résistance.

Au contraire, il est remarqué que la résistance de K. pnemuniae a 'AMC est plus
faible par rapport aux résultats obtenus par nos collégues de Master 2020, qui ont signalé
un taux de résistance a AMC de 76,73%.

Pour le pipéracilline/tazobactam (TZP), il présente une fréquence de resistance de
17,34%, ce qui proche du resultat de nos collegues de Master 2020 (10,42%). Par contre, le
pourcentage de résistance de cette antibiotique en Arabie saoudite était plus élevé que
notre résultat, et ¢a ce qui est montré par Al-Zalabani et al. (2020) ou elle a atteint 58,7%.
La méme chose en Egypte dans I'étude d’Al-Baz et al. (2022), ou ils ont trouvé un
pourcentage de 76,80% des souches résistantes.
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v Mécanismes de résistance aux pénicillines

La résistance a la pénicilline s’est développée dans les années 1950, aux
céphalosporines de premiére génération dans les années 1970 et aux céphalosporines de
troisieme génération dans les années 1990 (Carle, 2009). Le mécanisme responsable de la

résistance aux pénicillines est I'hnyperproduction de pénicillinases.
¢ Phénotype pénicillinase a bas niveau

K. pneumoniae est naturellement résistante aux amino- et carboxy-pénicillines.
Cette résistance peut étre due en raison de la production d’une enzyme SHV (SHV-1)

provient d’une mutation dans le géne chromosomique (SHV) (variable sulfhydryle) (Joly
et Reynaud, 2002 ; Pool, 2004 ; Robin et al ; 2012).

¢ Phénotype pénicillinase a haut niveau

Responsable d’une résistance pour les amino- et carboxy-pénicillines, et aussi pour
les molécules qui possédant des inhibiteurs de B-lactamases ainsi qu’aux céphalosporines
de premiére et deuxieme génération (Jarlier et Nordmann, 2000 ; Zahar et Moumil,
2013). Pérez-Moreno et al. (2011) déclaré que la forte prévalence d'une diminution de la
sensibilité & 'AMC parmi les isolats de K. pneumoniae par la production d'IRT-11 ou
d'OXA-1, deux pénicillinases codé par ce gene blaOXA-1 placé dans un intégron de classe
1 et lié a gnrS2 ou au géne blalRT-11 (E3).

¢ B-lactamases a large spectre

B-lactamases a large spectre, en particulier les enzymes de type TEM (TEM-1,
TEM-2) ou SHV (SHV-1) sont les principales responsables de la résistance acquise aux
pénicillines et aux céphalosporines de premiere génération (Cavallo et al., 2004). Et
TEM30 (IRT-2) responsables de la prévalence élevée de diminution de la sensibilité de K.
pneumoniae aux associations peénicillines/inhibiteurs de B-lactamines (Pérez-Moreno et
al., 2011).

1.2. La résistance aux céphalosporines

Les résultats pour les céphalosporines ont montré des taux différents dans chaque
génération, ol les céphalosporines de 1 génération associé a Cz enregistrent la résistance

la plus élevée (58,57%) suivie par les céphalosporines de 3™ génération associé & CAZ et
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CTX avec un pourcentage (44,9%) et enfin les céphalosporines de 2°™ génération associé a
FOX enregistrent la résistance la plus faible (26,09%).

e Céphalosporines de premiére génération

Dans notre étude, un seul antibiotique de cette géneration est administre, c'est le
dégazoline qui montre une résistance d'un pourcentage 58,57%, dont il est élevé de résultat
de nos collégues de Master 2020 (43,6%). D’autre part, au Maroc ou le céfalotine a été
considéré en tant que représentant de cette genération, ils ont trouvé un pourcentage de

résistance est plus faible (35%).
e Céphalosporines de deuxieme génération

Pour la fréquence d’antibiorésistance aux C2G (FOX), un taux de résistance au
céfoxitine de 27,65% est enregistré. Ce qui est trés faible par rapport aux résultats obtenus
dans 3 pays: Egypte, Arabie Saoudite, Canada avec des pourcentages de résistance de
71,80% ; 57,5% ; 73% respectivement.

e Céphalosporines de troisieme génération

La fréquence de la résistance de K. pneumoniae au céfotaxime est atteint 44,9% qui
est trés proche du résultat de nos collegues de Master 2020 (43,6%), le présent résultat est
plus faible de celui obtenu par Bellini et Troilet, (2016) en Italie (56,5%). Aussi en Iran un
pourcentage de résistance plus éleveé a été signalé (60,7%) (Sheikhbagheri et al., 2022).

A l'inverse au Maroc, il a été enregistré un taux de résistance tres faible (6,30%).

v' Mécanismes de résistance aux Céphalosporines

La résistance de K. pneumoniae aux cephalosporines est due aux P-lactamases
plasmidique de classe C d’ambler (céphalosporinases) qui présentent une résistance a
I’ensemble des [B-lactamines excepté les carbapénémes et notamment aux C3G par
acquisitiond’un geéne plasmidique (AmpC). (Rodriguez-Villalobos et Struelens, 2006;
Gueudet et al., 2010). Les types les plus importants composant la famille de genes
blaAmpC sont: CMY, DHA, FOX et MOX. Au cours de 1’évolution, 1’incorporation de
genes de résistance dans le chromosome bactérien s’est déroulée, blaCMY-2 a été le
premier gene de résistance identifié au sein du chromosome de K. pneumoniae (Bush et
Jacoby 2010).
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On peut noter que certaines béta-lactamases a spectre élargi sont caractérisées par
une activite faible vis-a-vis des céphalosporines de troisieme génération en
particulierement ceéfotaxime, ceftazidime et ceftriaxone par contre les céphamycines
demeurent stables vis-a-vis des PB-lactamase a spectre élargi. Ces phénotypes sont la
conséquence de la production de B-lactamases plasmidiques appelées «a spectre élargi» en
raison du nombre plus élevé de substrats qu’elles sont capables d’inactiver par référence
aux [B-lactamases «a spectre élargi» classiques de type TEM-1 ou 2 ou SHV-1, dont elles
dérivent par mutations ponctuelles (Jarlier et Nordmann, 2000 ; Boukadida et al., 2002).
Aussi il existe un autre type de p-lactamases a spectre étendu il s’agit de CTX-M, enzymes
hydrolysant le CTX, la CRO plus efficacement que CAZ (Gniadkowski, 2001; Villegas et
al., 2004).

Les oxacillinases de classe D (OXA-48) sont capables d'hydrolyser les C1G et
C2G. Tandis que, le type SHV-38 (Métallo-B-lactamases) codé par des chromosomes
fournissant une sensibilité réduite a la ceftazidime. L’enzyme PAR-2 favorise la résistance

aux ceftazidime (Poole 2004).
1.3. La résistance aux carbapénemes

D’aprés notre étude, les antibiotiques imipénéme et ertapéneme, ont enregistré des
taux faibles de résistance de 5,08% et 6,58% respectivement. Le pourcentage
d’antibiorésistance a I’imipénéme (5,08%) est plus faible par apport a 1’étude de Lefebvre,
(2013) et Restrepo et al. (2017) ou ont montré un pourcentage de résistance de 97% au
canada, et 95,5% au Venezuela. Aussi en Egypte par Al-Baz et al. (2022), ou ils ont trouvé
que 25,40% des souches résistantes, la méme chose chez Al-Zalabani et al. (2020) en
Arabie Saoudite et Bellini et Troilet, (2016) en Italie, qui ont déclaré un taux de résistance
de 38,4% et 32,9% respectivement.

Cet antibiotique est resté efficace contre le K. pneumoniae dans plusieurs autres
études a travers le monde, et elles ont montré que cette souche était tres fortement ou

completement sensible a I'imipéneme.

Pour I’ertapénéme, elle occupe un pourcentage de 6,58% qui est plus faible par
rapport aux résultats des Bellini et Troilet, (2016) en Italie (32,9%), aussi au Canada,
Lefebvre, (2013) ou a été montré que le taux de résistance contre K. pneumoniae atteint
100%.
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v" Mécanismes de résistance aux carbapénémes

La résistance aux carbapénémes chez les entérobactéries résulte essentiellement de
deux mécanismes impliquant tous deux des béta-lactamases. Le premier mécanisme
associe la production d’une céphalosporinase chromosomique ou plasmidique ou une
BLSE a une diminution quantitative ou qualitative de [’expression des protéines
transmembranaires que sont les porines. Le second mécanisme de résistance aux
carbapénémes est li¢ a I’expression de béta-lactamases a forte activité hydrolytique vis-a-

vis des carbapénémes, les carbapénémases (Nordmann et Carrer, 2010).

e Les carbapénemases de classe A

Les plus fréquentes, sont les carbapénémases de type KPC, IMI2, GES qui
hydrolysent efficacement les carbapénémes et sont partiellement inhibés par l'acide
clavulanique (Queenan et Bush, 2007 ; Nordmann et Carrer, 2010). Les génes blakPC-
3 et blaKPC-2 sont les plus communs. Les genes blaKPC résident sur le transposon
Tn4401 qui lui-méme est inséré au sein de plasmides, cela facilitant la dissémination de
ces genes vers d’autres especes bactériennes. Un exemple de transfert inter-espece est celui
du géne blakKPC-3 de K. pneumoniae a E. coli (Nordmann et Carrer, 2010 ; Dortet et
al., 2013).

e Les carbapénemases de classe B

Les métallo-p-lactamases (MBL) sont des enzymes hydrolysent efficacement la
majorité des B-lactamines dont les pénicillines, les céphalosporines et les carbapénémes, a
I’exception de 1’aztréonam. D’autre part, les MBLs ne sont pas inhibées par 1’acide
clavulanique ou le tazobactame Jusque récemment, les MBLs les plus fréqguemment
identifiées appartenaient a la famille de VIM (Verona integron-encoded metallo- -
lactamase) et IMP (imipenemase). Décrites fin 2008, les MBLs de la famille de NDM
(New Delhi metallo- B-lactamase) dans un isolat de K. pneumeniae .et ils ont largement
disséminé dans le monde entier. Les MBLs de type KHM-1 (Kyorin Health Sciences
metallo-p-lactamase) et GIM-1 (German imipenemase) ont été décrites beaucoup plus
rarement chez les entérobactéries. Les taux de résistance aux carbapénemes sont assez
variables d’une souche a I’autre (Walsh et al., 2005 ; Dortet et al., 2013).
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Les genes de ces MBLs sont, le plus souvent, plasmidiques et associés au sein
d’intégrons et de transposons, structures qui assurent la mobilité de ces génes de résistance

et la multi-résistance aux antibiotiques des souches (Nordmann et Carrer, 2010).

e Les carbapénemases de classe C et D

La carbapénémase de classe D, OXA-48, décrite tout d’abord chez K. pneumoniae,
hydrolyse, par contre, beaucoup plus fortement les carbapénémes et n’hydrolyse pas les
céphalosporines de 3°™. Son activité n’est pas inhibée par ’acide clavu-lanique. OXA-48
est souvent associée a d’autres béta-lactamases, en particulier des BLSES, ce qui contribue
a la multirésistance des souches. En I’absence d’autres béta-lactamases, les souches qui ne
produisent qu’OXA-48 peuvent ne présenter qu’une 1égeére diminution de la sensibilité aux
carbapénemes. Le réservoir naturel de ce géne OXA-48 a été identifié ; il s’agit de
Shewanella sp, ce qui suggére le transfert de ce géne de résistance en milieu aqueux. Le
gene d’OXA-48 est localis¢ au sein d’un transposon comportant deux séquences
d’insertion identiques assurant mobilité et expression. (Nordmann et Carrer, 2010 ;
Dortet et al., 2013).

2. La résistance de K. pneumoniae aux aminosides

Concernant I'antibiorésistance aux aminoglycosides, le pourcentage de 1’amikacine
(AN) était 7,09% et la Gentamicine (GEN) était 18,55 %. Ces résultats sont proches par
rapport a 1I’étude de nos collegues de Master 2020 qui ont signalé que le résultat de la
résistance était 20,05% pour la Gentamicine et 5,68% pour 1’amikacine. De méme pour
I’étude d’Arslan et al. (2012) au Maroc, qui déclaré que le pourcentage de la résistance de

I’amikacine était 5% et la Gentamicine était 21 %.

A P’inverse on obtenue des différentes résultats pour les deux antibiotique (GEN,
AN) dans des divers pays, ou le GEN a été enregistré des taux de résistance élevé dans
I’étude d’Al-Baz et al. (2022) en Egypte, Rakotovao-Ravahatra et al. (2022) en
Madagascar, et de Lefebvre, 2013 au Canada, avec des pourcentages 44,4%, 38,9%, et
38% respectivement. concernant les études de Teghonong et al. (2020) au Cameron,
Restrepo et al. (2017) en Venezuela et Al-Zalabani et al. (2020) en Arabie Saoudite, ils
ont rapporté aussi des fréquences de résistance plus élevée par rapport a notre étude avec
76%, 54,5%, 52,2% respectivement. Pour la fréquence d’antibiorésistance spécifique aux

I’amikacine, un taux de résistance de 43% en Egypte, 36,3% en Arabie Saoudite, 22,7% au
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Venezuela a été enregistré, dont il est plus élevé que nos résultats. Par contre, Madagascar

et Cameron ont affirmé une sensibilité totale pour I’amikacine.
v" Meécanismes de résistance aux aminosides

Les antibiotiques aminosidiques ou aminoglycosides sont des molécules de petite
taille, polaires et polycationiques, présentes un large spectre et sont bactéricide. Dans le
cytoplasme bactérien, I'aminoglycoside se fixe a des sites spécifiques de la sous-unité 30S
principalement et, accessoirement, de la sous-unité 50S des ribosomes (la streptomycine ne
se lie qu'a une seule protéine de la sous-unité 30S). La constitution particuliére des
ribosomes bactériens assure la sélectivité d'action des aminoglycosides vis-a-vis de ces
cellules (Van Bambeke et Pharm, 2007)

Comme la plupart des entérobactéries, K. pneumoniae présente une résistance aux
aminosides gentamicine et a la nétilmicine alors que leur résistance a 1’amikacine,
ciprofloxacine est faible (Benzaid et al, 2017). Le mécanisme le plus courant de la
résistance clinique aux aminoglycosides est leur modification structurelle par des enzymes
exprimées dans des organismes résistants, ce qui compromet leur capacité a interagir avec
I'’ARNIF. Il existe trois classes de ces enzymes:

- Les aminosides phosphatases (APH): Phosphorylation d'un groupement hydroxyle.

- Les aminosides nucléotidyltransférases (ANT): nucléotidylation d'un groupement
hydroxyle.

- Les aminosides acétyltransférases (AAC): Acétylation d'un groupement aminé (Denyer
et al., 2008).

Ces enzymes sont codees sur des éléments génétiques mobiles: les plasmides, ce
qui permet leur échange entre les bactéries. Lorsqu'un aminoside est modifié par des
enzymes bactériennes sa fixation sur 1° ARN 16S peut étre affectée et se traduire par la
perte de son activité (Partridge et al., 2009).

Ains que la découverte de I'ARNr 16S méthylase en 2003, appartenant a la famille
du géne ArmA, qui code pour des enzymes qui empéchent les aminoglycosides dans K.
pneumeniae par une méthylation des nucléotides spécifiques, situés au niveau du site A de
I’ARNr 168, site de liaison des aminosides sur le ribosome, ce qui empéche la liaison de
ces antibiotiques a la sous-unité 30S ribosomale (Galimand et al., 2003 ; Doi et al., 2016).

Aussi la résistance aux aminosides est également associée a des modifications de la
perméabilité cellulaire en raison de modifications dans les pompes d'efflux AcrAB-TolC et

KpnEF et en raison de la perte de la porine putative, KpnO (Padilla et al., 2010).
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3. La résistance de K. pneumoniae aux quinolones
e Quinolones de premiere génération

Pour la résistance aux Q1G, on a trouvé un pourcentage pour 1’acide nalidixique
avec 66,66% (testé 3 fois seulement), ce qui élevé par rapport aux résultats de Bellini et
Troilet, 2016 en Italie avec une résistance de 55,7% et Rakotovao-Ravahatra et al. 2022
au Madagascar avec un pourcentage de 38,90%. Mais en Iran, un pourcentage plus faible a
été rapporté 14,5 % (Sheikhbagheri et al 2022).

e Quinolones de deuxiéme génération

Concernant la situation de la résistance aux Q2G, on a trouvé un pourcentage de
résistance pour le ciprofloxacine de 19,61%. Par rapport a 1’étude de nos collégues de
Master 2020, ce résultat est Iégerement plus éleveé (15,16%), la méme chose au Maroc ou il
était 14% (Arslan et al. 2012). Mais au Madagascar et Iran les résultats sont éleves,
Rakotovao-Ravahatra et al. (2022) et Sheikhbagheri et al. (2022) ont enregistré un taux
de résistance 33,3% et 35% respectivement.

Par contre, dans les pays suivants elle occupe un pourcentage plus élevé. En
Egypte, la résistance était 47,9% (Al-Baz et al., 2022), et en Cameron était 49%
(Teghonong et al., 2020), aussi en Italie enregistre un pourcentage de 55,7% (Bellini et
Troilet, 2016), en plus au Canada et Arabie saoudite, Lefebvre, 2013 et Al-Zalabani et
al. (2020) ont déclaré un taux de résistance 50% et 61,1% consécutivement. Mais au

Venezuela, il atteint un pourcentage de 81% (Restrepo et al., 2017).
v" Mécanismes de résistance aux quinolones

La résistance aux quinolones est principalement de nature chromosomique, ce qui
lui confere une propagation lente et évite la transmission du géne entre espéces
bactériennes différentes. Trois mécanismes de résistance aux quinolones sont actuellement

reconnus (Van Bambeke et Pharm, 2007).

- Mutations qui modifient les cibles médicamenteuses ADN-Gyrase au niveau de la sous
unité GyrA et la sous unité ParC de topoisomérase IV ce qui provoque la réduction de
I'affinité de I'antibiotique pour sa cible: il résulte de ce mécanisme une résistance croisée

entre I’ensemble des quinolones mais avec des degrés de résistance différents selon les
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molécules ; la ciprofloxacine étant toujours plus active que 1’ofloxacine, la péfloxacine et

ces dernicres plus actives que I’acide nalidixique.

- L'acquisition ou la surexpression d'une pompe a efflux fonctionnant par échange contre

les protons réduit la concentration des quinolones dans la bactérie.

- Une impermeéabilité de la bactérie par réduction de I'expression du gene OmpK36 codant

pour les porines (Jacoby, 2005 ; Van Bambeke et Pharm, 2007).
4. La résistance de K. pneumoniae aux phénicolés

Quant a la résistance de K. pneumoniae aux phénicolés, on a observé une valeur de
22,14%. Ce taux est légerement plus élevé que celui nos collegues de Master 2020
(16,58%) et Rakotovao-Ravahatra et al. (2022) au Madagascar au taux de pourcentage
de 16,7%.

v" Mécanismes de résistance aux phénicolés

Chloramphénicol inhibe la synthese des protéines en se liant a la sous-unité
ribosomale 50S et en empéchant I'étape peptidyltransférase. Une diminution de la
perméabilité de la membrane externe et un efflux actif ont été identifiés chez les bactéries
Gram-négatives cependant, le principal mécanisme de résistance est I'inactivation du
médicament par la chloramphénicol acétyltransférase. Cela se produit a la fois chez les
espéces Gram-positives et Gram-négatives, mais les genes cat, généralement trouvés sur
les plasmides, partagent peu d'homologie (Denyer et al., 2008). Le chloramphénicol est
également substrat de trés nombreuses pompes a efflux, surtout chez les bactéries a Gram-
négatif (Van Bambeke et Pharm, 2007).

5. La résistance de K. pneumoniae aux sulfamides

D’apres 1’état de résistance aux sulfamides de notre région, on a enregistré des taux
de résistance pour le triméthoprime/sulfaméthoxazole (SXT) 39,62%, Ce résultat est
proche de 1’étude de nos collégues de Master 2020 qui ont déclaré une résistance de
37,63% et la méme chose pour I’étude de Sheikhbagheri et al. (2022) en Iran ou le taux
de résistance était 41%. Et légerement faible par rapport a celui obtenu au Maroc ou ils ont

affirmé des taux de résistance 46% Arslan et al. (2012).
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Par contre, en Arabie Saoudite la résistance au SXT était plus elevé 67% (Al-
Zalabani et al., 2020), ainsi qu’au Madagascar et Venezuela était 77,8% et 72,3%

consécutivement.

v Mécanismes de résistance aux sulfamides

Les genes folP, sull, sul2, sul3 conferent la résistance aux sulfamides chez k.
pneumoniae (Wyres et al., 2016). A I'égard des sulfamidés, une mutation chromosomique
conduit a la résistance par hyperproduction d'acide para-aminobenzoique ou par
modification de la structure de la dihydroptéroate synthétase, réduisant son affinité pour
I'antibiotique. Par ailleurs, l'acquisition d'un plasmide permet le développement de
résistance par diminution de I'affinité de la dihydroptéroate synthase pour le sulfamidé ou
par réduction de la perméabilité bactérienne aux sulfamidés. Vis-a-vis de
diaminopyrimidines, une surproduction de dihydrofolate réductase survient rapidement au
cours d'un traitement, tandis qu'une deuxieme dihydrofolate réductase d'origine
plasmidique conduit a une résistance tres élevée (Van Bambeke et Pharm, 2007 ; Denyer
et al., 2008).

6. La résistance de K. pneumoniae aux nitrofuranes

En analysant nos résultats, on observe une résistance de 26,42% pour le
nitrofurantoine. Ce résultat est proche de ceux de nos colléegues de Master 2020 ou la
résistance au NIT était 23,84%.

Alors qu’au Maroc, le pourcentage de ces souches résistances était plus faible ou il
était 8% (Arslan et al. 2012).

v Mécanismes de résistance aux nitrofuranes

La résistance au nitrofuranes est principalement médiée par des mutations dans le
nfsA et/ou le nfsB, qui codent toutes les deux pour des nitroreductases, ces enzymes
permettent une réduction de l'activité de la réductase bactérienne confere la résistance
croisée a lI'ensemble des nitrofuranes. Cette résistance peut étre soit chromosomique, soit
plasmidique. Par ailleurs, on voit émerger des souches porteuses de plasmides de

multirésistance (aminoglycosides et nitrofuranes) (Van Bambeke et Pharm, 2007).
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7. La résistance de K. pneumoniae aux polypeptides

A partir de nos résultats, on trouve que le pourcentage de résistance de KP a la
colistine (CS) était 1,25%. Ce dernier est plus faible par rapport aux résultats de nos
collegues de Master 2020 et aussi au Canada, ou ils ont enregistré un taux de résistance
27,23% et 28% respectivement (Lefebvre, 2013).

Mais en Arabie Saoudite la résistance est trés élevé ou ils ont déclaré un taux de
40,7% (Al-Zalabani et al., 2020).

v" Mécanismes de résistance aux polypeptides

La résistance a la colistine est liee a des modifications de la composition du LPS
des bactéries a gram-négatif. Ces modifications ont toutes comme conséquence de
diminuer la charge négative du LPS, essentiellement via 1’ajout de résidus chargés
positivement, entrainant ainsi une diminution d’affinité de la colistine (elle-méme chargée
positivement) pour sa cible d’action. D’autres mécanismes de résistance plus rarement
incriminés sont la synthése d’une capsule externe (qui absorbe la colistine par trapping et
empéche ainsi sa fixation sur le LPS) ou la surexpression de certaines pompes a efflux
(entrainant I’expulsion de I’antibiotique de la bactérie vers le milieu extra-cellulaire). Les
altérations du LPS sont liées a des modifications du lipide A comprenant le plus souvent
I’addition de deux types distincts de groupement cationiques (phosphoétanolamines [pEtN]
ou 4-amino-4-désoxy-L-arabinose [L-AradN]) (Denyer et al., 2008 ; Rudy Lechantre,
2017).

L’émergence d’une résistance plasmidique a la colistine et transférable d’une
espece a une autre a été rapportée pour la premiére fois fin 2015 sous la dénomination de
MCR-1. La protéine MCR-1 fait partie de la famille des phosphoéthanolamine transférase
dont I’expression chez E. coli et chez K. pneumoniae aboutit a 1’addition de pEtN sur le
lipide A. Les modifications du LPS par 1’ajout de pEtN conférent des niveaux de résistance
aux polymyxines plus faibles que celui conféré par I’ajout de L-AradN. Ceci explique que
les souches avec le mécanisme de résistance MCR-1 présentent un bas niveau de résistance
(Rudy Lechantre, 2017).

123



Partie Il : Recherche Expérimentale

8. La résistance de K. pneumoniae aux fosfomycine

Concernant la résistance au FOS la fréquence 27,56% est considérée comme proche
des résultats rapportés par Cedah et al. (2021) (25%), alors que pour I'étude de nos
collegues de Master 2020 montre une résistance faible de pourcentage (25%) a ce

antibiotique.
v" Mécanismes de résistance aux fosfomycine

La fosfomycine est un antibiotique bactéricide qui inhibe la biosynthese de la paroi
cellulaire en se liant irréversiblement a l'acétonyl transférase UDP-N acétylglucosenol

(MurA), une enzyme essentielle pour la biosynthése du peptidoglycane.

La résistance a la fosfomycine peut résulter soit de mutation (s) chromosomique(s),
soit, plus rarement, étre médiée par un gene plasmidique. Différents mécanismes de
résistance ont été décrits jusqu’a ce jour. Le premier mécanisme de résistance, le plus
fréguent, consiste en une diminution de la perméabilité a la fosfomycine par des mutations
chromosomiques altérant les systemes de transport de la fosfomycine, soit par mutation
directe du gene codant pour les transporteurs (glpT et/ou uhpT), soit par mutation des
régulateurs de ceux-ci (uhpA, cyaA, ptsl). Des mutations de cyaA et de ptsl ont également
¢té associées a une diminution des capacités d’adhésion aux cellules épithéliales. Le
second mécanisme de résistance décrit correspond a une modification de la cible, MurA,
par mutation du site de liaison a la fosfomycine (Cys115) ou d’un autre site (Pourbaix et

Guérin, 2016).

Enfin, le troisieme mécanisme de résistance, habituellement plasmidique, consiste
en la présence d’enzyme modifiant la fosfomycine et I’inactivant. Ces résistances
plasmidiques peuvent étre transférables, notamment chez E. coli. Les trois principales
enzymes responsables (FosA, FosB et FosX) appartiennent a la famille des
métalloenzymes et agissent par addition nucléophile sur le carbone 1 (C1l) de la
fosfomycine, ouvrant ainsi le cycle époxyde de 1’antibiotique et I’inactivant (Pourbaix et

Guérin, 2016).

Bref, I’augmentation progressive de la résistance aux pénicillines, aux C1G, C2G et
aux C3G avec I’apparition des BLSE, puis la diminution de ’efficacité des inhibiteurs de

R-lactamases et finalement la production de carbapénémases inactivant les carbapénemes
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restreignent considérablement 1’arsenal thérapeutique dont nous disposons et rendent le

traitement antibiotique des infections résistantes de plus en plus complexe (Carle, 2009).

2.5. La résistance aux antibiotiques de K. pneumoniae selon la nature du spécimen

A partir des résultats obtenus dans notre étude, nous avons trouvé que K.

pneumoniae & une multi-résistance aux antibiotiques avec des taux différents selon le type

de spécimen Tableau 34.

Tableau 34. Antibiorésistance de 563 souches de K. pneumoniae isolées a Ferdjioua de

Mars 2020 a Mars 2023, selon la nature du spécimen.

Familles Béta-lactamines § % g E -?; E % %
= S 228 £E| 2| <
< o a |38 = 2

Spécimen AMC cz FOX | CTX | IPM | GEN NA CIP C SXT NIT | CS | FOS
T 477 476 285 466 | 467 | 471 3 472 | 467 458 | 463 | 64 | 472

Urine R 335 270 72 205 | 27 91 2 105 110 191 127 1 138
%R | 70,23 | 56,72 | 25,26 | 43,99 | 5,78 | 19,32 | 66,66 | 22,24 | 23,55 | 41,70 | 27,42 | 1,56 | 29,23

T 8 8 5 8 8 8 0 8 8 7 8 1 8

Vagin R 4 1 0 1 0 0 0 0 1 0 2 0 2
%R 50 12,5 0 12,5 0 0 0 0 12,5 0 25 0 25

T 63 62 40 62 62 62 0 62 62 62 60 13 61

Pus R 41 48 14 32 0 10 0 5 11 19 12 0 12
%R | 6507 |7741| 35 |5161| O |16,12 0 8,06 | 17,74 | 30,64 | 20 0 | 19,67

T 14 14 11 14 14 14 0 14 14 13 14 2 14

Autres | R 11 9 3 9 1 2 0 1 0 4 3 0 1
%R | 78,57 | 64,28 | 27,27 | 64,28 | 7,14 | 14,28 0 7,14 0 30,76 | 21,42 | O 7,14

T: Nombre de test, R: Résistance, AMC: Amoxicilline/Acide clavulanique, IPM: Imipénéme, CZ: Céfazoline, CTX:
Céfotaxime, GEN: Gentamicine, C: Chloramphénicol, CS: Colistine, SXT: Triméthoprime/Sulfaméthoxazole, NIT:

Nitrofurantoine, NA: Acide nalidixique, CIP: Ciprofloxacine, FOS: Fosfomycine, FOX: céfoxitine.

Autre prélévements (crachat : 1,24% [n=7], plaie: 0,18% [n=1], liquide péritonéal: 0,18% [n=1], abcés
hépatique: 0,18% [n=1], liquide kystique: 0,18% [n=1], spermoculture: 0,18% [n=1], liquide pleurale:

0,18% [n=1], fistus cutané: 0,18% [n=1]).
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2.5.1. Résistance aux antibiotiques de K. pneumoniae dans I'urine

Le pourcentage le plus élevé présenté dans 1’amoxicilline/acide clavulanique

(70,23%) et I’acide nalidixique (66,66%), ou ce dernier a été testé 3 fois seulement.

Aussi, la résistance a enregistré des fréquences élevées pour le céfazoline 56,72%,
le céfotaxime et le triméthoprime/sulfaméthoxazole avec des pourcentages de 43,99% et
41,70% respectivement. Alors qu'elle était plus faible pour la colistine (1,56%),
I’imipénéme (5,78%), la gentamicine (19,32%), le ciprofloxacine (22,24%), le
chloramphénicol (23,55%), le céfoxitine (25,26%), le nitrofurantoine (27,42%) et le
fosfomycine (29,23%)).

Ces fréquences de résistance sont proches des résultats obtenus par nos collegues
de Master 2020 ou ils ont trouvé que le taux de la résistance aux 1’amoxicilline/Acide
clavulanique, le triméthoprime/sulfaméthoxazole, le fosfomycine, le nitrofurantoine et le
gentamicine est 76,58%, 39,51%, 23,43%, 21,89% et 21,2% respectivement. Mais le taux
de résistance est plus faible par rapport a céfazoline (42,73%), le céfotaxime (36,3%),
ciprofloxacine (16,98 %) et le chloramphénicol (15,06%). Alors qu'il est élevé pour
I’imipéneme (13,84%).

Les résultats de résistance aux antibiotiques dans les urines d'Arslan et al. (2012)
au Maroc, ont remarqué une forte résistance au 1’amoxicilline/acide clavulanique (100%).
Aussi il a trouvé des résistances plus ou moins faibles par rapport a la présente étude pour
I’imipéneme (0%) et le ciprofloxacine (14%). Tandis qu’il a enregistré une résistance
proche pour la triméthoprime/sulfaméthoxazole (46%) et la gentamicine (21%). Par contre,
ils ont enregistré des pourcentages tres faibles pour le nitrofurantoine (8%) et le céfotaxime
(6,3%). D’autre part il a déclaré que parmi les échantillons d’urine, K. pneumoniae a été le

2¢Me organisme le plus isolé aprés E. coli.

Selon une autre étude en Iran conduite par Sheikhbagheri et al. (2022), ils ont
remarqué une résistance identique avec le triméthoprime/sulfaméthoxazole (41%),
cependant, ils ont observé une résistance proche pour gentamicine (23,9%). Pour les autres
antibiotiques ils ont trouvé pour céfotaxime et ciprofloxacine une résistance plus élevé que
ceux de nos résultats (60,7% et 57,3% respectivement). Ainsi une résistance faible a été

détectée pour I’amoxicilline/acide clavulanique (57,3%) par rapport & notre résultat.
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Dans une autre étude a Madagascar conduite par Rakotovao-Ravahatra et al.
(2022), ils ont observé une fréquence de résistance tres proche pour 1’amoxicilline/acide
clavulanique (72,2%). Alors que le taux de résistance de chloramphénicol (16,7%) était
faible par rapport a I'étude presente. Cependant, une résistance élevée au ciprofloxacine
(33,3%) est observée. Par contre, le triméthoprime/sulfaméthoxazole (77,8%), le
céfotaxime (61,10%) et la gentamicine (38,9%), ont une forte résistance.

2.5.2. La résistance aux antibiotiques de K. pneumoniae dans le pus

Les résultats trouvés dans le pus ont montré que les pourcentages les plus élevé de
résistance de K. pneumoniae ont été enregistrés pour le céfazoline (77,41%), suivi par

I’amoxicilline/acide clavulanique (65,07%) et le céfotaxime (51,61%).

Alors que la résistance faible remarquée dans le pus concerne: le céfoxitine (35%),
triméthoprime/sulfaméthoxazole (30,64%), nitrofurantoine (20%), fosfomycine (19,67%),
chloramphenicol (17,74%), gentamicine (16,12%), ciprofloxacine (8,06%), alors que pour

la colistine et I’imipénéme étaient de 0%.

Au Pakistan, Hussain et al. (2014) ont trouve que le pourcentage de résistance a
céfotaxime était (56%) et qui est proche de ceux de notre résultat.

Les résultats d’étude de nos collégues de Master 2020, ont signalé des taux de
résistance plus élevés par rapport a nos resultats pour les antibiotiques :
I’amoxicilline/acide clavulanique (75,75%), triméthoprime/sulfaméthoxazole (47,05%)
nitrofurantoine (31,57%) chloramphénicol (25%) ciprofloxacine (14,28%) et 1I’imipénéme
(6,06%). Alors gu'ils ont trouvé des pourcentages faibles dans le céfazoline (57,14%), le
céfotaxime (45,45%) et la gentamicine (9,67%).

D’autre part, Boubendir et al. (2018) ont montré que céfotaxime (48,5%) a montré
un résultat proche de notre travail, et le pourcentage de résistance de 1’amoxicilline/acide
clavulanique (81,8%) était élevé. Mais les autres antibiotiques :

triméthoprime/sulfaméthoxazole (60,6%) et colistine (48,5%) étaient faibles.

A l'inverse, I’étude de Balasubramanian et al. (2021) en Arabie Saoudite montre
que la résistance pour les antibiotiques : le cefotaxime (80,8%), le ciprofloxacine (87,6%),
I'imipénéme (94,5%), et la gentamicine (98,6%), était plus élevé par rapport & nos

résultats, mais le nitrofurantoine (8%) présente une résistance faible.
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2.5.3. La résistance aux antibiotiques de K. pneumoniae dans le vagin

Le profil de résistance associé au vagin est 1’amoxicilline/acide clavulanique
(50%), le nitrofurantoine et le fosfomycine (25%). Ces pourcentages de résistances sont les
plus élevés pour ces antibiotiques dans le vagin. Alors que le taux de résistance faible a été
enregistré dans le céfazoline, le céfotaxime et le chloramphénicol avec 12,5%, et les
antibiotiques : la colistine, le ciprofloxacine, la gentamicine, le

triméthoprime/sulfaméthoxazole, le céfoxitine, et I’imipénéme ont pris le taux 0%.

Pour I’étude de nos collégues de Master 2020, ils ont enregistré un taux de
résistance identique dans le ciprofloxacine (0%). Et ils ont trouvé une résistance élevée que
ceux de notre résultat pour les antibiotiques: 1’amoxicilline/acide clavulanique (94,44%), le
céfazoline  (42,85%) et le céfotaxime (40%), la colistine (34,48%)
triméthoprime/sulfaméthoxazole (29,41%), la gentamicine (15,62%), et I’imipénéme
(11,76%). Alors gu'ils ont trouve des faibles résultats pour le nitrofurantoine (0%), le

chloramphenicol (0%) et le fosfomycine (0%).

Selon 1’étude de Boubendir et al. (2018), ils ont trouvé une résistance proche de
ceux de nos résultats pour le céfotaxime (17,9%); et pour I’amoxicilline/acide clavulanique
(82,1%), le triméthoprime/sulfaméthoxazole (89,7%), la colistine (76,9%), et le céfazoline

(59%), ils étaient considérés comme des taux élevé par rapport aux présents résultats.
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Conclusion

La résistance bactérienne aux agents antimicrobiens est un probleme d'importance
croissante en pratique médicale. Parmi les bactéries multirésistantes, K. pneumoniae est la
plus redoutable car elle est productrice de béta-lactamases et possede d'autres mécanismes
de résistance a de nombreux antibiotiques, en plus elle touche tous les groupes d’ages, la
femme et I’homme et méme en pédiatric. Aujourd’hui elle est le chef de file des
microorganismes responsables d’infections communautaires séveres et difficiles a traiter
surtout les infections urinaires, ou il apparait dans 1’urine majoritairement par rapport aux

autres types de spécimens.

La présente étude rétrospective est effectuée sur 563 souches du K. pneumoniae
isolées a partir de différent prélevements pathologiques au laboratoire de Mirouh a
Ferdjioua — Mila, entre mars 2020 et mars 2023, cet échantillon de données a permet de
suivre I'évolution de la résistance de K. pneumoniae aux antibiotiques dans la région de
Mila.

L’évaluation de [I’antibiorésistance des souches isolées aux antibiotiques
recommandés pour le traitement des infections a K. pneumoniae a révélé une diminution de
I’efficacité de plusieurs molécules testées. Nous notons une résistance importante a
I’ampicilline, du fait que K. pneumoniae lui résiste naturellement et son utilisation
thérapeutique en Algérie est inutile et constitue un échec thérapeutique. Le développement
a I’amoxicilline/acide clavulanique, le céfazoline, le céfotaxime et le ceftazidime, est due
a la production de différerent enzymes qui dégradent ces molécules. Par ailleurs,
I’imipénéme, I’ertapéneéme, 1’amikacine et la colistine restent les molécules les plus
actives. De méme, le pipéracilline/tazobactam, gentamicine et ciprofloxacine restent

efficace et peuvent étre utilises en antibiothérapie dans la région d’étude.

Enfin, I’augmentation continue de la résistance de K. pneumoniae aux antibiotiques
pose un risque pour la santé parce qu’elle a restreint considérablement I'arsenal

thérapeutique, et pour cela on propose les perspectives suivantes pour reduire la résistance:

v" Limiter l'utilisation d'antibiotiques surtout de la famille carbapénéme, qui sont alors
devenus le dernier recours pour traiter les infections par cette souche bactérienne, car
leur utilisation croissante et inadaptée provoque des nouveaux types de résistance

spécifiquement ’apparition des carbapénémases. Ces dernieres sont portées par les
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plasmides et rendent les souches qui les possédent résistantes aux carbapénémes et dont
K. pneumoniae est le représentant majeur.

v Isoler les malades porteurs de résistance aux carbapénémases en milieux hospitalier
sous antibiothérapie adaptée.

v Encourager une prescription plus judicieuse des antibiotiques sensibilisé pharmaciens
et populations sur les dangers de 1’auto-médicamentation.

v' Mettre en place des mesures de prévention et de contrdle des infections dans les

hopitaux pour éviter la propagation de K. pneumoniae résistant aux antibiotiques.

D’autre part, il existe également des traitements alternatifs a [l'utilisation
d'antibiotiques pour lutter contre les infections causées par K. pneumoniae résistant aux

antibiotiques tel que:

v" L'utilisation de phages (phagothérapie), qui sont des virus qui infectent et tuent
specifiquement les bactéries, ainsi que l'utilisation de peptides antimicrobiens et de
probiotiques.

v" L’utilisation des plantes médicinales aromatiques a potentiel antimicrobien.

v Recherche et développement des nouveaux antibiotiques efficaces contre K.

pneumoniae dans les environnements extrémes et inhabituels.
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Annexes

Annexe. Résultats de 1’antibiogramme de 72 souches de K. pneumoniae isolées a 1’hopital «les

fréeres Meghlaoui», Mila de juillet 2019 a mars 2023. Selon le sexe, 1’age et la nature du

prélevement.

Antibiogramme

N° Date Sexe | Age | NP S I R
CIPINA/PEFICTX/
1 |14/07/2019| F | 38 [PV / AMC/CZ/FOX/ NO
AX/NVAISXT/P
AMC/AX/CZ/FOX/
2 |30/072019| F | 28 |pPU CIP/IPM / A
EF/IPM/AK/NA/CZ/
3 |06/08/2019| F | ND |PU /AN, cT AMC/CX/SXT
SXT/RPIAC/
4 |02/00/2019| F | ND | PP IPM/CIPIAK IS PEF/FF
5 |08/09/2019| H |04M|PU|  IPMICIPISXT/CZIPEF NA OX/NAJAMC/FF
NO/PEF/AK/CIP/
6 |29/09/2019| F | ND |PU VAR / FF
NO/CIP/ICTX/FF/
7 130/092019| H |0am|pu IPM / ORIk
NA/AK/NO/CN/SXT/IPM/
8 |01/1012019| F | 27 |pU naVhivivaies / /
9 |o110/2019| F | 1 |PU AK/IPM/CTX/NO / SXT/CIPICZIAMC
AK/CZIFOX/CTX/
10 |06/10/2019| F | 48 |PU apnscacopation / SXT/NAJAMC
11 |22/1012019| F | ND | PV CTX/IPM / AMC/NQ’S'P/SXT/
12 [ 26/1012019| H | 84 | PP IPM CXT AMC/C/FOX
TCICN/PCINA/
13 [03/11/2019| H | ND | PU CIPISXT/AK/AUG/ / /
CZIATM/CTX/TOB/ATM
14 [10/11/2019| F | 46 |PP|  CTX/CIPICZIAKISXT / AMC/TINVAIAX
15 [11/112019| F | 8M | PU CIPIFOX NO CZIAMCICTX/SXT
AMC/CIP/CZ/PI/
16 [12/11/2019| F | ND | PV FOX/FF CTX S
17 [ 141172019 F | ND | PU / NO/AMC/FOX CZICTX
18 [21/11/2019| E | 42 | PP AKIFOX/ / SXT/AX/AMC

CTXI/CIPICZ
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19 | 21/11/2019 ND | PV IPM/CS/AK / FOXICEIC IXIAMCT
20 | 21/11/2019 ND | PP FOX/IPMIAK / AX/AMC/CZICTXICIP/SXT
21 | 03/12/2019 27 | PU CZICIPICTX/NO NA FOX/AMC/SXT/AX/CN
22 | 17/12/2019 16 |PU IPMICTX/FOX/AX / AK/NO/NA/CZICIP
23 | 17/12/2019 74 |PU|  AKIPMICTXICZICIP / RP/PICT/NO/NAIFOX/AX
24 | 17/12/2019 55 | PU FOX[Caimt/ A NO FF
25 | 17/12/2019 76 | PU FOX/CIP/IPM / FF/AX/AK/NA
26 | 17/12/2019 45 | PU IPM NO %ﬁﬁ;ﬁ;ﬁﬁﬁ'}z/
27 | 18/12/2019 58 | PP |  CIPICTX/IPMICZINA / AX/PIPTIFF
28 | 22/12/2019 ND | PP IPM/AK/CIPINA / CTXIAXICZIPT/RAIPIFF
29 | 24/12/2019 44 | PV AX/CIP/IPMICZ / NO/AX/OX/P
30 | 26/12/2019 35 |PU| AN/IPMICIPICTXICZIAK NO/CX/CEP AMC/T/AMP/CZITE/PI
31 | 31/03/2020 31 | pv IPM/CIP/FOX / CZIAXIVAIFFIAK
32 | 13/09/2020 30 |py|  NACENCOTCIP NO/CX/CEP AMC/T/AMP/CZITE/PI
33 | 22/09/2020 ND | PU PFICX/CZ NO AT Y oo
34 | 28/09/2020 48 |py| SUETXCHPTAYCR, | cuNANOTOB AMC/AMP/TE
CAZICEPITEINOINA/
35 | 29/09/2020 ND | PU PF/CIP / COT/CL/INA/GEN/AMC/
AT/CZICX/AMP/CTX/TI
36 | 04/10/2020 29 |PU| TOBICZICLIGEN/CTX/ CEPICX/AK R adapite
37 | 03/11/2020 ND | PU CIPICTX/TOB / L TE A /oL
38 | 11/11/2020 am | py | SXICPOCIRTOPIC / AMC/AMP/CAZ/TI/FFICOT
39 | 01/12/2020 ND | PU AK AMC/CIPINA/AT X CICAZICEr
40 | 06/12/2020 59 | pu | , AMC/CZICEPICAZICTX] CcX TE/AMPITIRP/NIT/FF

AK/NA/AT/COT/PI/CIP/GEN
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COT/FF/RPITITEIAT/

41 | 20/12/2020 13M|PU|  CIPICN/CLIAK/AMC NIT o R e

42 | 221212020 ND |PU CTX/CIPIAK/PR A CX/CEPIFOXIGA/CZICLIPITI

43 | 03/01/2021 ND | PU CIPRR el cz NA/AMP/TI

44 | 13/01/2021 56 | pp |  FUCAZI ISR FEICIPICZ OX/RP/CDIPNAICOT/TI

45 | 24/01/2021 ND | py | GECHAKNACERNT cz COT/AMP

46 | 11/05/2021 ND |pu| SIS / FOICOT/AMP/CZ

47 | 08/06/2021 B |PU|  SheaarceTX / GEN/COT/CEP/AMP

48 | 27/06/2021 5M | PU Fg)/S’CAIF',\;'CCI/_(/;AEKN/ CTX AT/AMPI/CZICOT/CTX

49 | 31/08/2021 ND [PU | e / AMP/SXT/TICITEINANIT

50 | 21/09/2021 ND | PU | oo c/ommamsin iy AT/AK FOS/NIT/TITE/AMP

51 | 22/09/2021 a0 |py| ATCRAANCE Az / TEMI/AMPICXICZIFO
CINAJATICTXICAZICX]

52 | 22/09/2021 ND |PU|  AMC/NITICOT/AK/ cz TEMI/AMP/FO

GEN/CIP/CL

53 | 26/10/2021 47 |PU| AMC/AT/CIGEN/CLIAK NA/CIP M Cazc T

54 | 22/11/2021 38 | pU P CcXIC AMC/CTX/AMPICZ/TITE

55 | 23/12/2021 ND | pu | CRTCACALICTXEREO! / AMP/NA

56 | 10/01/2022 ND | PP FICICIPICL NA T RO T AL

57 | 16/01/2022 28 | pU TCIAML/AMP / !

58 | 23/01/2022 ND |HC|  FOX/INA/C/CIPIAKI/CL AUG/AT EA A

59 | 20/02/2022 62 | PP CLIAK/C / L AN RS OXCEN

60 | 22/02/2022 ND |py| EEIXICAL A / TE

o o ro| AeSBETRs || e

62 | 15/03/2022 ND | PU / / GEN/COT/CIP/NA/

AML/AMP/TE/ICAZ
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CAZICZITCIAMPITE/AMC/
63 | 15/03/2022 ND | PU cL/C AUG/AK yRri e
AML/TE/AT/TCICTX!
64 | 30/03/2022 ND | PU rdiveliieed / COT/C/FICLIAK/GEN
65 | 12/06/2022 9 |PP| AML/AMP/AUGITC/AMC / AKIGEN/CICTX/ATM
66 | 11/08/2022 3 |PP|  AMC/PCIAMX/SXT CTX AK/TOB/GEN/ATM/CIP
67 | 30/08/2022 11M | PU CIAK/CL AUG CTX/TC/AMLICIP/SXT/ATM
68 | 02/09/2022 10 |PP|  GENJAK/CLIATMIC CXT SXT/CIPIAML/AUGITC
CINA/SXT/CIPITC

69 | 15/01/2022 ND | PU AK/CL/ATM / e T

CIP/NA/PEF/

CTX/AMCI
70 | 24101/2023 65 |PU CTX/AK/CIATM AL NA/CZ/AUG/AML/CN/SXT

VA/SXT/P

CINAJATMICTX/

71 | 06/02/2023 ND | PU Ratediad / czITC

CIP/NA/PEF

TCICZIPCICTX/ JAMC]

72 | 05/03/2023 ™ \PU ATM/SXT/AUG CIPICZIFOX/AX/ AK

VA/SXT/P

AMP : Ampiciline, AMC, AUG, AML, AX: Amoxiciline + Acide clavulanique AMX, AC, AML: Amoxiciline, AN, AK:
Amikacine, ANC: Acide nalidixique/Colistine, AT, ATM: Aztréonam, C, CL : Chloramphénicol, CAZ : Ceftazidime,
CIP : Ciprofloxacine, CL, CS : Colistine, CC, CD: Clindamycine ; CN: Céfalexine, CZ: Céfazoline, CTX: Céfotaxime,
CCT : Ticaracilline/Acide clavulanique, F : Furanes, FO, FF : Fosfomycine, FOX, CX : Céfoxitine, CEP : Céfalotine,
IPM : Imipénme, NA: Acide nalidixique, NIT: Nitrofurantoine, OX: Oxaciline, P : Péniciline G, PEF, PF: Pefloxacine,

Pl: Acide pipémidique, RA: Rifampicine, RP: Pristinomycin, SXT, COT: triméthoprime/sulfaméthoxazole, TE, TC :

Tétracycline, TI,TIC : Ticaracilline, TOB: Tobramycine, VA: Vancomycine, NO: Nitoxoline
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Résumé

Résumé

Dans cette étude rétrospective menée de mars 2020 a mars 2023 dans la région de Mila. Un
total de 563 souches de Klebsiella pneumoniae ont été isolées et testées pour leur résistance
aux antibiotiques. Le taux de résistance le plus élevé a été enregistré dans la famille des
pénicillines comprenant 1’ampicilline (98,22%) et 1’amoxicilline/acide clavulanique
(69,57%). En revanche, le pourcentage de résistance le plus faible a été remarqué chez la
famille des carbapénemes pour les antibiotiques imipénéme (5.08%) et ertapénéme (6.58%),

qui sont les derniers espoirs de traitement.

Mots clés: Klebsiella pneumoniae, antibiotiques, résistance, carbapénemes, pénicilline.

Abstract

In this retrospective study conducted from March 2020 to March 2023 in Mila region. A total
of 563 strains of Klebsiella pneumoniae have been isolated and tested for antibiotic
resistance. The highest resistance rates were recorded in the penicillin family which includes
ampicillin (98.22%) and amoxicillin/ clavulanic acid (69.57%). In contrast, the lowest
percentage of resistance in the carbapenem family was recorded with imipenem (5.08%) and

ertapenem (6.58%), the last hope for treatment.

Keywords: Klebsiella pneumoniae, antibiotics, resistance, carbapenems, penicillin.
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