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Résumé

L’objectif de ce travail réalis¢é a I'hopital Mohamed Boudiaf de Médéa, durant une
période de deux mois, consiste a identifier les souches bactériennes multirésistantes (BMR)
isolées en milieu hospitalier puis étudier leurs profils de résistance aux antibiotiques.

Parmi 112 prélevements positifs (Urine et pus), provenant de patients hospitalisés, 68
présentaient une bactérie multi résistante. La prévalence des BMR est plus remarquable chez
les femmes dans les prélévements d’urine avec un taux de 68% mais elle est plus élevee chez
les hommes dans les prélevements de pus avec un taux de 58%.

Les résultats de [Iidentification ont révélé que la fréquence des bactéries isolées est
dominée par les Staphylocoques aureus avec (26%), suivie par des Entérobactéries : des
Klebsiella pneumoniae avec (24%) et des E.coli avec (22%) et aussi des Proteus mirabilis avec
(12%), des Pseudomonas avec (9%) et des Acinetobacter baumanii avec (7%).

L'antibiogramme par technique de diffusion en gélose, utilisée pour I'étude de Ia
résistance de ces souches, a montré que les souches étudiées présentent une résistance plus ou
moins importante vis-a-vis de plusieurs classes d'antibiotiques utilisés en thérapeutique,
notamment aux beta-lactamines, aux Pénicillines, aux Aminosides, aux Macrolides, aux
Quinolones et aux autres classes. Ce qui confirme Pémergence de souches bactériennes
résistantes et multirésistantes aux antibiotiques, d’ou I'importance d’un suivi régulier de cette

évolution.

Mots-clés : Antibiotique, Antibiogramme, Bactérie, Identification, Résistance, Multirésistance.



Abstract

The aim of this work carried out at Mohamed Boudiaf hospital in Medea, over a period of
two months, is to identify multi-resistant bacterial strains isolated in a hospital environment and
then studying their antibiotic resistance profiles.

Among 112 positive samples (urine and pus), from hospitalized patients, 68 contained multi-
resistant strains. The prevalence of BMR is more remarkable in women urine samples with a
percentage of 68% but it is higher in men pus samples with a percentage of 58%.

The results of the identification revealed that the frequency of isolated strains is dominated
by Staphylococci aureus with (26%), followed by Enterobacteria: Klebsiella pneumoniae with

(24%) and E.coli with (22%) and also Proteus mirabilis with (12%), Pseudomonas with (9%)
and Acinetobacter baumanii with (7%).

The agar diffusion method was used to analyze these bacterial strains sensitivity to
antibiotics. Results showed that the identified strains have varying resistance profiles to several
classes of antibiotics used therapeutically, in particular to beta-lactams, penicillin,
aminoglycosides, Macrolides , Quinolones and others. Which confirms the emergence of

multidrug-resistant (MDR) bacteria, hence the importance of regular monitoring of this
development.

Keywords: Antibiotic, Antibiogram, Bacteria, Identification, Resistance, Multiresistance.
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Introduction générale

Les bactéries pathogénes sont responsables de plusieurs maladies épidémiques et
pandémiques [1]. Ces infections présentent sans conteste la plus grave menace pour la santé a
I’échelle planétaire [2].

Les antibiotiqgues sont parmi les médicaments les plus efficaces pour le traitement des
infections bactériennes. Depuis la découverte fortuite de la pénicilline par Alexander Fleming
en 1928, de nombreuses molécules d’antibiotiques ont été développées et commercialisées. En
offrant un remede simple a un certain nombre de maladies infectieuses graves, qui étaient autre
fois la principale cause de décés, les antibiotiques ont permet de sauver tant de vies humaines

et améliorer notre espérance de vie [3,4].

Cette révolution dans les pratiqgues meédicales nous a laissé penser que la guerre contre les
infections bactériennes était gagnée [2]. Cependant, aprés moins d’un demi-siecle, les
mnfections microbiennes sont devenues récurrentes du fait de I'apparition progressive des

bactéries pathogénes résistantes aux antibiotiques, ou encore méme, multirésistantes.

Le mauvais usage des agents antimicrobiens et leur large utilisation a aidé ces bacteries
dotées d’un incroyable pouvoir d’adaptation a prendre progressivement le dessus sur les
antibiotiques. En effet, les antibiotiques agissent non seulement sur la bactérie responsable de
I'infection a traiter, mais également sur les bactéries du tube digestif qui sont des bactéries non-

pathogenes utiles [1].

Ce sont donc les bactéries, et non les étres humains ou les animaux, qui deviennent
résistantes. Elles peuvent alors provoquer chez I'homme ou I'animal des infections plus

difficiles a traiter que celles dues a des bactéries non résistantes [2]

La prévalence des infections associées aux soins causées par des bactéries multi-résistantes
est en augmentation. Ce phénomene pathologique et microbiologique constitue un challenge
dans le contrdle des infections et une menace pour les patients. Ces derniéres sont associées a
des conséquences néfastes dont la durée d’hospitalisation plus longue, des taux de mortalités
plus élevés et une augmentation des dépenses de soins. Elles sont responsables de difficultés,

voire d’impasses et des échecs thérapeutiques pouvant devenir rapidement incontrolables [5].
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L’évolution rapide de la résistance bactérienne aux antibiotiques est un phénomene
actuellement préoccupant dans les pays en voie de développement ou les pathogenes résistants
aux antibiotiques peuvent avoir une plus forte prévalence dans certains pays africains.
L’Algériec est un pays du nord de I'Afrique ou les récentes données de résistance aux
antibiotiques indiquent une situation inquiétante. En effet, ces dernieres années ont été
marquées par I'émergence et la dissémination de nouveaux génes de résistance notamment dans

le nord du pays [6].

Il apparait pertinent, d’analyser cette question de résistance, afin d’identifier les
microorganismes en causes et d’aboutir & une meilleure compréhension des agents infectieux
et leur sensibilité¢ aux antibiotiques. Considérant limportance de telle question, qu’il nous a

paru nécessaire d’entreprendre cette étude.

L’objectif assigné a notre travail expérimental, réalis¢ au niveau de I'hopital de Médéa,
consiste a isoler et identifier des bactéries résistantes a partir des prélévements d’urines et de
pus et de déterminer leur profile d’antibiorésistance. Par la suite, et afin de lutter contre les
bactéries résistantes identifices, nous avons évalué le pouvoir antibactérien des antibiotiques

les plus utilisés en thérapeutique.
Les travaux réalisés dans ce mémoire sont présentés en quatre chapitres :

v" Dans le premier chapitre, nous verrons tout d’abord des généralités sur les antibiotiques
en replagant le contexte de leur découverte, les familles d’antibiotiques, leurs
caractéristiques et leurs modes d’action.

v' Dans le deuxieme chapitre, les différents aspects de la résistance bactérienne aux
antibiotiques seront abordés notamment les types de résistance et leurs mécanismes
principaux.

v Le troisitme décrit en détail le matériel et les méthodes utilisées pour I’élaboration de
ce travail expérimental.

v' Le quatriéme et dernier chapitre présente les résultats obtenus ainsi que leurs

discussions.

On cloture notre mémoire par une conclusion qui fera la synthése de lessentiel de cette

thématique trait¢ dans I'ensemble des chapitres ainsi que les prescriptives envisagées.
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1.1 Définition des antibiotiques
Les antibiotiques (du grec anti : contre ; biotikos : concernant la vie) se définissent comme
toute substance capable d’agir sur des cellules bactériennes, soit inhiber la croissance ou méme

tuer ces microorganismes, sans affecter les cellules eucaryotes [7].

Les antibiotiques sont des agents dont la toxicité sélective résulte d'un mode d'action
specifique. lls agissent a faible dose pour inhiber la croissance des micro-organismes ou pour
les détruire. lls peuvent étre produits de maniére naturelle par des champignons et des bactéries

ou obtenus par synthése et hémi synthese.

Nous avons recours a leur utilisation de deux maniéres selon leur spectre d'activité, c'est

pour cela que l'on oppose les traitements documentés aux traitements dits probabilistes :

» Les traitements probabilistes sont administrés sans avoir une connaissance précise de la
bactérie impliquée, ni méme de sa sensibilité aux antibiotiques. On utilisera alors les
antibiotiques dits a "large spectre”, le choix de la molécule est basé sur les micro-
organismes infectants les plus probables avec un risque minimum d'allergie ou de
toxicité.

» Les traitements documentés sont administrés apres avoir déterminé la sensibilité des
bactéries a l'antibiotique, ce qui sous-entend d'avoir préalablement isolé la bactérie en
cause. Ce traitement peut étre de premiere intention ou faire suite au traitement

probabiliste une fois les données nécessaires connues [8].

1.2 Historique

Les antibiotiques constituent une des plus importantes classes thérapeutiques et ont

révolutionné la médecine humaine.

L'histoire des antibiotiques est vieille de seulement soixante-dix ans au regard du premier

succes mondial de la pénicilline.

Plusieurs savants, tels Pasteur et Joubert, en 1877, et Vuillemin, en 1889, ont observé

que certains micro-organismes en inhibaient d'autres combattaient telle ou telle maladie.
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Le microbiologiste Alexander Fleming en 1929, sur l'une de ses cultures de
Staphylococcus aureus, contaminée par une moisissure : Penicillium notatum, observa que la
bactérie ne poussait plus dans la zone ou se développait la moisissure. Fleming soupgonna
que celle-ci sécrétait une substance inhibitrice qu'il nomma Pénicilline. Il prouva par la suite

que la Pénicilline n'était pas nocive pour rhomme et suggéra de l'utiliser comme antibiotique.

En 1939, Florey et Chain purifierent la pénicilline G et, avec Abraham et Heatley,

démontrent ses vertus comme médicament.

Waksman.S passa au crible des milliers de microorganismes. Avec Schatz et Bugie, il

découvrit la “"Streptomycine” en 1944 dans des cultures de la bactérie Streptomyces griseus.

En 1948, Ehrlich isola le "Chloramphénicol" a partir de Streptomyces et Duggar la

Tétracycline.

Streptomyces se révéla une bactérie précieuse : elle est a 'origine de nombreux autres
antibiotiques comme I’érythromycine (1952), I’ Amphotéricine B (1956), la Vancomycine
(1956), la kanamycine (1957), la Lincomycine (1962). En 1963, c’est la Gentamicine qui fut

extraite d’une moisissure.

A partir de 13, les chercheurs du monde entier n’eurent de cesse & trouver de nouveaux
antibiotiques et de créer des variétés de semi-synthése (tel le Chloramphénicol) a partir des
souches existantes, ou de synthese chimique (tels les Sulfamides, les Quinolones) dans le but

d’une plus grande efficacit¢ [9] .

Pas de nouvelles
classes
antibiotiques

B-lactamines Aminosides Macrolides Quinolones Oxazolidinones X
depuis 30 ans

1930 1950 1970 1990
1920 1940 1960 1980
Sulfonamides Tétracyclines Glycopeptides Streptogramines Lipopeptides

Figure 1.1 : Chronologie de la découverte des principales classes d’antibiotiques [10]
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1.3 Origine des antibiotiques
Il existe des antibiotiques d’origines naturelle ou synthétique
1.3.1. Origine naturelle

Parmi les 10 000 antibiotiques d'origine naturelle recensés dans le monde, 20 %
proviennent de champignons : Penicillium, Cephalosporium, Aspergillus, 70 % proviennent
d'actinomycétes microfilaments dont le genre Streptomyces est un producteur majeur
d'antibiotiques : tétracyclines, aminoglycosides et 10 % proviennent des bactéries (non
actinomycetes), en particulier des genres Bacillus et Pseudomonas. La bacitracine utilisée pour

certains traitements locaux en est un exemple. [11]
1.3.2. Origine synthétigue

Les antibiotiques synthétiques sont obtenus soit a partir de dérivés artificiels, soit en
recréant des substances primitivement extraites de micro-organismes. Parmi les antibiotiques
d’origine synthétiques on distingue : Sulfamides, métronidazole, isoniazide, acide nalidixique
et les fluoroquinolones, pénémes. On distingue aussi des antibiotiques d’origine semi-
synthétique, ils sont obtenus en modifiant en laboratoire une substance produite par un micro-

organisme [11].

1.4 Effets des antibiotiques sur les bactéries
L’action des antibiotiques sur les germes peut prendre deux aspects: bactériostase et
bactéricidie. On peut dit que ces deux aspects sont complémentaires et sont des degrés différents

d’une seule et unique espece bactérienne.

1.4.1 Bactériostase

C’est larrét temporaire du développement bactérien qui se produit par I'inhibition
particlle ou totale de leur croissance. Cette inhibition cesse dés que I'ATB disparait, et la
croissance peut alors reprendre. L’estimation de cette activité pratiquement se fait par la mesure

de la CMI. [12]

1.4.2 Bactéricidie

C’est larrét défintivement du développement bactérien par la mort cellulaire avec/ou
sans lyse . L'estimation de Cette activité pratiquement se fait par la messure de la Concentration
Minimale Bactéricide (CMB) [12].
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Tableau 1.1 : Classification des antibiotiques selon leur action [7].

Bactériostatique Bactéricide

B-lactames
Macrolides
Fluoroquinolones
Sulfamidés
Aminoglycosides
Tétracyclines
Nitroimidazoles
Lincosamides
Glycopeptides (bactéricidie lente)

Nitrofuranes
Synergistines
Phénicolés
Polymyxines
Ethambutol
Ansamycines
Cyclosérine

Acide fusidique
Isoniazide

Pyrazinamide

L5 Critéres d’efficacité d’un antibiotique

Pour que Tantibiotique choisi puisse étre actif sur la ou les bactéries a lorigne de

I'infection, 1 faut :

v" Qu’il posséde un mode d’action qui lui permette d’agir sur cette bactérie

v" Qu’il parvienne 1a ou est la bactérie et a des concentrations suffisamment élevées

v Quil y reste le temps suffisant pour ui permettre soit de la détruire, soit d’en arréter la
multip lication.

L’objectif usuel de I'antibiothérapie est de diminuer suffisamment le nombre de bactéries
présentes pour que le systeme immunitaire puisse éliminer les bactéries restantes. Cependant,
si le systtme immunitaire est altéré (exemples : maladies auto-immune, infection par le virus
du SIDA, immunodépression suite a une chimiothérapie...) ou si I'infection fait courir un risque

vital, i devient nécessaire que I'antibiotique détruise toutes les bactéries.
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Il faut aussi que dans les conditions d’administration qui permettent d’obtenir Ieffet
antibactérien, lantibiotique n’induise pas ou peu d’effets indésirables inacceptables voire

toxiques a d’autres niveaux et dégrade les autres organes sains [13].

1.6. Modes actions des antibiotiques
Les antibiotiques agissent, en général, & un niveau précis des structures bactériennes, lls

peuvent agir sur 4 parties différentes de la structure de la bactérie (Figure 1.2) [14].

] La paroi de la bactérie est
fragilisée par la molécule
de l'antibiotique qui en inhibe
la synthése.

4 o synthése des acides
nucléiques est inhibée.
LU'antibiotique dérégle
la réplication

ou la transcription

de I'ADN.

2 La membrane cyloplasmique
est ciblée par I'antibiotique.
Elle devient perméable,
provoquant la fuite des
composés cellulaires.

La synthése des protéines
est stoppée par I'antibiotique
qui s'attaque aux ribosomes.

Figure 1.2 : Mécanisme d’action des antibiotiques [14]

1.6.1. Les antibiotiques agissant sur la paroi

lls agissent en interférant avec la biosynthése du peptidoglycane. Les précurseurs du
peptidoglycane sont synthétisés dans le cytoplasme et assemblés a Pextérieur de la membrane
cytoplasmique. Lorsque les bactéries sont en phase de croissance, il existe des phénoménes de
synthése et de destruction du peptidoglycane. L’équilibre entre ces deux phénomeénes est rompu
par les ATBs inhibant la synthése de peptidoglycane. Il en résulte I'altération de la paroi ayant
un effet létal pour la bactérie. Les classes les plus importantes dans ce type d’ATBs sont les
Bétalactamines, les Glycopeptides ainsi que la Fosfomycine [15].

1.6.2. Les antibiotiques actifs sur la membrane cytoplasmique

Ils agissent sur les membranes lipidiques, la membrane externe d’abord, puis la
membrane cytoplasmique. La fixation d’antibiotique va désorganiser la structure de ces
membranes et les rendre perméable, ce qui aboutit a la mort rapide de la bactérie. Parmi ces

antibiotiques on distingue les polymexines [16].
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1.6.3. Les antibiotiques qui effectuent une inhibition de la synthése protéique

L’antibiotique inhibe la synthése protéique de la bactérie en s’attaquant aux ribosomes.
Il se fixe sur une des deux sous-unités (30Set50S) du ribosome afin d'empécher la formation de
la chaine polypeptidique, c'est-a-dire de la protéine. Les aminosides agissent selon ce mode
d’action [17].

1.6.4. Les antibiotiques qui inhibent la synthése ou le fonctionnement des acides nucléiques
En inhibant la synthese ou méme le fonctionnement des acides nucléiques de différentes

facons selon les familles d’antibiotiques soit par :

e Inhibition de la réplication de TADN (quinolones)
e Inhibition de la transcription acide ribonucléiqgue (ARN) polymérase (rifamycines) [18]

Tableau 1.2 : Mécanismes d’action des grandes familles d’antibiotiques [19]

Mécanisme d'action Famille d'antibiotique

Inhibition de la synthese de la parol Pénicillines ; céphalosporines; carbapénémes:

daptomycine; monobactames; glycopéptides

Inhibition de la fonction membranaire Polymixines, lipopeptides

Inhibition de la synthese protéique Tétracyclines ; aminosides ; oxazolidinones,
streptogramines; macrolides; lincosamides

Inhibition de la synthese de TADN Quinolones et fluoroquinolones

Inhibition de la synthese de IARN Rifampicine, Métronidazole

1.7. Classification des antibiotiques
Les antibiotiques peuvent étre classés selon plusieurs criteres : lorigine, la nature

chimique, le mécanisme d'action et le spectre d'action.
Les principales familles selon la nature chimique sont :

1.7.1. Les betalactamines
Les B-lactamines sont les antibiotiques de premiére ligne dans le traitement des infections
causées par les entérobactéries. La structure de base des B-lactamines est le noyau azétidinone

qui contient la structure carbonyle lactame indispensable a I'activité des molécules [20].
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Les B-lactamines inhibent la derniére étape de la synthese du peptidoglycane (polymere
majeur spécifique de la paroi des bactéries @ Gram négatif et positif).Les cibles des B-lactamines
sont des enzymes situées dans la partie externe de la membrane cytoplasmique bactérienne et
appelées protéines liant la pénicilline (PLP). Ces enzymes correspondent aux transpeptidases
impliquées dans la synthése du peptidoglycane. La fixation des B-lactamines sur ces PLP est
responsable de l'arrét de la synthése du peptidoglycane [21].

Les carbapénemes se fixent principalement aux PLP1 et PLP2 contrairement aux

céphalosporines et aux aminopénicillines qui se fixent a la PLP3 [22].

1.7.2. Les aminosides ou aminoglycosides
lls se fixent de maniere irréversible sur TARN 16S de la sous unit¢ 30S du ribosome
bactérien, entrainant des erreurs de lecture, ce qui aboutit a la synthése de proteines anormales,

et a la mort cellulaire [17].

1.7.3. Phenicols: chloramphénicol et thiamphenicol

+¢+ Chloramphénicol

Le chloramphénicol est un antibiotique bactériostatique a large spectre. En Algérie, il est

réservé au traitement de la fievre typhoide.
¢ Thiamphénicol

Le thiamphénicol est trés wvoisin chimiquement du chloramphénicol, son spectre d'action est

similaire. Gram positif et les cocci & Gram négatif.

En Algérie, ces molécules sont réservées aux traitements des fievres typhoides et paratyphoides.
Elles agissent au niveau de la sous unité 50S du ribosome. Ceci a pour conséquence une

inhibition de la synthése des protéines [23].

1.7.4. Les tétracyclines

Les Tétracyclines empéchent la fixation des amino-acyl-ARN sur le site A des
ribosomes. lls inhibent la synthése des protéines par fixation a la fraction 30S des ribosomes
bactériens et cette action est bactériostatijue. En outre elles alterent la membrane

cytoplasmique, ce qui inhibe la réplication de '’ADN par perte de nucléotides [24].
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1.7.5. Les polypeptides

On distingue 7 groupes

%+ Peptides linéaires

+«» Peptides cycliques représentés par la Capréomycine, la Viomycine, la Dcycloserine ou
Dcycloceine,

¢ Glycopeptides représentes par la Vancomycine ; la Ristocetine et la LY33332 (anti
Staph. Méti Retanti entérocoque Vanco- TeicoR),

« Glyco lipopeptides représentés par la telcoplanine; la ramoplanine,

% Lipopeptides représentés par la Daptomycine (en développement clinique), la
Polymyxine (actif sur BGN),

% Polypeptides thiazolidiques: Bacitracine (actif sur cocci a Gram positif),

% Diwvers :

Ces divers groupes se subdivisent en sous-groupes en fonction de leur structure chimique,

de lactivité antibactérienne, du mécanisme d'action, de la nature de la cible cellulaire [18].

1.7.6. Les macrolides
Ce sont des inhibiteurs de la peptidyl-transférase qui permet 1’élongation de la chaine
peptidique au niveau de la sous unité 50S du ribosome. lls empéchent ainsi la réunion des deux

sous unités par une inhibition compétitive du dernier stade de la synthése des protéines [24].

1.7.7. Les quinolones

Ces ATB s mhibent la réplication de 'ADN, leur action se situe a différentes étapes de la
synthése de l'acide nucléique. Les Quinolones ciblent ADN gyrase formé de deux sous unités
(gyrase A et gyrase B) et la topoisomérase II, responsable du sur enroulement de '’ADN
bactérien sur lui-méme. L'inhibition de la topoisomérase Il induit des cassures dans ADN (effet

clastogene) et entrainera la mort de la bactérie [25].

1.7.8. Les rifamycines

Ces produits mnhibent la synthése de I’Acide Ribo nucléique messager (ARNm) par
blocage de la transcriptase qui est un Acide Ribonucléique (ARN) polymérase ADN
dépendante. lls agissent par inhibition des synthéses protéiques. Par fixation sur les deux sous-
unités béta, elles empéchent I'initiation de la chaine de transcription de TADN en ARN et son
élongation [26].
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1.7.9. Sulfamides

Ce sont des mhibiteurs enzymatiques de la biosynthése de lacide tétrahydro folique,
précurseur des bases puriques et pyrimidiques constitutives de 'ADN bactérien. Les sulfamides
se comportent comme des analogues structuraux de I'acide para-amino-benzoique (PAB):
molecule représentant le point de départ de la synthese des folates. lls bloquent ainsi par
inhibition compétitive la dihydro pteroate-synthétase (DHPS) qui analyse la premiere réaction
de cette chaine métabolique. Les diamino pyrimidines (Triméthoprime) agissent par inhibition
de la dihydro folate-réductase (DHFR) qui permet la réduction de I'acide hydro folique en acide
tétrahydro folique [15].

1.8 Criteres de choix en antibiothérapie
Le choix optimal d'un antibiotique dépend de plusieurs facteurs

1.8.1. Le Germe

Les prélevements bactériologiques doivent impérativement précéder la mise en route d'un
traitement antibiotique. Une fois que lisolement et lidentification de la bactérie sont effectués,
il faut procéder a létude de la sensibilité aux antibiotigues par la détermination de la
concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB)

essentiellement.

1.8.2. Le site de I'infection

Pour gqu'un antibiotique soit actif sur un germe, il est essentiel qu'il le rencontre, et de
connaitre les capacités d'un antibiotique a pénétrer suffisamment et & se concentrer en un site
donné.
1.8.3. Le terrain

Le terrain du patient doit également constituer une préoccupation avant la mise en route
d'un traitement antibiotique. 1l est vrai qu'il y a des états physiologiques facilement contrdlables,
mais il existe également des états pathologiques qui peuvent poser de sérieux problemes dans
le choix d'un antibiotique. En effet, certains antibiotiques, en raison de leurs effets toxiques,
risquent d'aggraver des tares préexistantes (insuffisance rénale, insuffisance hépatique, SIDA)
[11].
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1.8.4. Risque écologique

Parmi les effets indésirables des antibiotiques, il y en a un qui a une importance capitale,
c'est la modification de la flore bactérienne normale de lindividu qui peut entrainer la sélection
de souches résistantes, non seulement a l'antibiotiqgue administré, mais aussi, en fonction de la
nature de la résistance, a d'autres familles d'antibiotiques.
1.8.5. Colit

Devant la consommation importante d'antibiotiques, le colt devient un élément
fondamental. Dans certaines circonstances pour traiter une infection, le prix du traitement peut
étre multiplié par vingt, a efficacité égale. Cette situation appelle a une sérieuse réflexion pour
uniformiser les attitudes thérapeutiques dans le sens ou, a efficacité egale, le choix sera donné

a la molécule la moins colteuse [11].
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11.1. Définition de la résistance aux antibiotiques

Les antibiotiques constituent I'une des découvertes les plus importantes de la médecine
qui a sauve et qui sauve des millions de vies chaque année, mais leur efficacité est menacée car
les bactéries peuvent s’adapter et résister aux traitements. C’est donc lorsque les bactéries sont
devenues insensibles aux antibiotiques que I'on parle de résistance, tandis que celles répondant

aux antibiotiques sont qualifiées de sensibles [13].

L’antibiorésistance se définit aussi comme la capacité d'un microorganisme de résister
aux effets des antibiotiques. Elle se développe via sélection naturelle par une mutation aléatoire

ou échanges de génes de résistances (transfert horizontal) entre les bactéries [27].

Un micro-organisme est dit résistant lorsque, pour I'une des raisons évoquées, il est
capable de se développer en présence d’un taux d’antibiotique significativement plus élevé que
le taux habituel. La notion de résistance clinique, est corrélative d’un échec thérapeutique tel
que la mauvaise utilisation des antibiotiques, passant par des traitements trop courts ou trop

longs, parfois mal dosés, est également pointée du doigt [27].

L’augmentation de la résistance des bactéries aux antibiotiques est un probléme mondial
sérieux qui a orienté la recherche pour Iidentification de nouvelles biomolécules avec une large

activité antibactérienne [28].

11.2. Types de résistance

La progression de la résistance bactérienne aux antibiotiques cause des infections
difficiles a traiter et pose un probléeme de santé publique. Les bactéries résistantes sont souvent
la cause des infections nosocomiales aggravant le pronostic des malades, prolongent leur
hospitalisation et augmentent les colts de traitement. On distingue deux types de résistance

bactérienne. La résistance naturelle et la résistance acquise [11].

11.2.1. La résistance naturelle

La résistance naturelle ou résistance intrinséque est une caractéristique propre a une
espéce bactérienne et partagée par toutes les souches de cette espece. Elle peut étre due a la
présence d’un géne chromosomique commun a toutes les bactéries de I'espece. Pour chaque
classe d’antibiotique, il existe des especes bactériennes pour lesquelles I'antibiotique est inactif
par défaut de cible ou d’acces a la cible. Ainsi, 'absence de paroi chez les mycoplasmes rend

les B-lactamines inactives vis a vis de ces bactéries [11].
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11.2.2. La résistance acquise

La résistance bactérienne acquise a un antibiotique est un phénomene qui apparait au
niveau des souches d’une espéce donnée, normalement sensible a cet antibiotique. C’est
I'acquisition d’un facteur génétique qui se traduit par une réduction de la sensibilitt a la
molecule qui lui était fatale. Elle peut donc se faire soit par mutation chromosomique soit par

acquisition des geénes transférés d’un autre micro-organisme [11].

11.2.2.1. Résistance par mutation chromosomique

La résistance acquise par mutation chromosomique est un phénoméne naturel qui touche,
généralement, un seul antbiotique ou une seule famille d’antibiotiques. L’antibiotique révele
la mutation en sélectionnant les bactéries reésistantes. Cette résistance est transmissible,
permanente, et a, donc, un caractére héréditaire (transmission verticale de bactérie-mere a
bactéries-filles). Les mutations ont pour conséquence la perte ou la modification d’une protéine

structurale ou enzymatique [29].
La résistance chromosomique résulte d’une mutation qui présente les caracteéres suivants :

» La rareté : une mutation se produit en moyenne toutes les 105 a 1010 divisions mais
compte tenu de I'importance des populations bactériennes dans un foyer infectieux, la
probabilit¢ d’existence d’une bactérie résistante a4 un antibiotique n’est pas
négligeable.

> La spécificité : la mutation n’affecte généralement qu’un caractére et la résistance ne

touche qu’un antibiotique ou une famille d’antibiotique ayant le méme mode d’action.
Il existe toutefois des exceptions notables & cette régle, comme par exemple chez
Serratia marcescens et Pseudomonas aeruginosa ou une seule mutation entraine une
résistance simultanée aux béta-lactamines et aux aminosides.

» L’indépendance : La probabilit¢ de deux mutations simultanées est égale au produit

du taux de mutation et elle est donc tres faible. Cette indépendance des mutations
constitue un des meilleurs arguments pour justifier I'association des antibiotiques.

» La transmissibilité : Une mutation résulte de la modification d’un gene, elle est

permanente, sauf mutation reverse et elle a un caractére héréditaire (transmissible sur

un mode vertical de la bactérie mére aux bactéries filles) [11].
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I1.2.2.2. Résistance par transfert de matériel génétique exogéne (Extra chromosomique)
Une bactérie peut intégrer du matériel génétique provenant d'un autre organisme sans en
étre le descendant, par transfert horizontal de genes selon trois mécanismes : la transformation,

la conjugaison et la transduction. Ce sont des transferts unidirectionnels [29].
A. La transformation

Découverte en 1928 par Frederick Griffith, la transformation est le transfert d’/ADN d'une
bactérie donneuse a une bactérie dite en état de compétence (receveuse). Pour la transformation
naturelle ou physiologique, I'état de compétence est exigé. Celui-ci n'apparait qua certains
stades de la division cellulaire, et seulement pour une partie de la population bactérienne. La
fixation d’ADN libre sur une bactérie réceptrice en phase de compétence permettra I’absorption
d’ADN polymérisé, et une recombinaison génétique légitime avec acquisition de nouveaux
caractéres génétiques stables, qui seront, donc, transmis a la descendance. Les bactéries, ainsi
transformées, sont appelées des recombinants ou des transformants. La transformation naturelle
peut s'observer, par exemple, chez un nombre Ilimit¢ d'espéces bactériennes a Gram +
(Streptococcus et Bacillus) ou a Gram - (Neisseria, Branhamella, Acinetobacter, Haemophilus).

La transformation in vitro peut se faire par électroporation pour insérer de nouveaux genes [29]

Bactérie donneuse Bactérie receveuse
Pilus /
Chromosome LS A L
bactérien Plasmide Plasmide libéré

dans le milieu

Figure 11.1 : la transformation bactérienne [30]

B. La conjugaison
En 1946, Lederberg et Tatum découvrent que du matériel génétique peut étre échangé par
contact entre 2 souches d’Escherichia coli Il s’agit d’une méthode sexuée permettant le
transfert unidirectionnel d’ADN plasmidique ou chromosomique entre deux bactéries de méme
espéce. La transmission de matériel génétique d'une bactérie donneuse a une bactérie receveuse

s’effectue par I'intermédiaire de pili sexuels (2 a 3 par bactérie F+) qui reconnaissent les zones
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de contact a la surface des bactéries F- (par leurs extrémités), s'y fixent, puis se rétractent en

rapprochant les deux bactéries.

Ce contact permet la formation d'un pont cytoplasmique de 100 a 300 um par lequel va
s'opérer le transfert de matériel génétique. Le mécanisme de conjugaison a été mis en évidence

pour la premiere fois en 1946 par deux scientifiques américains (Tatum & Lederbergl946) [29].

Bactérie donneuse Bactérie receveuse

Chromosome — .
bactérien et

Transfert
d’ADN
T

Figure 11.2 : la conjugaison bactérienne [31]

C. La transduction

La transduction est un transfert d'ADN bactérien partiel, par [intermédiaire de
bactériophages dont le réle est passif (vecteur). Il existe deux types de transduction : la

transduction généralisée, et la transduction spécialisée.

Pour la transduction généralisée, le bactériophage infecte une premiére bactérie (bactérie
donneuse), puis y injecte son ADN viral a travers la paroi de la cellule. De nouveaux phages
s'y multiplient, et certains integrent une partie du génome bactérien. Lors de la libération des
phages, ceux-ci infecteront d'autres bactéries.

Dans la transduction spécialisée ou restreinte, la particule transductrice ne porte que
certaines parties spécifiques du génome. Elle résulte d’une erreur dans le cycle lysogénique.
Ainsi seuls les génes proches du site d’intégration du prophage peuvent-ils étre encapsidés et

transférés a une autre bactérie [29].
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recombiné

B ADN viral
B ADN bactériens

Figure 11.3 : la transduction bactérienne [32]

11.2.2.3. La résistance par des éléments génétiques mobiles

Les éléments génétiques mobiles qui sont le support de génes de résistance

antibiotiques (GRASs) transférables sont [18] :

A. Les plasmides

virales, certaines emportant avec elles

aux

Les plasmides sont des molécules circulaires composées d’ADN bicaténaire (double brin)

extra chromosomique, pouvant se répliquer de facon indépendante dans les bactéries hétes, et

se transmettre de fagon réguliere et stable des bactéries meres aux bactéries filles [18].

Les premiers plasmides de résistance aux antibiotiques ont été décrits au japon en 1950,

lors d’une épidémie de dysenterie bacillaire a Shigella flexneri. Depuis cette date, des plasmides

de résistance ont été retrouves chez de tres nombreuses especes et on a constaté que la résistance

plasmidique concerne de trés nombreux antibiotiques. Les caractéristiques de cette résistance

sont :
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v' Le niveau de résistance plasmidique est en général élevé

v" Phénoméne liée directement a I'utilisation d’antibiotiques : les antibiotiques a spectre
large peuvent sélectionner dans les populations commensales de I’organisme les bactéries
porteuses de plasmides R

v' Phénomene non spécifique d’une famille d’antibiotique. Plusieurs  groupes
d’antibiotiques différents sont touchés apres administration d’un seul d’entre eux.

v La perte d’un ou plusieurs caractéres de résistance est possible mais rare. [11]
B. Les transposons

Ce sont des fragments d’ADN, capable de changer leur localisation dans le génome sans
jamais apparaitre a I’état lbre. IIs codent pour les détermmants de la transposition et ceux
d’autres fonctions telles que la résistance aux antbiotiques en s’intégrant soit dans le

chromosome soit dans le plasmide, en allant de I'un a l'autre [11] .

Pour la transposition, un transposon a besoin d'enzymes spéciales, telles qu’une intégrase
ou une transposase. C'est, habituellement, le transposon Iui-méme, qui code pour ces

protéines.[18]

11.2.2.4. La résistance croisée

La résistance croisée est un phénomene par lequel une bactérie qui a développe une
résistance a I'un des antibiotiques d’une classe devient aussi résistante aux autres membres de
la méme classe. Cela méme si elle n’a jamais été exposée a ces molécules. C’est cette résistance
croisée qui permet aux [-lactamases a spectre étendu (BLSE) présentes chez les bactéries a
Gram négatifs d’avoir une résistance si étendue (B-lactamines et céphalosporines) a tel point

qu'elles deviennent un véritable enjeu en santé humaine. [33]

11.2.2.5. La Co-résistance
Plusieurs mécanismes de résistance sont associés chez la méme bactérie, parfois stabilisés
par intégration dans le chromosome. Chacun des mécanismes confére par résistance croisée la

résistance a un groupe d’antibiotique conférant a la bactérie un large spectre de résistance [34].

11.3. Mécanismes de résistance aux antibiotiques
Les bactéries disposent de certains mécanismes par lesquels elles deviennent résistantes

aux agents chimio thérapeutiques. (Figure 11.4). [35]
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IL.3.1. La destruction ou l’inactivation du médicament par des enzymes

Ce sont surtout les antibiotiques d’origine naturelle, tels que les pénicillines et les
céphalosporines, qui sont détruits ou inactives par des enzymes. Les medicaments entierement
de synthése tels que les fluoroquinolones sont moins vulnérables a cet égard, bien qu’ils
puissent €tre neutralisés par d’autres moyens. On peut supposer que les microbes n’ont tout

simplement pas eu le temps de s’adapter a ces structures chimiques inhabituelles.

Les pénicillines, les céphalosporines et les carbapénémes ont en commun une structure,
le cycle B-lactame, que les B-lactamases, des enzymes bactériennes, attaquent et hydrolysent.
On connait a I'heure actuelle pres de 200 B-lactamases différentes, chacune spécifique d’une

variation mineure de la structure du cycle.

La mieux connue des bactéries résistantes et le fameux Staphylocoque doré résistant a la
méticilline (SDRM), qui résiste non seulement de la méticilline, mais presque tous les
antibiotiques. En outre S. aureus n’est pas la seule bactéries concernée, d’autres agents

pathogene tels que Streptococcus pneumoniae, échappent aussi aux B-lactamines [35].

11.3.2. Le blocage de la pénétration dans la cellule

Les bacteries a Gram neégatif sont plus resistantes que les autres aux antibiotiques. Les
structures de leurs parois cellulaires limitent 'absorption de nombreuses molécules en obligeant
celles-ci a passer par des ouvertures appelées porines. Chez certains mutants les porines sont
modifiées si bien que les antibiotiques ne peuvent pas pénétrer dans I'espace péri plasmique.
Fait peut-étre plus important, lorsqu’il y a les B-lactamases dans I’espace périplasmique,

I'antibiotique qui parvenu jusque-la est attaqué et inactivé [35].

11.3.3 La modification de la cible du médicament

Pour que la synthése d’une protéine s’effectue, le ribosome doit interagir avec un brin
d’ARMm et des ARNt Plusieurs antibiotiques, en particulier les aminoglycosides, les
tétracyclines et macrolides, inhibent la synthése des protéines en se liant aux sites de ces
interactions. Certaines modifications mineures de ces sites peuvent neutraliser les antibiotiques

sans perturber le fonctionnement de la cellule bactérienne de fagon appréciable [35].

11.3.4 L’expulsion du médicament

Certaines protéines de la membrane plasmiques des bactéries a Gram négative sont des
pompes qui expulsent les antibiotiques et les empéchent d’atteindre la concentration requise
pour qu’ils soient efficaces. C’est avec la tétracycline qu’'on a observé ce mécanisme pour la

premiére fois.
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On sait aujourd’hui qu’il confere la résistance a presque toutes les grandes classes
d’antibiotiques. Les bactéries ont normalement un grand nombre de pompes pour éliminer les

substances toxiques [35].

Anﬁbiofique

Figure 11.4 : Principaux mécanismes bactériens de résistance aux antibiotiques [35]

11.4. Facteur contribuant a la résistance
Les principaux facteurs contribuant a I'émergence et a la propagation de la résistance

bactérienne sont présentés au (tableau 11.2) [36].
11.4.1. Usage inappropri¢ d’antibiotiques

L’usage abusif des antbiotiques ou leur utilisation mnadéquate est principalement
responsable de I’émergence de la résistance microbienne, et celle-ci augmente a I’échelle
mondiale le nombre croissant de patients plus agés ou présentant des déficits immunitaires plus
marqués, les interventions chirurgicales plus complexes, [utilisation accrue de procédures
invasives, les systtmes de soutien des fonctions vitales plus avancés, comme la ventilation
assistée, favorisent une utilisation fréquente et parfois inappropriée d’antbiotiques a large

spectre d’activité.
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Les traitements des patients simplement contaminés ou colonisés constituent un des
principaux exemples d’usage abusif des antibiotiques. L’arrét du traitement empirique lorsque
les cultures sont négatives pourrait réduire considérablement I'utilisation d’antimicrobiens. En
milieu communautaire, la pression environnementale sur le corps médical pour Iobtention
d’une ordonnance a également contribué fortement au développement de la résistance.
Paradoxalement, la sous-utilisation par manque d’accés, posologie insuffisante, mauvaise
observance ou antibiotique non approprié semble jouer un rble aussi important dans

'accroissement de la résistance que la sur utilisation.

11.4.2. Propagation des souches résistantes

Les bactéries développent de la résistance a la suite d’une exposition aux antibiotiques.
La résistance antibiotique se développe a grande échelle selon les étapes suivantes : sélection
d’organismes résistants, élimmnation de la flore normale sensible au médicament et colonisation
avec ces micro-organismes résistants, contact d’une personne a l'autre et transmission dans

I’environnement puis finalement la transmission globale [36].
11.4.3. Utilisation d’antimicrobiens dans le secteur agro-alimentaire

L’utilisation d’antimicrobiens dans le secteur agroalimentaire contribue au fardeau
environnemental de la résistance, puisque des populations bactériennes comportant de
nombreuses souches résistantes aux antibiotiques sont libérées dans les excréments. Le transfert
d’agents pathogenes résistants des animaux aux étres humains peut aussi se faire par voie de
contact direct ou au moyen d’eau ou de nourriture contaminées et permettre le transfert de génes

de résistance aux bactéries humaines [36].
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Tableau I1.1 Présente les principaux antibiotiques utilisés et les principales raisons de leur utilisation

[36]
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Secteur agro-alimentaire

Raisons de leur utilisation

Antibiotiques utilisés

Animaux destinés a la

Favoriser la croissance ;

Glycopeptides, quinolones,

consommation . . . streptogramines,
Prévenir les infections chez les
animaux en santé vivant dans [ Aminosides et céphalosporines
des espaces restreints ;
Traiter les animaux malades

Aquaculture Limiter la  production de | Salmoniculture  utilisant de
bactéries sur les poissons grandes quantités de

tétracyclines et de quinolones.

Fruits et légumes

Allonger la  période  de
conservation ;
Contrbler et prévenir les

infections d’origine bactérienne

Maraichers américains
pulvérisant les cultures avec de
la tétracycline ou de la

streptomycine

11.4.4. Utilisation d’antiseptiques etde désinfectants

Les antibactériens, présents dans les dentifrices et incorporés dans de nombreux produits

d’entretien ménager, accroissent la pression sélective de souches bactériennes résistantes a ces

agents. Une fois présent, le mécanisme conférant la résistance peut entrainer une résistance

croisée a I’égard d’autres antimicrobiens [36].
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Tableau I1.2 Facteurs contribuant a la résistance aux antibiotiques [36]

Facteur

Exemple

Emergence de la résistance

Usage abusif d’antibiotiques ;

Gravité accrue de I’état des malades hospitalisés ;
Manque de fidélité au traitement ;

Durée trop courte ou dose sous-thérapeutique ;
Diagnostic non confirmé d’infection bactérienne ;
Utilisation inadéquate d’antibiotiques dans les pays
en voie de développement.

Propagation des souches résistantes

Mesures d’hygiéne inadéquates dans les hopitaux ;
Non-respect des directives de lutte contre les
infections ;

Promiscuité des patients hospitalisés ;

Réduction du personnel infirmier et de soutien ;
Déplacements accrus des patients (transferts de
patients colonisés ou infectés entre hopitaux et
milieu communautaire) ;

Voyages internationaux

Utilisation d’antibiotiques dans le secteur

agro-alimentaire

Animaux destinés a la consommation ;

Agriculture et aquaculture

Utilisation d’antiseptiques et de désinfectants

Agents antibactériens dans les produits d’entretien
ménager, le dentifrice, les pastilles contre le mal de

gorge, les savons, etc.

L’usage d’antibiotiques topiques a aussi €t€¢ associ€¢ au développement de résistance aux agents

utilisés [36].
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I1.5 La multi résistance

La définition de la multi résistance est difficile a établir. 11 est couramment admis de parler
de multi résistance lorsqu’une souche bactérienne a accumulé sur son profil sauvage de
sensibilit¢ aux antibiotiques des résistances acquises telles que la souche ne reste sensible qu’a

un nombre restreint d’antibiotiques utilisables en thérapeutique [37] .

Les scientifiques ont découvert que les genes de résistance étaient facilement capturés,

disséminés et échangés d'une bactérie a lautre par le transfert génétique des plasmides.

Le risque principal de la multi-résistante aux antibiotiques est de ne trouver aucun

traitement capable d'éliminer la bactérie en cas d’une infection [38].

Les travaux de chercheurs révelent aujourd’hui pour la premiére fois comment les
bactéries acquierent ces propriétés de multi résistance. Ce sont en fait les antibiotiques eux-
mémes qui provoquent la synthése de I'enzyme bactérienne qui capture les geénes de résistance
et permet leur expression dans I'intégrons. Cette enzyme favorise en outre le réagencement, au
hasard, des geénes de résistance au sein de I'intégrons. Or, I'ordre de ces génes dans I'intégrons
détermine le degré de priorité pour leur expression : les premiers sont les plus exprimés et
conferent a la bactérie les résistances correspondantes. Les derniers restent silencieux tout en
étant néanmoins conserves, en réserve. Lors d’un nouveau réagencement, déclenché par la prise
d’un antbiotique par exemple, ils seront susceptibles de se retrouver dans les premicres
positions, et d’apporter a la bactérie les résistances requises face a ce médicament. Les bactéries
qui possédent alors la bonne combinaison de génes pourront survivre et assurer le maintien du

potentiel de résistances au fil des générations.

Ces travaux démontrent combien les stratégies d’adaptation bactériennes face aux
antibiotiques sont efficaces, aussi bien a court qua long terme. lls caractérisent ainsi
précisément les contraintes liées a la génétique des bactéries, que devront prendre en compte

les mesures de santé publique a venir pour lutter contre le probleme de multi résistance [39].

11.6. Les bactéries multi-résistantes

11.6.1. Définition
Les bactéries sont dites multi résistantes (BMR) aux antibiotiques lorsque, du fait de
I'accumulation des résistances naturelles et acquises, elles ne sont plus sensibles qu’a un

nombre restreint d’antibiotiques utilisables en thérapeutique [40].
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La multirésistance concerne les bactéries responsables d’infections communautaires a
I'exemple des pneumocoques ou les bacilles de la tuberculose et les bactéries responsables
d’infections nosocomiales ou associées aux soins. Certaines résistances sont particulierement
importantes a prendre en compte, car elles concernent des espéces bactériennes qui sont a la
fois commensales susceptibles de disséminer dans la population genérale et a fort potentiel
pathogeéne. C’est le cas des Staphylococcus aureus résistants a la méticiline (SARM) et des

entérobactéries productrices de B-lactamases a spectre étendu (EBLSE) [40].

11.6.2. Les types de BMR

11.6.2.1 hospitalier
% SARM:

S. aureus est une des principales espéces responsables d'infection nosocomiale. Le
développement incontrole des épidémies de SARM et les preuves répétees de leur diffusion

clonale justifient a eux seuls la mise en place d'un programme de lutte contre les BMR [41].

Staphylocoque aureus est une bacterie « cocci a Gram + », groupés en amas. S. aureus
survit plusieurs semaines sur les surfaces inertes (surfaces, dispositif médicaux, stéthoscope,
clavier d’ordinateur, téléphone...) qui deviennent autant de réservoirs a lorigne de la

contamination des mains des utilisateurs, professionnels et patients.

S. aureus est responsable de pres de 20 % des infections nosocomiales. Dans moins de
30% des cas, il est résistant a la méticilline (SARM), c’est-a-dire résistant a toutes les béta-
lactamines et il est principalement impliqué dans les infections cutanées et les infections du site

opératoire (30%), des voies urinaires et respiratoires (20%) et les bactériémies (10%).

La transmission est manuportée. L’introduction des solutions hydro-alcooliques (SHA) a

I’hopital a permis de réduire significativement I'incidence des infections a S. aureus et a SARM.
[42]

s EBLSE :

Les entérobactéries dans leur ensemble représentent 35 a 40% des bactéries responsables
d'IN. Les EBLSE représentent environ 1% des bactéries isolées des IN [41]. Les entérobactéries

sont des Bacilles a Gram négatif [42].
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Les souches d'E-BLSE principalement Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes et
a un moindre degré Escherichia coli, Proteus mirabilis, Citrobacter sp sont résistantes a de
nombreuses [-lactamines (sauf imipéneme), et souvent céphamycines pour les espéces qui y
sont naturellement sensibles, et tres souvent résistantes aussi aux aminosides et aux

fluoroquinolones [41].
< Entérocoque résistante a la vancomycine (ERV) :

Représentent environ 1% des souches d'entérocoques isolées a [I'hopital. On retrouve

principalement [41] :
« Acinetobacter baumannii :

Acinetobacter baumannii est une bactérie « coccobacill » a Gram négatif aérobie strict.
Responsable de pneumonies, de bactériémies, d’infections urinaires et de méningites

nosocomiales [42].

Représentent 2 a 4% des bactéries responsables d'IN, jouent un rdle non négligeable dans
certains secteurs hospitaliers (soins intensifs) et sont parfois a l'origine de bouffées
épidémiques dans lesquelles la contamination de I'environnement des patients porteurs joue
un réle. Certaines souches épidémiques résistantes a limipénéme conduisent a des impasses
thérapeutiques. [41]

A.baumannii  résiste aux antibiotiques par la production de pénicillinases et/ou

céphalosporinases et/ou carbapénémases [42].
¢ Pseudomonas aeruginosa multirésistant :

Les souches de P.aeruginosa résistantes aux R-lactamines (ticarcilline, ceftazidime ou
imipéneme) ont tendance a étre résistantes aussi aux aminosides et aux fluoroquinolones . Dans
les hdpitaux concernés, ces souches doivent faire lobjet d'une stratégie spécifique, notamment
d’une politique de prescription des antibiotiques, et des mesures de controle de I’environnement
[41].

11.6.2 Communautaire
Les BMR communautaire sont des bactéries impliquées dans les infections survenant en

dehors d'un établissement de santé, par opposition des BMR hospitaliers.

Ces germes sont caractérisés par une probabilité¢ de resistances relativement faibles, les

plus fréquentes de ce type de BMR sont les pneumocoques et les bacilles de la tuberculose.
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¢+ Streptococcus pneumoniae:

Est un pathogéne majeur, responsable d’infections communautaires a type de
pneumonies, de bactériémies, de méningites, d’otites et de sinusites, le pneumocoque a acquis
au cours des cing dernieres décennies de nombreuses résistances a : sulfamides, tétracyclines,
érythromycine, pénicilline et chloramphénicol. La résistance du pneumocoque aux R-
lactamines est liee a une modification des protéines de liaison aux pénicillines (PLP). la
surveillance de la sensibilité du pneumocoque aux antibiotiques est nécessaire afin d’adapter

les recommandations thérapeutiques des infections penumococciques.
+ Bacille de la tuberculose :

Le bacille de la tuberculose peut devenir résistante aux antimicrobiens utilisés pour guérir
la maladie. La tuberculose multi résistante (MR) est une tuberculose contre laquelle I'isoniazide
et la rifampicine, les 2 antituberculeux les plus puissants, ne sont pas efficaces. La mauvaise
gestion du traitement antituberculeux et la transmission interhumaine expliquent la propagation

de la tuberculose multi résistante [43].

11.7. Conséquence de la résistance bactérienne

L’antibiorésistance rend difficile le traitement de certaines infections, méme initialement
bénignes : le colibacille responsable des infections urinaires devient ainsi de plus en plus
résistant aux antibiotiques. Elle concerne aussi des maladies infectieuses plus graves comme

les pneumonies ou les méningites.

Lorsqu’une personne est atteinte d’une infection a bactérie résistante, le médecin a du mal
a trouver le bon antibiotique : I'infection dure plus longtemps et peut entrainer d’avantage de
complications, parfois méme le décés. Les antibiotiques utilisés contre une infection résistante

sont également plus arisque d’effets mdésirables, y compris d’antibiorésistace.

[’augmentation de la résistance aux antibiotiques est particulierement inquiétante pour
les personnes les plus fragiles (agées, malades, femmes enceintes, nourrissons...). Elle peut
compromettre les avancées que la médecine a effectuées depuis plus de 70 ans. Par exemple,
les patients bénéficiant d’interventions chirurgicales complexes, de greffes ou de
chimiothérapies innovantes ont besoin de traitements antibiotiques efficaces pour pouvoir étre

bien soignés.
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En 2019, plus de 120 000 personnes ont eu une infection par une bactérie résistante aux

antibiotiques et on a évalué¢ a 5 500 le nombre de déces liés a I'antibiorésistance.

Prés d’1,3 million de décés dans le monde peuvent étre attribués aux infections résistantes aux
antibiotiques (en particulier par le colibacille Escherichia coli et le staphylocoque doré), selon

une étude récente [44].

11.8. Méthodes de détermination de la résistance bactérienne

11.8.1. Antibiogramme par diffusion des disques

L’antibiogramme permet de déterminer la sensibilit¢é des bactéries aux antibiotiques, les

antibiotiques utilisés dans cette étude ont été choisis selon leur spectre d’activité qui s’étend
vers les espéces étudiees . [45]

11.8.2 Déterminationde la concentration minimale inhibitrice (CMI)
La CMI est définie comme la plus faible concentration d'un antibiotiqgue donné qui inhibe

toute croissance visible d'une souche bactérienne donnée, apres 18 heures d'incubation a
35°C.[46]

C'est un paramétre essentiel en clinique, puisque relié a la pharmacocinétique de
l'antibiotique (concentrations au niveau du foyer infectieux, demi-vie et donc temps de contact
avec la bactérie), il permet de prédire l'efficacité ou non du traitement. Ainsi, il sera possible de

classer chaque souche bactérienne entre trois catégories pour chaque antibiotique :[47]

La souche estSensible 1, gouche estIntennédiaire  La souche estRRésistante

i i
[]
Concenrafon crifque infiricure Concenbafon crifque supinzure
Lowser breakpoint Uppzr brezkpoini

Figure 11.5 Catégorisation d'une souche bactérienne en « sensible », «intermédiaire » ou

« résistante » en fonction de la CMI et des concentrations. critiques ¢ et C [47]

v Si la CMI de la molécule pour cette souche est inférieure ou égale a une
concentration. critique inférieure notée c, la souche est catégorisée sensible («S»),

le traitement peut étre instauré chez le patient avec une forte probabilité de succes.
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v' Si la CMI de la molécule est strictement supérieure a une concentration critique
supérieure notée C, la souche est catégorisée résistante («R»), le traitement sera trés
probablement un échec.

v' Sila CMI est supérieure a ¢ mais inférieure ou égale a C, la souche est classée
intermédiaire («I»).

Les CMI peuvent étre déterminées par differentes méthodes. La référence est la
micro-dilution en milieu liquide, peu pratigue en routine. On utilisera alors
préférentiellement le gradient par bandelette E-Test &, méthode de diffusion en gélose .

[47]
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Figure I1.7 déterminations de la CMI par la micro
dilution en milieu liquide [47]

Figure I1.6 Figure 13 Systeme E-test [48]
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11.8.3 Déterminationde la concentration minimale bactéricide (CMB)

La concentration minimale bactéricide est la plus petite concentration d’antibiotique qui

laisse un faible pourcentage de bactéries survivantes.

La CMB est déterminée secondairement a la CMI, on dénombre les bactéries survivantes
en présence de concentrations d’antibiotique supérieures a la CMI. On utilise la méthode de
dilution en milieu liquide. Il serait préférable d’utiliser la méthode en micro-dilution plut6t
qu’en macro-dilution, ceci permettrait de diminuer les variations de résultats dues a la

technique.

Le rapport CMB/CMI permet de savoir si 'antibiotique a un effet bactéricide (CMB/CMI
inférieur a 2) ou bactériostatigue (CMB/CMI tres supérieur a 2) et on définit une souche comme

tolérante lorsque que son rapport CMB/CMI est supérieur a 32 [49].

Détermination des CMI

Détermination des CMB
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de croissance

Dilution l

U"’ bacténies'ml
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La plus faible concentration de I'antibiotique
qui empéche une croissance visible aprés une
incubation de 18-24h => CMI (concentration
minimale inhibitrice).
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Figure I1.8 Détermination de la CMI et la CMB [50]
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111.8.4. Etude de I’effet de 1’association des antibiotiques sur les bactéries : la
synergie
La synergie résulte d’une interaction positive entre deux antibiotiques dont Iaction

antibactérienne conjointe est supérieure a la somme des actions de chacun des deux

antibiotiques pris isolément.

Une synergie ou un antagonisme observé in vitro ne sont pas toujours extrapolables en
clnique. En effet, les conditions d’action in vivo de deux antibiotiques peuvent étre influencées

par des parametres pharmacocinétiques et pharmacodynamiques mal pris en compte in vitro.

Les données expérimentales in vitro, a condition de reproduire des caractéristiques
pharmacocinétiques proches de celles obtenues chez 'homme, permettent d’approcher I'ntérét
potentiel d’une association. In vitro, on observe une synergie essentiellement en associant deux
antibiotiques bactéricides. La synergie d’une association vis-a-vis d’une espéce bactérienne
n’est pas extrapolable a une autre espéce. La recherche d’une synergie n’est habituellement
justifiée que dans les situations ou la bactéricidie est difficile a obtenir avec un seul antibiotique
. index thérapeutique faible (rapport concentration locale/CMI faible), défenses locales ou

générales inopérantes... [51]
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I11.1. Objectif de I’étude

Dans les hépitaux, les infections associées aux soins peuvent étre provoquées par des
bactéries résistantes a une ou plusieurs sorte(s) d'antibiotiques. Ce sont les bactéries dites
«multirésistantes ». Elles contribuent a réduire l'efficacité du traitement aux antibiotiques et

donc a augmenter sa durée.

Ce travail expérimental qui entre dans ce contexte a pour objectif principal lisolement et
lidentification de certaines bactéries hospitalieres puis I'étude de leurs résistances aux

antibiotiques.

I11.2. Lieu et durée de I’étude
Ce travail a été effectué au niveau du laboratoire central de I'hopital Mohamed Boudiaf

a Medéa.

HOSPITALIER DE wmEpEa
' EA

: .A—Q_a 3

Figure 111.1 : L’établissement public de 'hopital Mohamed Boudiaf a Médéa

L’établissement public de 'hdpital Mohamed Boudiaf a Médéa est composé de plusieurs

services :

Service de médecine interne homme, service de médecine interne femme, la chirurgie
homme, la chirurgie femme, la pédiatrie, le pavillon des urgences, service de radiologie, le

laboratoire central, le laboratoire d’anatomie pathologique...

Notre stage a ¢été effectué au niveau de laboratoire centrale (unité d’analyse
bactériologique), qui dispose presque tous les moyens nécessaires a la réalisation de notre

recherche, et cela s’est déroulée a partir de 28 janvier 2024 jusqu’a 11 Avril 2024.
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Le laboratoire est situé au niveau du rez de chaussée qui est divise comme suit :

= Un bureau pour les médecins assistants.

= Le bureau du chef service.

= Une salle de réception, pour recueillir les prélevements

= Une salle spécialement faite pour les appareils de la biochimie.

= Une salle pour la réalisation des analyses biochimiques (méthode semi-
automatique)

= Une salle pour la réalisation des analyses seérologiques et test de coagulation

= Une salle pour la réalisation des analyses hématologiques

= Une salle pour la réalisation des analyses bactériologiques

= Une salle pour la réalisation des analyses parasitologiques

= Une pharmacie

= Secrétariat

= Chambre de garde

= Vestiaire
Il comprend cing unités d'analyse biologique :

= Bactériologie
= Parasitologie
= Sérologie

= Hématologie

= Biochimie
Les personnels exercant au niveau du laboratoire

= Un chef de service (laborantin diplome d'état)
= Meédecin hématologue et médecin biologiste
= Laborantins dipldment d'état

= Biologistes

= Une femme de ménage
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111.3. Matériels, réactifs et milieux utilisés

111.3.1 Matériels
Le matériel utilisé durant cette étude est listé ci-dessous et présenté dans la figure 111.2 :

= Microscope optique;
= Bec bunsen,
= Pipettes pasteur;
= Anse de platine;
= Boites de Pétri;
= Des tubes ;
= Lames et lamelles ;
= Etuve;
* Pince;
= Ecouvillons ;
= Agitateur Votex ;
= Jarre (pour création d’un milieu anaérobique) ;

= Pjed de coulisse.

Figure 111.2 : Matériels utilisés
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111.3.2 Milieux de culture

A. Milieux d’isolement

Les milieux d’isolement utilisés durant cette étude sont listés ci-dessous et présenté dans la
figure 1.3 :
= Gélose nutritive
= Gélose Hektoen
» Gélose Chapman
= Gélose au sang (Milieux enrichis)

= Gélose Mueller Hinton

Gélose au B
sang

MH\ Hektoen B8

/
o A Y

Figure I11.3 : Les milieux d’isolement utilisés.

B. Milieux d’identification biochimique et métabolique
Une Galerie API20E (Figure 111.4) est utilisée comme milieux d’identification biochimique

et métabolique des entérobactéries.

v

LVE IGELI GLUAMAN INo  soRARHA sac MmeLAamy  ARA

HesAure Toa InD A

Figure 111.4 : API20E
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111.3.3 Réactifs
Les principaux réactifs utilisés lors de cette étude sont :

= L’eau oxygénée

= Eau physiologique

» La NN-diméthyl-paraphénylene diamine (Disques)
* L’huile

* Les additifs

= Les colorants : Violet de gentiane, Lugol, Alcool, La fuchsine phéniquée

Figure I1L.5 Les réactifs utilisés
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111.3.4 Disques d’antibiotiques
Les antibiotiques utilisés sont récapitulés ci-dessous :

Tableau 111.1 : Antibiotiques utilisés

P-lactamines Les Aminosides Les Macrolides Quinolones Autres
Pénicilline(P) Gentamycine (GEN) | Eryvthromyeine(E) | Ciprofloxacine (CIP) | Triméthoprime-
Amoxicilline ANX) Amikacine (AN/AK) |Linomycine (L) Lévofloxacine (LVX- | Sulfamides (SXT-COT)
Céfoxitine (FOX) Tobramycine (TM) Clindamycine{CM) | LEV) Colistine (CL-CS-CT)
Aztréonam{ATM) Kanamycine(K) Pristinamyecine(PT) | Acide nalidixique(NA) | Tétracyeline(TE)
Céfazoline (CZ) Mitelomycine(INET) Ofloxacine(OFXPEF) | Furanes(FT)
Céfotaxime (CTX) Acide fusidique (FA)
Ticarcilline (TIC) Rifamycine (RIF)
Piperacilline (PIP) Fosfomycine(FOS)
Oxacilline{OX) Vancomycine(VA)
Céftazidime(CAZ)

Imipénéme(IMP) Chloramphénicol{C)
Ampicilline (AMP/AM)

Amoxicilline+Acide

clavulamque (AMC)

111.3.5 Matériel biologiques

Il s’agit des :
» Echantillons d’urine
= Echantillons de pus

Figure I11.6 : Le matériel biologique

I11.4. Méthodologie de travail

Les échantillons collectés (Urines+ pus) durant notre période de stage ont été prélevés sur
186 patients dont la plupart sont hospitalisés, seulement 112 d’entre eux présentaient un résultat
positif entre les prélevements de pus et d’urine, ou on a trouvé des échantillons avec des

bactéries sensibles et d’autres avec des bactéries multirésistantes.
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La saisie informatique et lanalyse statistique de ces données est réalisée a I'aide du

logiciel Microsoft Excel 2019.

Le protocole expérimental suivi pour étudier la sensibilité aux antibiotiques des bactéries

qui ont été collectées est représenté par le schéma suivant :

Réception des prélévements dans I"Hopital
Boudiaf Mohamed & Médéa

Gine |
/ ~ Ve

Etude cytobactériologique de pus

-
| Etude cytobactériologique des urines

-Examen macroscopique -Examen macroscopique

-Examen microscopique -Examen microscopique

| -Mise en culture (Tsolement) AN -Mise en culture (Isolement) ),
e S

Identification des bactéries
-Etude macroscopique
-Etude microscopique

-Etude biochimique

|

e ™\
L*antibiogramme et 1’étude de I°effet des
ATB sur les BMR

Figure 111.7 : Le protocole expérimental suivi pour étudier la sensibilité des bactéries aux
antibiotiques
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1.5 Les prélévements
Les prélevements recus au laboratoire sont accompagnés d’une fiche de renseignement

qui comporte :

= Nom et prénom du malade.
= Age et sexe.
= Service d’hospitalisation.

= Nature de prélevements.

111.6 Méthodologie de diagnostique

111.6.1 Examen cytobactériologique des urines

L'examen cytobactériologique des urines (ECBU) est une analyse d’urines prescrite dans
le cadre d’un diagnostic ou du suivi d’une infection du tractus urinaire, celui-ci étant
normalement stérile. L’ECBU permet de confirmer I'infection urinaire et d’identifier I'agent

responsable. La notion d’infection urinaire est liée a la présence de symptomes .[52]

A. Examen macroscopigue

L’examen macroscopique permet de noter les principaux caractéres des urines émises, en
I'occurrence : I'aspect qui peut étre limpide, louche, trouble. La couleur qui peut étre jaune
pale, ambrée, hématiqgue ou éventuellement colorée par les médicaments. La présence de
sédiments et leur abondance donnant un aspect floconneux, cristallin, blanchatre (phosphate),

rouge brique (acide urique) ou rose [53].

B. Examen microscopique a I’état frais

C’est un examen cytologique permet de dénombrer les éléments figurés contenus dans un
volume donné de l'urine a étudier. Leur concentration est exprimée par millilitre. Cet examen
est quantitatif par comptage des leucocytes et des hématies et qualitatif par recherche d’autres
éléments figurés de l'urine (cristaux, cylindres, bactéries, levures, parasites) comme le montre
les figures 111.8 [54] . Cet examen est réalisé en dépose deux goutes des urine homogénéisés

entre lame et lamelle sans coloration puis examiner sous microscope a l'objectif 40.[54]
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Phosphates
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Figure 111.8 : Interprétation des résultats de I’examen microscopique des urines

(a) Présence des cristaux, (b) Présence des globules graisseuses, (c) Présence des levures

C. Mise enculture

Cette étape est trés importante car elle permet I'isolement et identification du (ou des)
germes pathogeénes afin de permettre I’étape d’identification. L’importance de cette étape réside
dans le choix d’un milieu de culture adapté a la pousse des germes les plus fréquemment

impliqués dans les infections urinaires, et aussi la connaissance des exigences culturales des
germes en cause.

Les milieux utilisés doivent permettre une numération des bactéries les plus frequemment
rencontrées, c’est a dire les entérobactéries, les Pseudomonas, les Staphylocoques et les
Entérocoques qui sont toutes des bactéries peu exigeantes et a cultures rapides en routine on
utilise une gélose nutritive (GN) .[55]

I1 existe plusieurs méthodes pour la mise en culture des urines, mais au niveau de I’hopital

Boudiaf ils utilisent la méthode de VERON (KASS modifiée) réalisée comme suit:
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0.1 ml d’urine bien mélangée est diluée dans 9.9 ml d’eau distillée stérile a I'aide d ’une
pipette calibrée a 0.1 ml ; puis 0.1 ml de cette dilution est ensuite aussitot étalée sur une gélose
nutritive .[56]

On dépose parallélement deux goute d’urine non diluée sur le bord de la boite qui contient
le gélose Hektoen ou BCP ou Mac Conkey puis on étale en large strie puis en strie serrées et a
chaque fois on tourne la boite 60 degrés et on recommence l'ensemencement (Figure 111.7). Les
boites sont incubées a 35°C pendant 18 & 24h .[56]

Nous utilisons juste les 2 milieux : Hektoen et la gélose nutritive.

Figure I11.9 Ensemencement d'urine dans la gélose nutritive
La purification se fait en poursuivant le repiquage sur le méme type de milieu jusqua
I’obtention d’un isolat pure présentant les mémes caractéristiques que celui obtenu en premier
isolement. La derniére culture pure doit étre faite sur gélose nutritive pour faire 'objet d’autres

tests d’identification .[55]

111.6.2 Examen cytobactériologique de pus

A. Examen macroscopigue

L’aspect, la couleur et la consistance des prélévements regus dans une seringue ou dans

un récipient stérile, doivent étre soigneusement examings.

La couleur des prélevements qui sont généralement va du jaune-vert au rouge brun, une
couleur rouge est généralement due a un mélange avec du sang ou de ’hémoglobine. Le pus
peut étre aussi colore en bleu-vert par la pyocyanine ou la pyoverdine élaborée par

Pseudomonas aeruginosa.
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Le pus peut étre : épais, visqueux, élastiqgue, mélange ou non de sang, fluide, séreux ou
séro- hématique. Il peut étre homogeéne ou granuleux. Dans certains cas, de petits grains jaunes,

noirs, rouges ou blancs sont apparents.

L’odeur des prélévements peut orienter le biologiste. En effet, une odeur fétide,
excrémentielle, est I'une des caractéristiques des infections anaérobies ou mixte

aérobieanaérobie .[57]

B. Examen microscopique
Il est fondamental et suffit parfois pour établir un diagnostic immédiat. Un frottis pour
coloration de Gram ou coloration au bleu de méthylene et examen microscopique doit étre fait

pour chaque prélevement.

Pour ce faire, a I'aide d’une anse, faire un frottis uniforme de la partie la plus purulente
du prélévement sur une lame propre. Dans le cas de I’écouvillon, étaler doucement I’écouvillon
de coton sur la surface de la lame sans frotter ni appuyer. Laisser la lame sécher a I’air ou dans

une étuve. Fixer & la chaleur, colorer et examiner le frottis a I'objectif (X100) [57].
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C. Mise enculture
Le prélevement est ensemencé sur le bouillon glucosé Tamponné (BGT) et incubé a 37°C
pendant 24 a 48 heures a I'étuve. Le bouillon d’enrichissement est ensuite repiqué sur des

milieux gélosés spécifiques (GSC,GN, Héktoen , Chapman) pour I' isolement (Figure 111.10).

Les boites doivent étre maintenues pendent 24 a 48 heures a I'étuve a 37°C dans

differentes atmosphéres (aérobies, anaérobies : pour la gélose au sang) [58].

Figure I11.10 : Ensemencement de pus

I11.7 Identification
Dans cette étude, on s'intéresse a lidentification des entérobactéries type BLSE,
Staphylocoque aureus résistants a la méticilline, Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter

baumannii sur la base des caracteres culturaux et biochimiques.
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111.7.1 Etude macroscopique
Cette étude est basée sur I'observation macroscopique des colonies directe a I'ceil nu.
Elle permet de décrire la taille, Paspect, la couleur, la consistance, le contour, 'opacité, et la

forme des colonies.

111.7.2 Etude microscopique

> Examen a I'état frais

Il permet l'observation des bactéries vivantes et la détermination de leur morphologie,
de leur mode de groupement, leur mobilité éventuelle et la quantité approximative de

bactéries .

> Coloration de Gram

Cette technique permet non seulement d’observer la forme des cellules mais aussi de
différencier entre deux grands groupes taxonomiques différents : les bactéries Gram positives

et les bactéries Gram négatives.
Elle consiste a (Figure 111.11) :

- Préparer la lame et I'échantillon comme pour un état frais.

- Etaler la suspension bactérienne en un film mince et régulier sur la lame avec une anse
de platine par un mouvement circulaire (étalement de 2 a 3 cm de diamétre).

- Laisser évaporer a sec soit a I'air libre, soit en tenant la lame bien au-dessus de la
flamme, le frottis doit devenir terne mais ne doit ni brunir, ni bruler.

- Recouvrir le frottis par le violet de Gentiane, laissé agir une minute ; rincer a I'eau
distillée.

- Fixation et mordancage : verser le lugol et le laisser agir pendant une minute, rincer a
I'eau distillée.

- Décoloration : laver la lame avec l'alcool et laisser agir pendant 30 secondes, rincer a
I'eau distillée.

- Recoloration : Verser guelgues gouttes de fuchsine basique et laisser agir pendant une
minute, rincer a 'eau distillée.

- Séchage : laisser la lame sécher puis ajouter une petite I'huile de ceédre et examiner avec

un microscope optique a I'objectif a immersion (grossissement x 100).[59]
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Figure 111.11 : Les étapes de coloration de gram

111.7.3 Etude biochimique
A. Tests d’identification

“ Présentation de la galerie miniaturisée API

Les galeries API se présentent sous la forme d’une série de petits tubes, nommés
tubules, correspondant chacun a un test biochimique spécifique. Chaque tubule est ouvert a
son extrémité supérieure par une cupule pouvant étre remplie, ou non, de liquide afin de
placer le tube dans des conditions particulieres. Chaque tube contient un substrat défini
(ONPG, ADH, GEL...) et avec lequel les micro-organismes réagissent differemment .La

lecture des codes obtenues est faite a I'aide du logiciel d'identification (API web). [60]
Il existe plusieurs galeries pour I'identification des staphylocoques, les streptocoques ....

Au niveau de I’hopital, on travail juste avec la galeric API 20 E pour I'identification des

entérobactéries.
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« Mode opératoire
La procédure consiste a suivre les étapes suivantes :
- Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ 5 ml d’eau
distillée dans les alvéoles pour créer une atmosphere humide.
- Remplir tubes et cupules des tests encadrés : CIT, VP, GEL, avec la suspension
bactérienne.
- Remplir uniquement les tubes et non cupules des autres tests.
- Créer une anaérobiose dans les tests soulignée : ADH, LDC, ODC, URE, H2S en
remplissant leurs cupules avec I'huile de paraffine.
- Refermer la boite d’incubation, coder et placer a 37C° pendant 18-24 h [61].
s Lecture
Noter sur la fiche de résultat toutes réactions spontanées. Si le glucose est positif et/ou
si trois tests ou plus sont positifs (voir tableau A annexé), révéler les tests nécessitant
I'addition de réactif :

= Test VP : ajouter une goutte de réactif VP1 et VP2, Attendre au minimum 10 min.
Une couleur rose franche ou rouge indique une réaction positive.

= Test TDA : ajouter une goutte de réactif TDA. Une couleur marron foncé indique
une réaction positive.

= Test IND : ajouter une goutte de réactif de Kowacs. Un anneau rouge obtenue en

2 min indique une réaction positive [62].
B. Testde la Catalase [63]
% Mode opératoire

A partir d’un milieu solide et aérobie, prélever une quantité suffisante de culture et la

mettre en suspension dans une goutte d’eau oxygénée déposée sur une lame.

¢ Principe
La catalase estune enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d’hydrogéne (H202):
H202 — 2 02 + H20
Le test consiste a mettre des bactéries en quantité suffisante en contact de peroxyde
d’hydrogéne (H202). Si elles possédent la catalase, elles dégradent le peroxyde d’hydrogeéne en

eau et dioxygene visible par la formation de bulles.
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s Technique
Ce test consiste a:
- Déposer sur une lame une goutte d’eau oxygénée (= peroxyde d’hydrogene) a l'aide
d’une pipette Pasteur (Figure 111.10).

- Prélever une colonic al'aide de I’anse
- Dissocier la colonie dans la goutte.

oxygénce

(H20:)

o S

il

Figure 111.12 Technique de catalase [63].
% Lecture

S'il y a une production de bulle d'air, on dit que la bactérie posséde de la catalase,

donc elle est Catalase +. Si non elle est Catalase - [63].

C. Testd’Oxydase [64]
% Principe
Le test consiste a mettre en évidence la capacité que posséde la bactérie a oxyder un
réactif incolore (la NN-diméthyl-paraphénylene diamine) en un dérivé rose violacé.
Oxydation

NN — diméthyl — paraphényléne diamine Produit coloré
(Incolore) (Rose violacé)

« Technique
Le disque de papier filtre imprégnés de réactif : 'oxalate de Ndimethyl paraphenyléne

diamine, qui est incolore sous forme réduite et rouge-violet sous forme oxydée a été utilisé.

Comme illustré dans la figure 11.13, déposer, sur une lame porte-objet propre, un
disque «Ox» et I'imbiber avec une goutte d’ecau distillée ou d’eau physiologique stérile.
Prélever une partie de la colonie a I'aide d’une pipette Pasteur boutonnée stérile et I'étaler

sur le disque.
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m il E /

Culture sur GO

Figure 111.13 Technique d’oxydase [64].
s Lecture

Pas de lecture avant 30 secondes environ .Aprés, si on trouve un tache rose violette, on
dit que la bactéric posséde I'activité oxydase, donc elle est Oxydase (+). Si non on dit quelle
est Oxydase (-).[64]

III.8 Détermination de la sensibilité d’une souche bactérienne a un antibiotique

utilisant ’antibiogramme par diffusion des disques

Le tableau I11.2 représente le milieu et 'inoculum adéquat pour chaque microorganisme,

ainsi que les conditions d’incubation [56]

Tableau I11.2 Technique d'antibiogramme (diffusion de disques antibiotiques) [56].

Microorganismes Milieu Inoculum Conditions d'incubation
Entérobactéries, Gélose Mueller-Hinton 0,5 MF en eau 18 heures (4 prolonger pour
Pseudomonas physiologique OXA etVAN/TEC)
aeruginosa,

Acinetobacter
spp-Staphylococcus 35°C
spp.

Enterococcus spp..,
Vibrio spp.Aeromonas Atmosphére ordinaire
spp-, Plesiomonasspp.,
autres bactéries non

exigeantes
Streptococcus spp. Gélose Mueller-Hinton + | 0.5 MF en eau 20-24 heures
5% sangde mouton physiologique
35°C 5%C02
Neisseria ponotrhoeae | Gélose GC+ 1% 0,5 MF en tampon PBS 20-24 heures 35°C 5% C02
supplément
Neisseria meningitidis | Gélose Mueller- 0,5 MF en tampon PBS 18-24 heures 35°C 5% C02
Hinton5% sang de ou eauphysiologique
mouton
Haemophilus spp. Gélose Haemophilus 0,5 MF en eau 16-18 heures 35°C 5% C02

Test Medium" physiologique
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A. Milieu pour antibiogramme

> Le milieu adéquat doit étre coulé en boites de Petri sur une épaisseur de 4 mm

» Les géloses doivent étre séchées avant I'emploi.

B. Préparation de I'inoculum

» A partir d'une culture pure de 18 a 24 h sur milieu d'isolement approprié, racler l'aide
d'une anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques. Dans
le cas de Streptococcus spp. et d'Haemophilus spp, utiliser une écouvillon pour
prélever plus facilement les colonies bactériennes.

» Bien décharger lanse ou I'écouvillon dans 5 a 10 ml d'eau physiologique stérile a 0,9%.
Dans le cas de Neisseria gonorrhoeae, décharger lanse dans 1 a 2 ml de tampon
phosphate stérile a pH 7,2.

» Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a
0.5MF ou a une D.O. de 0,08 & 0,10 lue & 625 nm. L'utilisation d'un densitometre est

fortement souhaitable.

C. Ensemencement

» Tremper un écouwvillon sterile dans l'inoculum.

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

» Frotter l'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seche, de haut en bas, en stries
serrées.

» Répéter l'opération 2 fois, en tournant la bofte de 60° a chaque fois, sans oublier de
faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finir I'ensemencement en passant I'écouvillon
sur la périphérie de la gélose.

» Dans le cas ou l'on ensemence plusieurs boites de Pétri, il faut recharger l'écouvillon a

chaque fois.

D. Application des disques d'antibiotiques
» 1l est préférable de ne pas mettre plus de 6 disques d'antibiotique sur une boite de
90mm.
» Pour les bactéries exigeantes (Streptococcus spp., Neisseria gonorrhoeae, Neisseria
meningitidis, Haemophilus spp.....), ne pas mettre plus de 4 disques par boite de 90
mm.
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» Presser chaque disque d'antibiotique a l'aide de pinces bactériologiques stériles et ne

pas déplacer les disques apres application (Figure 111.13) [56].

La liste des antibiotiques a tester selon la bactérie isolee figure dans le tableau 111.3.

Tableau I11.3 Liste des antibiotiques utilisés dans I’antibiogramme pour chaque espece [56]

Enterobactéries

Pseudomonas

Acinetobacter spp

Staphylococcus

-Ampicilline AMP
-AM-+Ac clavulanique
AMC

-Céfalotine CF
-Céfazoline CZ
-Céfoxitine FOX
-Céfotaxime CTX
-IPM/MéropeneimeIPM
-Amikacine AN/AK
-Gentamycine
-Ciprofloxacine CIP
-Colistine CS-CT
-Chloramphenicol C
-SXT COT
-Fosfomycine FF
-Furane FT

-Ticracilline TIC/TI
-Trc+A
Ac.clavulanique
TTC

-Pipéracilline RIP
-Ceftazidime CAZ
-Aztréonam ATM
-IPM

-Amikacine AN/AK
-Gentamicine GIN
-Tobramycine TOM
-Netilmicine NET
-Ciprofloxacine CIP
-Lévofloxacine
LVXLE
-Fosfomycine
FOS/FF

-Colistine CS

-Ticracilline TIC

- Tre+A
Ac.clavulanique
TTC

-Pipéracilline RIP
-Ceftazidime CAZ
-Aztréonam ATM
-IPM

-Amikacine AN/AK
-Gentamicine GIN
-Tobramycine TOM
-Netilmicine NET
-Ciprofloxacine CIP
-Doxycycline DO
-SXT COT
-Colistine CMI
-Rifampicine RTF

-Peicilline P
-Oxacilline OX
-Cefoxitine FOX
-Amikacine AN/AK
-Gentamicine GN
-Kanamycine K
-Erythromycine E
-Clindamycine
CM/L
-Pristinamycine
PRI'RP
-Ofloxacine OFX
-Choramphenicol
C/CHL
-Vancomycine VA
-Teicoplanine TRI
-Rifampicine
RIF/RA

-SXT COT
-Tetracycline TE
-Acide fusidique FA
-Fosfomycine FOS
-Levotloxacine
LVX-LE
-Clindamycine DA

Figure 111.14 Disposition des disques d'antibiotique dans la gélose MH
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E. Conditions d'incubation
Respecter la température, latmosphére et la durée d'incubation recommandées pour

chaque bactérie (voir tableau 111.2) [56].

F. Lecture

» Mesurer avec precision les diametres des zones d'inhibition a l'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 diametres de zones
d'inhibition seront prises, boite de Pétri ouverte et bien éclairée.

» Comparer les résultats obtenus, aux valeurs critiques figurant dans les tables lecture
correspondantes dans les annexes.

» Classer la bactérie dans l'une des catégories Résistant (R), Sensible(S) ou Intermédiaire
[56].

Boite de Pétn
Pas d’iphibition du
développement ; la
bactérie est O Développement
résistande & cet bacténen sur la
antibiotique gélose maritive

Pastilles
d'antibioticues

Réaction
intermédiaire &
1"antiba oticue
Bactérie sensible &
1"antibd oticue

Schéma représentant un antibiogramme

Figure II1.15 L'antibiogramme
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I11.10. Tests complémentaires
111.10.1. Test de détection de Staphylococcus aureus
A. Principe du test

Le kit Prolex™ Staph Latex contient des particules en latex de polystyréne rouge
sensibilisées par du fibrinogéne et des IgG. Lorsque des colonies de staphylocoques possédant
de la coagulase liée (facteur d'agglutination) et / ou de la protéine A sont mélangées au réactif
Latex, les particules en latex présentent une puissante agglutination dans un délai de 20

secondes [65].

Figure 111.20 Test de détection de staphylococcus aureus

B. Interprétation des résultats
» Résultat positif : Forte agglutination dans un délai de 20 secondes avec le réactif
Staph Test Latex. Si vous avez procédé a un contrle négatif, il ne doit pas y avoir
d'agglutination avec le réactif Latex de Contrdle Négatif. Ignorer toute agglutination
se produisant aprés le délai initial de 20 secondes.
» Résultat négatif : Pas d'agglutination visible des particules du réactif Staph Test
Latex [65].
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111.10.2. Testdouble disque (testde synergie)

A. Principe

¢+ Réaliser un inoculum d'antibiogramme de la souche a tester (qui ne présente pas
limage de synergie sur lantibiogramme).

% La recherche de BLSE se fait dans les conditions standards de l'antibiogramme.

+ Ensemencer avec de I'écouvillon sur la boite MH la suspension de la souche a tester.

% Déposer un disque d’AMC a 30mm centre a centre d'un disque de CTX ou CRO

% Incuber pendant 30 minutes a 37°C dans l'étuve.

% Ressortir la boite aprés ce temps et enlever le disque dAMC et remplacer le par
lantibiotique CTX.

% Incubation a 37°C pendant 18- 24heurs. (CA-SFM, 1998).

B. Lecture

Lecture de diamétre autour des deux disques de CTX montre que le disque initial présente
un diamétre réduit c'est-a-dire la souche résistante, alors que le deuxieme CTX qui est met a la
place de 'AMC présente diametre important de sensibilité qui explique le phénoméne de

synergie entre CTX et AMC avec l'image de bouchon de champagne [66].
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Figure I11.21 Détection de deux souches différentes d’entérobactéries type BLSE.

a. E.coli type BLSE
b.Proteus mirabilis type BLSE
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IV.1. Introduction

Les bactéries multi résistantes (BMR) constituent une menace croissante pour la santé
publique, en raison de leur capacité a défier les effets des antibiotiques. Leur présence dans les
hopitaux représente un défi majeur pour la gestion des infections nosocomiales et souligne la
nécessité d'une approche proactive et globale. Dans ce chapitre, nous aborderons les résultats
de notre étude, qui vise a élargir lanalyse du profil bactériologique et des résistances aux
antibiotiques a travers des services hospitaliers. En repositionnant notre centre d'étude de
maniére holistique, nous visons a obtenir une vision plus approfondie de la prévalence et de la
spécificité des BMR au sein de I'Hopital de Médéa.

IV.2. Prélevements

IV.2.1. Répartition des cultures positives et négatives des préléevements
Le tableau 1V.1 et la figure 1V.1 représentent les données concernant les prélevements

pris pour la réalisation de notre étude.

Tableau V.1 : Répartitions des préléevements

Type de prélévement Culture positive Culture négative
Urine 33 44
Pus 39 30
Répartition des cultures d'urine Répartition des cultures de pus

B Positif M Positif

= Négative M Négative

Figure 1V.1 : Répartition des prélevements
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Durant la période d’¢étude, le pourcentage des cultures positives d’urine est plus élevé
(55%) avec un nombre de (53) prélevements par rapport au pourcentage des cultures négatives
(45%) avec un nombre de (44).

Et le pourcentage des cultures positives de pus est plus élevé (59%) avec un nombre de
(66) prélevements par rapport au pourcentage des cultures négatives (34%) avec un nombre de
(30).

Entre le 28 janvier et le 11 Avril 2024, un total de 112 prélevements a montré des résultats
positifs : 54 prélevements d'urine et 58 prélevements de pus. Parmi ces résultats, 68
prélevements présentaient une infection par une bactérie multi résistante. La répartition de ces
prélevements est la suivante : 23 prélevements d'urine et 45 prélevements de pus. Tous ces
prélevements ont été effectués a partir des 68 patients externes ou admis a I'un des services de
I'hdpital Mohammed Boudiaf de Médéa.

Parmi les cultures positives, 68 prélévements ont montré I'existence des BMR avec un
pourcentage de (61%), par rapport a 44 prélevements, soit 39%, montrant une culture positive

avec des bactéries sensibles.

m Culture positive avec
bactéries sensibles

M Culture positive avec
bactéries multi-
résistantes

Figure 1V.2 : Répartition des cultures positives selon le type de bactéries
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IV.2.2. Répartition des BMR dans les prélevements selon le sexe
Le tableau 1V.2 et la figure 1V.3 représentent la répartition des prélevements selon le sexe des

patients.

Tableau IV.2 : Répartitions des prélevements selon le sexe (Le nombre)

Lo Preéléevements Preléevements de
. . Total
d’urines pus
Sexe
Homme 8 25 33
Femme 17 18 35

Parmi les 68 patients admis a ’hopital (33) sont des hommes avec un pourcentage de (48.5%),

et (35) sont des femmes représentant (51.5%) de la population d’étude.

Répartition en pourcentage Répartition en pourcentage
des prélevementsde pus des prélevementsd'urine
selon le sexe selonle sexe

B Femme B Femme

B Homme ® Homme

Figure 1V.3 : Répartitions en pourcentage des prélevements selon le sexe

Discussion

On constate que les femmes sont la tranche la plus touchée par les infections urinaires
avec un pourcentage de (68%) avec un nombre de (17), par rapport a (32%) pour les hommes
avec un nombre de (8). Ce qui revient a la difference anatomique de lappareil génitale entre

'homme et la femme ce qui rend les femmes plus sensibles aux infections urinaires.
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Par contre, les hommes sont plus touchés par des infections de pus avec un pourcentage
de (58%) avec un nombre de (25) par rapport aux femmes (42%) avec un nombre de (18)

prélevements.

En effet, les hommes sont plus exposé au accidents qui peuvent causés des plaies

devenant par la suite une source d’infection en cas d’absence des bonnes conduites de

stérilisation et d’hygiene.

IV.2.3. Répartition des BMR dans les prélévements selon le service d’hospitalisation

Le tableau 1V.3 et la figure 1V.4 représentent la répartition des prélevements selon le service

hospitalier.

Tableau V.3 : Répartitions des prélevements selon le service hospitalier

Service Nombre de prélévements
Oncologie 01
Hématologie 02
Post opératoire 06
Médecine 21
Gynécologie 07
Traumatologie 06
Chirurgie 11
UuMC 04
Pédiatrie 02
Externe 08

Externe Oncologie Hématologie
Pédiatrie 12% 1% 3%

umcC
6%

Chirurgie
16%

Traumatologie

9%

3%

Gynécologie
10%

Figure 1V.4 : Répartitions des préléevements selon le service hospitalier
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Discussion

La proportion des BMR isolées était plus élevée dans le service de médecine (31%) que
dans les autres services ce qui était déja observé dans une étude tunisienne [67] , suivie par un
pourcentage de (16%) dans le service de chirurgie , (12%) chez les patients externes , (10%) en
gynécologie , (9%) pour le service de traumatologie et le service post opératoire , (3%) pour le
service d’hématologie et pédiatrie et finalement (1%) pour le service d’oncologie.

Presque tous les patients (service de médecine) étaient traités par une antibiothérapie
adaptée, principalement par des béta-lactamines ou des carbapénémes avec une durée de
traitement moyenne de 14 jours, ce qui explique I'augmentation des BMR dans ce service.

D’autre part, bien que le diabéte n’est pas un facteur de risque d’acquisition de résistance
bactérienne, les infections a BMR étaient fréquentes chez les patients diabétiques qui se
trouvent dans le service de médecine.

Les services de médecine, de chirurgie et de gynécologie étaient les plus touchés, ce qui
pourrait indiquer des lacunes dans les mesures de prévention et de controle des infections

dans ces services.

IV.3. Isolement et identification des souches

Les prélevements ont été ensemences sur différents milieux d’isolement. Les colonies qui
possédent les caractéristiques culturales et morphologiques, permettant de suspecter leur
appartenance a un groupe bactérien, sont retenues et subissent d’autres tests d’identification, a
savoir un examen microscopique aprés coloration de Gram et des tests d’identifications
biochimiques (catalase, oxydase et galeric API). L’analyse des prélevements, sur la base de
caractéres culturaux, morphologiques et biochimiques, a permis d’identifier 68 isolats
appartenant a 4 genres différents, Staphylococcus aureus résistantes a la méticilline,

Acinetobacter Baumanii , Pseudomons aerugenosa et des Entérobactéries (BLSE) .

IVV.3.1. Etude macroscopique

A. Les entérobactéries

Certaines colonies se présentent sous une forme muqueuse, grosse, bombée opaque et
crémeuses par exemple Klebsiella pneumoniae (Figure IV.5), d’autres colonies sont incolores,

rondes réguliere ou irréguliere par exemple E.coli. Leur diametre est compris entre 1 et 2,5mm.



64

Chapitre 1V : Résultats et Discussions

Figure 1V.5 : Identification macroscopique d’entérobactérie : Klebsiella pneumoniae
B. Staphylocoque aureus
Sur milieu Chapman, les colonies de S. aureus apparaissent de couleur jaune doré a

mannitol positif. Sur les autres milieux apparaissent comme des colonies blanchatres, peu
arrondies.

Figure 1V.6 : Identification macroscopique de Staphylocoque aureus
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C. Pseudomonas aeruginosa

Isolées, grandes, avec une partie centrale bombée et un contour irrégulier (Figure I1V.7).
Elles sont caractérisées par une autolyse qui donne un aspect métallique verdatre , irisé lors de
la culture en nappe de la bactéric. Ce phénomene est li¢ a I'action des enzymes protéolytiques

bactériennes.

Figure 1V.7 : Identification macroscopique de Pseudomonas aerginosa

D. Acinetobacter baumanii
Sur Hektoen, les colonies d’Acinetobacter apparaissent petites, lisses, arrondies,
circulaires, convexes ayant une coloration bleu-vert (absence de la fermentation du lactose)

dégageant une odeur caractéristique (Figure 1V.8).

Figure 1V.8 : Identification macroscopique deAcinetobacter baumannii
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IV.3.2. L’aspect microscopique
A. L’état frais

L’observation des cellules a I'état frais indique que certaines souches sont mobiles et
d’autres sont immobiles. Le tableau IV.4 représente les caractéres morphologiques des bactéries

a I’état frais.

Tableau 1V.4 : Caractéres morphologiques des bactéries a Iétat frais [56]

Bactérie Observation
o Saureus Immobile
o A baumannii Immobile
¢ Entérobactéries Mobiles avec  ciliature péritriche  ou immobiles

(klebsiella pneumoniae)

s Pseudomonas aeruginosa Mobiles, se déplacant en ligne droite grice a un flagelle

polaire généralement unique

B. Coloration de Gram

L’observation microscopique aprés coloration de Gram nous a révélé la présence de

différentes formes bactériennes (Figure 1V.9).

Les bactéries a Gram positif resteront violettes comme staphylocoque aureus alors que
les bactéries a Gram négatif seront teintées en rose. La présence de bacilles a Gram négatif nous
indique la présence des entérobactéries tel que le genre, Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis, E.coli, aussi du pseudomonas aeruginosa ou de coccobacilles a Gram négatif non

fermentaires (BNF) tel que Acinetobacter baumannii.
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Figure 1V.9 : Examen microscopique apres coloration de Gram (Gx100).

(a) Cocci Gram positive Staphylococcus aureus
(b) Bacille Gram négative Klebsiella pneumoniae
(c) Coccobacilles a Gram négatif d’ Acinetobacter baumanii
(d) Bacille gram négative pseudomonas aerugenosa

1V.3.3. Identification biochimique
A. Galerie API

La figure 1V.10 présente les résultats obtenus en utilisant la galerie API.

Figure 1V.10 : Identification biochimique par galerie API
1. Résultat de I'identification d’Escherichia coli
2. Résultat de T'identification de Klebsiella pneumoniae

3. Résultat de l'identification de Proteus mirabilis
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La lecture de ces réactions se fait a l'aide du tableau A annexé, aprés I'identification est
¢tabli a l'aide d’un logiciel “’Lab.upbm.org : Identifieur microbien”

B. Test d’oxydase
Grace a ce test, nous avons pu faire la distinction entre les bactéries a oxydase positive
qui donnent une coloration rose violacée (Figure IV.11) qui s’explique par I'oxydation du

réactif comme chez Pseudomonas aeruginosa.

Par contre les bactéries a oxydase négative restent incolores ce qui indique que la bactérie
n’est pas capable d’oxyder le N-diméthyl paraphénylene diamine comme chez les
entérobactéries (Klebsiella pneumoniae, , Enterobacter cloacae) et Acinetobacter et
staphylocoque aureus.

Figure 1V.11 : Résultat du test d’oxydase positive pour Pseudomonas aeruginosa

C. Testde catalase

Dans cette étude, nous avons pu distinguer les bactéries a catalase négative et les bactéries
a catalase positive par la formation des bulles de gaz. Cela indique que les bactéries possédent
I'enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d’hydrogéne pour libérer le dioxyde
d’oxygéne comme chez Staphylococcus aureus et les entérobactéries (Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter cloacae , pseudomonas aerugenosa et staphylocoque aureus) (figure 1V.12). Dans
le cas échéant, pas de formation des bulles d’oxygene, la bactérie ne possede pas donc I'enzyme

de catalase comme Acinetobacter baumanii.
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Figure 1V.12 : Résultat du test de catalase
(a) Catalase négative pour Acinetobacter Baumanii
(b) Catalase positive pour Klebsiella pneumonie

D. Testde coagulase
La réaction est considérée comme positive lorsque le réactif est coagulé au bout de 20 s,
ce qui nous a permis de confirmer que la bactérie de résultat positif appartienne a I'espéce

Staphylococcus aureus (figure 1V.13).

Figure 1V.13 : Mise en évidence de la coagulase libre chez staphylococcus aureus



70
Chapitre 1V : Résultats et Discussions

IV4. Répartitiondes BMR selon1’espéce

Durant la période d’¢étude, 68 échantillons bactériennes multi résistantes ont été colligées.
Les principales espéces bactériennes isolées étaient : Des entérobactéries type BLSE:
Klebsiella pneumoniae, E.coli et proteus mirabilis. Avec Pseudomonas aeruginosa,

Staphylocoque aureus, et Acinetobacter baumanii.
Les résultats sont présentés ci-dessous (Tableau V.5 et Figure 1V.14).

Tableau I'V.5 : Répartition des BMR selon I’espéce

Espéce Répartition selon le prélévement Nombre Le pourcentage
Urine Pus Total (%)
Klebsiella 06 10 16 24
pneumoniae
E.coli 09 06 15 22
Proteus mirabilis 05 03 08 12
SARM 0 18 18 26
P.aeruginosa 04 02 06 9
A Baumanii 01 04 05 7
Proteus
mirabilis

SARM

12%

E.Coli
22%

P.aeruginosa
9%

A.baumanii
7%

Figure 1V.14 : Répartition des BMR selon I’'espece
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Discussion

La figure montre que Staphylocoque aureus et Klebsiella pneumoniae étaient les espéces
bactériennes les plus dominantes avec (26%) et (24%), respectivement, suivie par E.coli avec
(22%) mais aussi par d’autre bactéries comme Proteus mirabilis (12%) , Pseudomonas

aerugenosa (9%) et Acinetobacter Baumanii (7%).

L’analyse des données de la répartition des BMR selon la nature de I'espéce bactérienne
isolées au niveau des différents services de I’hopital MOHAMED BOUDIAF montre que les
trois souches prédominantes sont Staphylocoque aureus, Klebsiella pneumoniae et E.Coli avec
une différence en pourcentage, cette variabilité peut étre liée essentiellement aux habitudes de

recrutement de chaque service, le nombre d’antibiotiques administrés et la durée du traitement.

Ces résultats sont en accord avec une étude realisée au Centre hospitalier universitaire
(CHU) de Marrakech, et qui a révélé que parmi les BMR isolées durant la période entre 2010
et 2014 chez l'enfant, les Staphylocoques et les Entérobactéries dominaient largement le profil
bactérien suivi par I’Acinetobacter baumanii multi résistant (ABMR) et enfin le PAMR [68].

IV.5. Détermination du profil d’antibiorésistance

IV.5.1. Les résultats des antibiogrammes pour les Entérobactéries type BLSE
A. Pour Klebsiella pneumoniae

Les résultats des antibiogrammes des souches de Klebsiella pneumoniae BLSE ~ (Figure 1V.15)
sont détaillés dans le tableau V.6 et la figure 1V.16 et ils ont été obtenus a I'aide du tableau C

annexé.

Figure 1V.15 : Antibiogramme d'une souche de klebsiella pneumonie.
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Tableau IV.6 : Résultats des antibiogrammes des souches de Klebsiella pneumoniae BLSE.

AntibicErammne
- .
E' %‘ Senvice TrEs CTH | FOX | C5 | CIP | AK | GEN | AMP | ABIC | T FE e N IPRA
FOS5 | 5T | FT | ERT

01 F Ext=rn= Urin= b= 3 5 ] 5 5 R E B F 3 F 5 3
12 | H | Omoologie | Unns 5 5 5 E 5 5 E B B 5 E = 5 5
3| F Hexnara Urin= E 5 5 E 5 5 E 5 i 5 E E 5 5
4| F Exterms Urin= 3 3 5 E 5 5 i 5 = E 5 = B 5
5| F Externs Urin= 5 E. 5 5 5 5 R 5 s 128 5 B 5 5
S| F -:lp;l:;:ire Urin= 5 5 5 5 5 5 E B i E 5 E 5 5
T | F -:lp;l:;:ire Puas E E. 5 E 5 5 E B i E E E B 5
2| F Diedecine Puas E E. 5 E 5 E E B =5 E E 5 5
| F Gymeco Puas E 5 5 3 5 5 E B B 5 E 5 5 5
10 | H | MMedecine Puas E. 3 5 E 5 E E E i E E 5 5 3
11 F Traoumiato Puas E E. 5 E 5 E E 5 i 5 E 5 5 5
12 | H Chirurgie Puas E E. 5 E 5 E E B i E E E B 5
13 | F Gymeco Puas 3 E. 5 E 5 5 i B R 5 5 5 5 5
14 | F Gryméco Puas 5 E. B 5 5 5 E B i 5 5 5 5 5
1= F Diedecine Pas E. E. 5 5 5 R E B F E F 5 3
15| F -:Ipil:;:ire Puas E 5 5 E 5 5 E B i E 5 E B 5
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Taux de résistance

100,00%
80,00%

60,00%

100%

40,00% 759, 81,25%
68,75%

56,25% 5g; i 62,50% 7562,50%

20,00%
25% 25%
0,00% — 0% T

CTX FOX €S CIP AK GEN AMP AMC CZ FOS COT FFT ERT IMP

Taux de résistance

Figure 1V.16 : Profil de résistance aux antibiotiques des souches de Klebsiella pneumoniaec BLSE.

Discussion

Les résultats montrent que les souches de Klebsiella pneumoniae résistent a la plupart
des antibiotiques, avec le taux le plus élevé contre I’Ampicilline (100%), La Céfazoline
(81,25%), lamoxicilline-acide clavulanique (75%), et un taux de résistance moyenne contre :
La Céfotaxime (56,25%) , la Céfoxitine (50%) , la Ciprofloxacine (68,75%), la Triméthoprime
+ Sulfamides (56,25%), La fosfomycine et furane (62,50%) .

Une faible résistance est notée contre la Colistine (6,25%), la Gentamycine et
I'Ertapénéme (25%). Cependant, aucune résistance contre I’Amikacine et I'Imipénéme n’a été

détectée.

B. Pour Escherichia coli

Les résultats des antibiogrammes des souches de Escherichia Coli BLSE  (Figure 1V.17) sont
détailles dans le tableau IV.7 et la figure 1V.18 et ils ont ét¢ obtenus a I'aide du tableau C

annexé.

\_-’_

Figure 1V.17 : Antibiogramme d'une souche d’E.coli
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Tableau IV.7 : Résultats des antibiogrammes des souches de Escherichia coli type BLSE.

5 . E o Antibiogramme
-E é ;’é E CTX FOX | C5 | CIP GEN | AMP | AMC | CZ FE coT F EIP IPM
Fos | 8XT | FT | ERT

01| F Gynéco Urine K 8 s E R R E R S R R s 5
02 | F UMC Urine R R 5 R R R R R S R R S 5
03 | F Externe Urine R R 5 R S R R R S R R S 5
04 | F Meédecine Urine R 8 5 R S R R R S R R S 5
05 | F UMC Urine R 8 5 R R R R R R R R S 5
06 | F Externe Urine R 8 5 8 S R R R S R 8 R 5
o7 | F Phtisiologie Urine S R s 5 8 R E R S R s s R
08 | F Gyneéco Urine S R 5 8 8 R R R S R s 8 5
09 | F Externe Urine S R s E 8 R E S 4 R s s 5
10 | H Chirurgie Pus K 8 s E 8 R E R S R R R 5
11| F Meédecine Pus S R 5 R S R R b S R R S 5
12 | H Meédecine Pus S R 5 R S R R b S R R S 5
13| H Meédecine Pus S R 5 R S R R R S S R S 5
14 | F Meédecine Pus K 8 s E R R E R 4 R R R 5
15| F Meédecine Pus R 8 5 R S R R R R 8 R 5
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Taux de résistance
100% 100%

26,66% 26,66%

6,66% 6,66%
0%

CS CIP AK GEN AMP AMC CCz FF COT FFT ETP IPM
FOS ERT

Figure 1V.18 : Profil de résistance aux antibiotiques des souches d’E.Coli BLSE
Discussion

E. coli était résistante a I’Ampicilline et a I'association Amoxicilline+ acide clavulanique
avec un taux de (100 %), a I’association de la Triméthoprime + Sulfamides (93,33%) , a la
Ciprofloxacine et la Céfazoline avec (80%). Une résistance moyenne a été marqué contre les
Céphalosporines de troisieme génération : la Céfotaxime (60%), la Céfoxitine (53,33%) et un
taux de résistance de (66,66%) contre le furane .

Une faible résistance d’E.coli contre: la Gentamycine et I'Ertapénéme (26,66%),

I'Imipéneme et I’ Amikacine(6,66%) .Aucune résistance contre la colistine n’a ét¢ marquée.

C. Pour Proteus mirabilis

Les résultats des antibiogrammes des souches de Proteus mirabilis BLSE (Figure 1V.19) sont
détaillés dans le tableau V.8 et la figure 1V.20 et ils ont été obtenus a I'aide du tableau C

annexé.

Figure 1V.19 : Antibiogramme d'une souche de Proteus mirabilis type BLSE4
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Tableau IV.8 : Résultats des antibiogrammes des souches de Proteus mirabilis.

Antiblogramme

g 3 3 CIX [ FOX GEN [ AMP [ AMC [FTF [ COT |[F |EIP |IPM |
N § B FOS | SXT ERT
01 Pediame  |Umme [S |9 R |R |R R |R G
02 Externe Urme |R |S S |R [R S K S [S
03 UMC Urnne |R |8 R |[R |R S O
04 Gynécologe | Unme | R |R S |R_|R S S [S
03 Extame Urne |[R |R S |R_|R S [R 5 [S
06 Meédecme |Pu |R R S |R |[R R |R S [S
07 Meédecme  |Pws |R | R S |R_|R S R I
03 Médecme | Pus |R | S S |R_|[R S [K S [S
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Taux de résistance
100% 100% 100%

Figure 1V.20 : Profil de résistance aux antibiotiques des souches de Proteus mirabilis BLSE

Discussion

Les souches de Proteus mirabilis présentaient des niveaux élevés de résistance a de
nombreux antibiotiques courants, tels que :La Céfotaxime (88%), la Ciprofloxacine(75%) |,
I'Ampicilline et la Céfazoline et I'association de I’Amoxicilline+acide clavulanique avec un
taux de (100%) , la Triméthoprime + Sulfamides (88%) .

Une résistance moyenne contre: la Cefoxitine et la Gentamycine (50%), la
Fosfomycine(38%), et le Furane (25%). Aucune résistance a été marquée contre : la Colistine,
I’Amikacine , T'Ertapénéme, et I'Imipénéme. Presque toutes les souches d’entérobactéries
isolées ont une grande résistance aux Pénicillines, I'ampicilline : (100%), I’Amoxicilline+AC :
(91,66%) , aux Cefotaxime : (68,88%) , aux Cefazoline :87% , Cefoxitine (51,11%) ,

La Gentamycine, présente un taux de résistance (32 %), la Ciprofloxacine (74%) et la
Triméthoprime + Sulfamides (80%) De plus, ces souches représentent une résistance aux
Ciprofloxacine (60%), Fosfomycine(42.22%)

Trés faible résistance contre : la Colistine et 'Imipénéme (2.08%).
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Le taux de résistance élevé de nos résultats aux B-lactamines est similaire a celui d’une
étude Marocaine 2015 [68], mais on a trouvé une augmentation de la résistance des E-BLSE

contre la Fosfomycine par rapport a cette étude.

L’augmentation de la résistance de ces souches contre les B-lactamines est la
conséquence de la pression de sélection due au large usage des B-lactamines dans le traitement

des infections causées par les BLSE en général.

Donc, les molécules les plus actives proposées pour le traitement des infections par BLSE,
on peut citer I’Amikacine qui est la molécule pour laquelle le pourcentage de souche résistante
est le plus faible parmi les E-BLSE. Ce résultat rejoint celui de M.Moutachakkir 2015 [68] qui
a indiqué que [lutilisaton de I’Amikacine en monothérapie pourrait s’envisager dans le
traitement des infections vu le taux de résistance négligeable vis-a-vis de cet antibiotique. Aussi
la colistine qui a une tres bonne activité contre ces derniers et les carbapénémes comme :

I'Imipéneme qui est déja mentionné dans une étude francaise.[69]

IV.5.2. Les résultats d’antibiogramme pour les staphylocoques aureus résistants a la
meticilline

Les résultats des antibiogrammes des souches de staphylocoque aureus résistant a la méticilline
(Figure 1V.21) sont détaillés dans le tableau 1V.9 et la figure 1V.22 ils ont été obtenus a l'aide

du tableau D annexé.

Figure 1V.21 : Antibiogramme pour échantillon de staphylocoque aureus résistante a la méticilline
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Tableau IV.9 : Résultats des antibiogrammes de staphylocoque aureus résistante a la méticilline

i = W Antibiogramme
" Or | FOX | BE [ E| F=I OFE | CHL [ WA | Tel | AIF | Te7 DR | LEW | SKT | GEW | FA
RP oF Tl | mRa | TE e | cor

01 | = | Postopératore | Pus T T T | = [= T T T T T T T T T T T T
o | = | Traumaic Pus T T T = [= T T T T T T T T T T T T
oE | = [ Traumaic Fuz 3 T T = [= T T T T T T T T T T T 3
o8| = | medecine Fus 5 5 T [= [= 5 T T T T 5 T T 5 T 5 5
o= | = | W&decine Pus T T = = [= T T T T T T T T T T T T
oe | = | m&decine Pus T T = = [= T T T T T T T T T T T T
o7 | = | W&decine Pus T T = = [= T T T T T T T T T T T T
OE | ¥ | Post opgratore | Pus T T T = [= T T T T T T T T T T T T
o | = | Chirurge Pus 3 3 = = [= 3 % % 3 3 3 % % 3 % 3 3
o | = | chirurge Fus = = = = [= = G G = = = = G = G = =
11| = | Traumaic Pus T T = = [= T T T T T T T T T T T T
17| = | m&decine Pus T T = = [= T T T T T T T T T T T T
3| = | m&decine Pus T T 7 | = [= T T T T T T T T T T T T
18 | = | Chirurge Pus 3 3 = = [= 3 % % 3 3 3 % % 3 % 3 3
1= | F | Fostopératore | Pus % % = = [= % T T % T % T T % % % %
& | = | m&decine Pus T T = = [= T T T T T T T T T T T T
7 | F | ome Pus T T T A= T T T T T T T T T T T T
1= | F | wisdecine Fus T T T = [= G G G G G T G G T G T G




80
Chapitre 1V : Résultats et Discussions

Taux de résistance
100% 100% 100%
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Figure 1V.22 : Profil de résistance aux antibiotiques des souches de staphylocoque aureus
résistante a la méticilline

Discussion

Staphylocoque aureus résistant a la méticilline présente une forte résistance contre la
Pénicilline et I'Oxacilline et la Céfoxitine (100%), I'Ofloxacine (82%), la Tétracycline et la
Lévofloxacine et I'acide fusidique (88%), la gentamycine (94%) et I’Amikacine (64%). Une
résistance moyenne contre : la Teicoplanine (52%), la Rifampicine (58%), et la Triméthoprime
+ Sulfamides (29%). Une résistance relativement faible contre I'Erythromycine et la
Clindamycine (11%) et lacide nalidixique (17%). Aucune résistance contre le

Chloramphénicol et la Vancomycine .

Ce résultat rejoint celui de Saidani (2005) [70], qui a indiqué que la Vancomycine garde

toujours une bonne activité sur les souches de SARM .

IV.5.3. Les résultats d’antibiogramme pour Pseudomonas aeruginosa
Les résultats des antibiogrammes des souches de Pseudomonas aeruginosa sont présentés dans

le tableau 1V.10 et la figure 1V.23 etils ont été obtenus a I'aide du tableau E annexe.
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Tableau V.10 : Resultats des antibiogrammes de Pseudomonas aeruginosa.

81

- Antibiogramme

ﬁ g ':5 v

5 g 5 B NET |GEN |TIC|PP |cAZ |TOB |AZT |LVX CP |IPM |FF
Z H ATM | LE FOS

01 |H |Pidiatrie | Urine S R |R [R R R |R R s R [r

02 |H |Bxterne | Urine S R |R [R R R [R g S s IR

03 |F | Traumato | Urine S R |R [R R s IR S s |R |R

04 |F | Médecine | Urine g s R R R g S S s R [Rr

05 |H |Médecine | Pus R R |R [R R R [R R R |R |R

06 |F |Gynéco | Pus § R |R [R R R [R § s |R |R

83,33%

Taux de résistance
100% 100% 100% 100%

Taux de résistance

Figure 1V.23 :Profil de résistance aux antibiotiques des souches de Pseudomonas aeruginosa
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Discussion

Le taux de résistance des souches Pseudomonas aeruginosa le plus élevé a été enregistré
pour la Rifampicine et la Teicoplanine et la Céftazidime en plus la Fosfomycine (100%) et la
méme résistance observée pour la Tobramycine (100%), I’Aztréonam et I'Imipénéme et la
Gentamycine (83%). Une résistance moyenne contre la Lévofloxacine (33%) . et la plus faible
contre la Ciprofloxacine et la Netilmicine  (17%), ces deux dernieres possedent une bonne

activité contre la plupart des souches de Pseudomonas aeruginosa.

Suivant les recommandations établies par le CASFM, la souche de Pseudomonas
aeruginosa se considére comme une souche multirésistante lorsqu’elle résiste a I'Imipénéme et
a la Ceéftazidime en méme temps. Ces résistances sont liées a la capacité du germe a acquérir
divers mécanismes de résistance enzymatiques  (pénicillinases, hyperproduction de
cephalosporinase chromosomique, bétalactamases a spectre étendu), souvent associés a d'autres

mécanismes (mutation, efflux...). Aucune résistance détectée pour I’Amikacine.

Pour I'Imipéneme, nos souches sont beaucoup plus résistantes par rapport a celles isolées
dans d’autres études : (14,6%) en Espagne et (15,2%) en France par Sevillano et al. [71].

De plus, pour les fluoroquinolones, (25%) de ces souches sont résistantes a ce type
d’antibiotique. Nos résultats sont inférieurs a ceux obtenus dans une étude Bulgare (80.3%)

réalisée par Starteva et al. [72]

Donc, I’Amikacine garde le meilleur effet contre les Pseudomonas, suivi par la

Netilmicine et la Ciprofloxacine.

La classe des fluoroquinolones occupe la deuxieme position apreés celle des béta-
lactamines par  rapport aux classes vis-a-vis desquelles P. aeruginosa a développé plus de

résistance avec un taux de (17%) vis-a-vis de la Ciprofloxacine.
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IV.5.4. Les résultats d’antibiogrammes pour I’Acinetobacter baumanii
Les résultats des antibiogrammes des souches d’Acinetobacter baumanii (Figure 1V.24) sont
détaillés dans le tableau 1V.11 et la figure 1V.25 et ils ont été obtenus a I'aide du tableau F

annexé.

Figure 1V.24 : Antibiogramme d’une souche de Acinetobacter baumanii

Tableau IV.11 : Résultats des antibiogrammes des souches d’ Acinetobacter baumanii

E g | Antibiogramme

i : g P

A 7 CIP CS | GEN CAZ PRI TIC | ATM NET
01 F Externe Utine S S S R R R R R

02 H Chjnlrgie Pus R § § R R R R R

03 F Chirurgie Pus R S S R R R R S

04 F Chirurgie Pus S § § R R R R S

05 F Traumato Pus R 5 R R R R R R
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Chart Title

100% 100% 100% 100%

Figure 1V.25 : Profil de résistance aux antibiotiques des souches de I’ Acinetobacter baumanii

Discussion

Acinetobacter baumannii  présentait une résistance élevée (100%) vis-a-vis les

antibiotiques : la Céftazidime ,la Pipéracilline, la Teicoplanine, I'Aztréonam et la Réfampicine.

Une résistance contre la Triméthoprime + Sulfamides (80%), et contre la ciprofloxacine
et ’Amikacine (60%), la Nétilmicine (40%), la Gentamycine (20%).Aucune résistance contre

la Colistine et la Lévofloxacine .

La colistine, antibiotique, de la famille des polymyxines, reste parfois le seul antibiotique

disponible dans le cas des infections a A. baumanii résistants aux carbapénémes [73].
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IV.6. Conclusion

Les bactéries isolées du milieu hospitalier sont des germes opportunistes. Aujourd’hui, et
en raison de leur résistance a une large variété¢ d’antibiotiques, elles sont les agents responsables
d’infections nosocomiales séveres et d’épidémies qui peuvent entrainer de grandes difficultés

de prise en charge pour les patients, avec des situations d’impasse thérapeutique.

Les résultats de Iidentification ont révélé que la fréquence des bactéries responsables
d’infections est dominée par Staphylocoque aureus et Klebsiella pneumoniae , suivie par E.coli
avec mais aussi par d’autre bactéries comme Proteus mirabilis, Pseudomonas aerugenosa et

Acinetobacter Baumanii .

La technique de diffusion en gélose utilisée pour I'étude de la résistance de ses souches a
montré que presque toutes les souches étudiées présentent une résistance vis-a-vis de

I’Amoxicilline et de I'association Amoxicilline + acide clavulanique.

> Les souches E. coli, Klebsiella pneumoniae et Proteus mirabilis sont fortement sensibles
a la Céfotaxime, la Céfoxitine, I’Amikacine et la Colistine.

> Les souches de staphylocoque aureus résistant a la méticiline ne montre aucune
résistance contre le Chloramphénicol et la VVancomycine .

» Pour les souches de pseudomonas aeruginosa, I’Amikacine garde le meilleur effet
contre ces derniers , suivi par la Netilmicine et la Ciprofloxacine.

» Les souches d’Acinetobacter montrent une forte sensibilité a la Colistine et la

Lévofloxacine .

De nombreuses espéces bactériennes ont développé des mécanismes de résistance a
plusieurs classes d’antibiotiques. En milicu hospitalier, le traitement des infections causées par

ces bactéries multirésistantes devient de plus en plus problématique.

L’usage optimal des antibiotiques constitue la pierre angulare de la réduction de

Pantibiorésistance.
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La multi-résistante des germes microbiens aux antibiotiques est I'un des problémes majeurs
de santé publique qui est devenue une préoccupation mondiale. La lutte contre ces bactéries
peut se faire par la prévention qui consiste entre autres, a comprendre leurs modes de
transmission, a trouver les déterminants de la résistance, et par la suite développer et mettre en
place des outils de détection et de surveillance en temps réel.

Cette etude qui entre dans ce contexte vise a évaluer I'importance que représente le
probléme des BMR au niveau de I’hopital Mohamed Boudiaf. Ainsi, le but principal assigné a
ce travail est basé sur deux aspects : le premier est I'identification de souches isolées a partir
d’échantillons provenant du milieu hospitalier et le deuxiéme est 'étude de la sensiilit¢ des
souches isolées vis-a-vis de certains antibiotiques utilisés en thérapeutique.

Dans notre étude réalisée au niveau laboratoire central de I'hdpital Mohamed Boudiaf de
Médéa, on a pu isoler, identifier puis evaluer la multi-résistante des principales bactéries
responsables des infections dans cet établissement.

Parmi 186 prélévements regus a I'hopital au terme des deux mois d’études, (112)
prélevements ont montré un résultat positif avec un pourcentage de (60%) par rapport au (74)
résultats négatifs avec un pourcentage de (40%) .

Entre (112) prélevements positives, (68) présentaient une bactérie multi résistante, et le
reste (44) prélevements présentaient des bactéries sensibles.

La prévalence des BMR est plus remarquable chez les femmes dans les prélevements
d’urine avec un pourcentage de (68%) par rapport & celle-ci chez ’homme avec un pourcentage
de (32%).

En revanche, la prévalence des BMR est plus élevée chez les hommes dans les
prélevements de pus avec un pourcentage de (58%) par rapport a cette derniere chez les femmes
(42%).

Les services de médecine, de chirurgie et de gynécologie étaient les services les plus
touchés avec les BMR, ce qui pourrait indiquer des lacunes dans les mesures de prévention et
de contrGle des infections dans ces services.

Notre étude s’intéresse sur les souches multirésistantes . Les résultats de [I'identification
ont révélé que la fréquence des bactéries isolées a partir des divers prélevements (Urine et pus)

est dominée par Staphylocoque aureus avec (26%), suivie par des Entérobactéries :
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Klebsiella pneumoniae avec (24%) et E.coli avec (22%) et aussi Proteus mirabilis avec (12%),
suivi par Pseudomonas avec (9%) et Acinetobacter baumanii avec (7%).

Les souches trouvées sont déja citées par la littérature scientifique comme des germes
responsables des infections nosocomiales. Il a été clairement vu que les isolats étudiés montrent
une résistance importante aux antibiotiques commercialisés testés mais ils ne s’expriment pas
de la méme maniere.

La technique de diffusion en gélose utilisée pour I'étude de la résistance de ces souches a
montré que toutes les souches étudiées présentent une résistance importante vis-a-vis de
plusieurs classes d'antibiotiques.

Les souches E. coli, Klebsiella pneumoniae et Proteus mirabilis type BLSE sont fortement
résistantes aux beta lactamines : Céphalosporine comme la Céfotaxime, la Céfazoline , et la
Ciprofloxacine, aussi aux Penicilline avec (96%) , aux Aminosides : Gentamicine avec 33%.
Les antibiotiques qui montrent une grande activités contre les entérobactéries types BLSE sont:
I’Amikacine , la Colistine , et les Carbapénemes : Imipénéme et I'Ertapéné me.

Tous les Staphylocoques aureus (100%) résistaient a la ’Oxacilline, la Pénicilline et la
Céfoxitine, et (94%) résistaient a la Gentamicine. Une résistance relativement faible contre
IErythromycine et la Clindamycine (11%) et lacide nalidixique (17%). Aucune resistance
contre le Chloramphénicol et la Vancomycine .

Pour les Pseudomonas aeruginosa, les taux de résistances retrouvés dans notre étude sont
élevés, concernant les B-lactamines : (83%) a I'Imipéneme et (100%) a la Céftazidime. De plus,
(100%) sont résistants a la Fosfomycine. Pour les Aminosides, les taux de résistance sont de
(83.33%) pour la Gentamicine et (100%) pour la Tobramycine, des souches sont résistantes aux
fluoroquinolones : (17%) pour Ciprofloxacine et (33%) pour la Lévofloxacine. Il faut noter que
la totalité des souches isolées sont sensibles a I’Amikacine.

Acinetobacter baumannii présentait une resistance élevée (100%) vis-a-vis de les
antibiotiques : la Céftazidime ,la Pipéracilline, la Teicoplanine, I’Aztréonam et la Rifampicine.

Une résistance contre la Triméthoprime + Sulfamides (80%), et contre la Ciprofloxacine et
I’ Amikacine (60%), la Nétilmicine (40%), la gentamycine (20%).

Aucune résistance contre la Colistine et la Lévofloxacine .

La pression de sélection exercée par 'usage abusif des antibiotiques a large spectre est a
lorigne de I’émergence préoccupante de ces souches. En plus de [Pantibiothérapie, les
procédures invasives (pose de sonde, intubation, ventilation artificielle, intervention

chirurgicale) sont d’mmportants éléments a considérer.
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D’une maniére générale, nous pensons que cette modeste ¢tude doit étre complétée par
d’autres études plus élargies en augmentant la durée du stage et I'effectif des prélévements, et
plus approfondies en utilisant des outils moléculaires et génétigues (PCR) dans le but
d’identifier et de caractériser plus de germes puis déterminer leurs formes de résistance en
utilisant des techniques des CMI et CMB de BMR.

Suite a la conclusion de notre travaille, certaines recommandations peuvent étre
envisagées, dont on peut citer :

e Approfondir les recherches sur la résistance bactérienne a I’échelle nationale

e Lancer des compagnes de sensibilisation aux bons usages des antibiotiques aussi bien
en dehors des hopitaux qu’en milieu hospitalier.

e Mettre en place un plan d’action national solide pour lutter contre la résistance.

e Ankliorer la surveillance deés I'infection causée par la résistance aux antibiotiques

e Renforcer les politiques et les programmes et mettre en ceuvre des mesures de

prévention et de contrble des infections.
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Annexes

Tableau A de lecture de la galerie miniaturisée Api 20 E

TABLEAU DE LECTURE

QTE RESULTATS
TESTS COMPOSANTS ACTIFS REACTIONS/ENZYMES
(mglcup.) NEGATIF POSITIF
- sl B B-galactosidase
ONPG ;ﬂn;mpm:ﬁggg . 0,223 | {Ortho-NitroPhényl-RD- incolore jaune (1)
Pyr Galactopyranasidasa)

GLU D-glucosa 1.9 fermentation / oxydation (GLUcose) (3) blewu F bleu-vert jaune f jauna-gris
ARA L-arabinosea 1.9 fermentation [ oxydation (ARAbInose) (3) blew F bleu-vert jaune

LI L-dysine 1.9 Lysine DeCarboxylase jaunsa rouge [ orange
oDC L-ormitiire 1.9 Ornithine DéCarboxylasa jauns rouge § orangs
LEIT] trisodium citrate 0,756 | utilisation du ClTrate vert pale / jaune | bleu-vert / bleu (2)

i i i " . , dépot noir /

[ Pt sodium thiosulfate 0,075 production d'HzS incolore [ grisatre fin lisard

URE urée 0,76 UREase jaune rouge § orangeé
TDA I imméadiat
TDA L-tryptophane 0,38 Tryptophane DeésAminase jauns miarmon-rougeatre
JAMES [/ immesdiat
incolore
IND L-tryptophane 0,18 production d’ INDole vert pale / jaune rose
! fi test
O {mr:}??am:;&ﬁ; £ - cytochrome-OXydase {woir notice du test oxydase)
MNIT 1 + NIT 2 / 2-5 min
MOz (ube GLL) - production de NO2 jaune ] mouge

(1) Unea trés lgére couleur jauns est également positive.
(2) Lecture dans le cupule (zone agrobie),
{3) La fermentation commence dans la partie inférieure des tubes, MNoxydation commence dans la cupule.




Tableau B Liste des antibiotiques testés pour chaque espéce bactérienne.

Entérobactéries Pseudemonas spp Acinetobacter spp Staphylococeus Enterococcus spp

Ampicilline 10pg Amp Ticracilline (75ug) TIC - Ticracilline (75 pg) TIC | Pénicilline (10 ug) P Ampicilline (10 ng) APM
TI

AN+Ac. clavolanique 20/10pg Tre+Ac.calvulanique Tre+A Ac.calvulanique | Oxacilline (1 pg) OX Gentamycine (120mg) GNH

AMC (753/10 pg) TTC (75/10 pg) TCC

Céfalotine (30pg) CF

Pipéracilline (100 pg) PIP

Pipéracilline (100 pg)
PIP

Céfoxitine (30 pg) FOX

Streptomycine (300 pg) STREP

Céfazolline (30 pg) CZ

Céflazidime (30 pg) CAZ

Céflazidime (30 pg)
CAZ

Amikacine (30 pg) AN-AK

Erthromycine (15 pg) E

Céfoxitine (30 pg) FOX

Agztréonam (30 pg) ATM

Agztréonam (30 pg)
ATM

Gentamicine (10 pg) GN

Furanes (300 pg) FT

Céfotaxime (30 ng) CTX

IPM (10 pg) IPM

IPM (10 pg) IPM

Kanamyeine (30 pg) K

Tétracycline (30 pg) TE

TPM/Méropéneime TPM

Amikacine (30 pg) AN-
AEK

Amikacine (30 pg) AN-
AEK

Erythromycme (15 pg) E

Vancomycine (30 pg) VA

Amikacine (30 pg) AN-AK

Gentamycine (10 ng) GN

Gentamicine (10 pg) GN

Clindamycine (20 pg) CM-
L

Teicoplanine (30 pg) TEI

Gentamyeine (10 ng) GN

Tobramyeine (10 ng)
TOM

Tobramyeine (10 nug)
TOM

Pristinamyeine (15 pg)
PRI-RP

Lévofloxacine (5 ug) LVX-LE

CIP

C-CHL

Ciprofloxacine (5 pg) CIP Netilmicine (30 ug) NET | Netilmicine (30 ug) Ofloxacine (5 pg) OFX Rifampicine (5 pg) RIF-RA
NET
Colistine (10 pg) CS-CT Ciprofloxacine (5 pug) CIP | Ciprofloxacine (5 pg) Chloramphénicol (30 pg) Fosfomycine (200 pg) FOS-FF

Chloramphénicol (30 pg) C Lévofloxacine (5 pg) Doxyeyeline (30 pg) DO | Vancomycine VA Quinupristine-dalfopristine (15 pg) QPR-RP
LVXLE

SXT(1.25/23.75 ng) COT Fosfomyeine (50 pg) FOS- | SXT-COT Teicoplanine (30 pg) TRI Chloramphénicol (30 pg) CHL
FF

Fosfomyeine (200 pg) FF Colisgtine (10 pg) CS Colistine CMI Rifampicine (5 pg) RIE-RA

Furane FT

Rifampicine (30 pg) RIF

SXT-COT

Tetracycline (30 pg) TE

Acide fusidique (10 ug) FA

Fosfomyeine (50 pg) FOS

Lévofloxacine (5 pg) LVX-

LE




Tableau de lecture C Valeurs critique des diamétres des zones d’inhibition et des CMI pour entérobactéries

Antibiotiques testes Charge des Diamétres critique (mim) CMI critique (ug/ml) | commentaires
disques (ug) [R I s R I S

ampicilline 10 =13 14-16 =17 =32 16 =8 La réponse a I'ampicilline est valable pour I’amoxicilline

Amoxicilline + 20/10 =13 14-17 =18 =32/ 16/ | < 8/4 Les breakpoints des céphasporines et de I’ Aztréonam ont été révisés en fonction des

Agc clavulanique 16 8 propnetes PE-PD et des données cliniques

Céfarzolline 30 <19 20-22 >23 =8 4 <2 ainsi, I'application des ces breakpoints dépend du respect de posologies précises -

Cefoxilline 30 <14 15-17 =18 >32 15 =8 Ceéfazolline (2g toutes les 8h).Cefoxilline (Zgtoutes les 6h). Céfotaxime (1g toutes 8h)

Céfotaxime 30 <22 23-25 =26 4 2 =1 suite a la révision des breakpoints des céphalosporines, la lecture mterpretatne
anciennement basée sur la détection ou non d’une BLSE, n’est plus nécessaire la
réponse BRI ou S se fait en se référant aux seuls diameétres mesurés.
A souligner cependant que la délection phénotyague de la BLSE garde tout son intérét
des les études épidémiologiques et en hygiéne hospitaliére

Céfazolline 30 =14 . =15 =32 . =16 Les résultats de la Céfazolline permettent de prédire les resultats pour les

(infections non- céphalosporines orales : céfaclor, céfdinir, cefpodoxime, | I axetil,

compliquées du céfalexing et loragarbef quand elles sont utilisées pour le traitement des infections non

tractus urinaire) compllquees du tractus urinaire dues a E. coli [k pneumoniae et p. murabilis

- Céfdinir et g&m axétil peuvent étre sensibles a ces antibiotiques

alors qu’elles sont résistantes a la Céfazolline.
Lrapplication de ces breakpoints dépend du respect des posologies suivants ; 1g toute
les 12h

A rtréonam 30 =17 18-20 =21 =16 8 =4 Les critéres d interprétation sont basés sur la posologie 1g toutes les 8h

Imipenéme 10 =19 20-22 =23 =4 2 =1 Les breakpoints des carbapénémes ont été révisés en fonction des propriétés PK-PD et

méropendme 10 <19 20-22 =23 =4 2 =1 des données clu:uques ].’apphcatlon de ces breakpownts dépend du respect des

Erfapénéme, 10 =18 19-21 =22 =2 1 =05 posologies suivantes - impéngme - S500mg toutes les 6h ou 1g toutes les 8h,
ertapénéme - 1g toutes les 24h.
La détection phénotypique d'une carbapénémes par le test MHT est réservée aux
Studes épidémiologiques

Amikacine 30 =14 15-16 =17 =64 32 =16

Gentamicine 10 <12 13-14 =15 =16 8 =4

Acide nalidixigue 30 =13 14-18 =19 =32 . =16 La sensibilité diminuée aux fluoroquinolones est détectée chez les salmonelles isolées

Ciprofloxacine 5 =21 22-25 =26 =1 0.5 | £0.25 | dinfections extra-intestinales en testant 1’acide palidixigue a I'antibiogramme
Walable pour les entérobactéries autres que salmonella Tvphi et salmonella spp

Ciprofloxacine 5 =20 21-30 =31 =0.0 0.1 =1

Salmonella spp 6 2-

0.5

Chloramphénicol 30 =12 13-17 =18 =32 16 =8 Ne pas reporter en routine pour les souches 1solées d°ITTU sauf pour les salmonelles.
valable pour § Tyvphi et salmonella spp. Extra intestinales

Colistine ChII J R 2 ek . 24k La détermunation de la CMI par gucrodillution en milieu liquide, CBDE (techmique
d’élution des disques) et CAT (dilution en milieu gélosé) sont acceptables (voir tests
complémentaires). Le disque et le E-test ne doivent pas &tre utilisés*, pour I'usage
thérapeutique des Polyruixines se réferer a I'international consensus glndehnes*“*

Furanes 300 =14 15-16 =17 =128 | 64 =32

Fosfomycine 200 <12 13-15 =16 =256 | 128 | =64 Indiqué uniquement pour les souches d’E. coli 1solées d’infections urinaires. Le disque
de 200 pg contient 50 pg de glucose-6-phosphate. La CMI est déterminée par la
technique de dilution en gélose supplémentée de 25 pg/ml de glucose 6-phosphate

1.25/23.75 =10 11-15 =16 =47 . =2/38

Triméthoprime+




Tableau de lecture D : Valeurs critique des diamétres des zones d’inhibition et des CMI pour staphylocoque aureus

Antibiotiques testes

Charge des

Diamétres critigque {mm)

CMI critique (g mil)

Commentaires

disques (pg) | R | 5 R I 5

Panicilline 10 Ul =28 | cieeeen =29 =022 | e =012 Le test de la B-lactamase confirme les cas douteux.Interprétation
valable pour toutes les pénicillines inactivées par les B-lactamases
{ampicilline.

Oxacilline (s,aureus | ....... | 0| e | =326 | e =2 Le disque d'oxacilline n'est pas fiable. Tester le disque de céfoxitine 30

et s, lugdunensis ) ug pour détecter la résistancea la méticilline de S.aureus et des

Oxacilline (s,aureus 30 =21 | s =22 e N =4 staphylocogques & coagulase négative.

et s, lugdunensis ) Pour les staphylocoques (autre gue S.lugdunensis, S.epidermidis, S.

Oxacilline(S.C.M.SA | cecveeeee | o | e | e L = 0.25 pseudintermedlus et S.sch/eiferi) les isolats dont la CMI a I'oxacilline est

UF s, lugdunensis ) comprise entre 0.5et 2pg,/ml peuvent &treMecs négatif.Pour les

Céfoxitine (S.C.M. 20 =24 | e e e [ infeions sévéres, ces souches peuvent &tre téstées pour le Mech ou

SAUF EtreMeca négatif.Pour les infelons séwéres, ces souches peuvent Etre

s,lugdunensis.s,pseu téstées pour le Meca ou laPLP2a, sile résultat est negatif elles peuvent

dimintermeduis et etre reportees sensibles a I"'oxacilline.

s , schilefeifer )

Gentamicine 10 =12 13-14 =15 =16 2 =4

Amikacine(s) 30 =16 | ...... =18 =16 . =8 Les souches résistantes a la gentamicine sont résistantes a tous les
autres aminosides sauf a la streptomiycine.
La détermination de la résistance a ['amikacine est mieux detectée avec
la kanamycine (30 pg): R 18 mm pour Saureus, R 22 mm _pour les SCN

Amikacine (s.c.n) 20 =19 | e =22 =16 | eeeens =& Détecter la résistance inductible en placant le disque d'érythromycine a
cote du disque declindamycine. En présence d'une image
d'antagonisme, répondre Résistance a I'&rythromycine el ala
clindamycine »

Erythromycine 15 =13 14-22 =23 =8 1-4 = 0.5 Le disque de vancomycine ne permet pas de différencier les souches

Clindamycine 2 =14 15-20 21 4 1-2 0.5 vanco S et I» deStaphyiococcus aureus, ni de différencier les souches

Vancomycineg Lo L e I =16 4-8 =2 vanco 5=, 1 et R de S.C.M., car lesdiaméetres d'inhibition sont similaires.

Vancomycine L ¥ | Y O [ IR =32 2-16 =4 La détermination de la CMI de la vancomycine est obligatoire.

Teicoplanine cral | e e =32 16 =8

Ofloxacine 5 =14 =18 =4 2 =1

ciprofloxacine 5 =15 165-20 =21 =4 2 =1

Léwvofloxacine 5 =15 15-18 =19 =4 2 =1

Triméthoprime- 1.25,/22.75 =10 11-15 =16 =, W = 2/38

sulfaméthoxazole UG

Rifampicine 5 =16 17-19 =20 =4 2 =1

Tetracycline 30 =14 15-18 =19 =16 2 =4 Les souches sensibles A la tétracycline, sont sensibles a la doxycyciine et
a la minocycline,

Chloramphénicol 30 =12 13-17 =18 =32 16 =8

Quinupristine- 15 =15 16-18 =19 =4 2 =1 A reporter pour les souches de 5. aureus méticiilino-

dalfopristine sansibles,Interprétation valable pour ja pristinamycine.

Acide fusidigue 10 = 24 =24 =1 .- =1

Fosfomycine 200 UG = 23 =23 =32 = 32 La méthode de référence pour la détermination de la CMI est la dilution

en milieugdloss en prosonce de glucose-Gphosphate (25 mg/|




Tableau de lecture E : valeurs critique des diamétres des zones d’inhibition et des CMI pour Pseudomonas aeruginosa

Antibiotique testés Charge des | Diamétre critique (mm) CMI critique (po/ml) Commentaires
disques R I S R I 5
(ug)

Ticarcilline 75 <15 16-23 =24 >128 32-64 <16 Les valeurs critique pour la Pipéracilline (avec ou sans

Ticarcilline+ ac. Clavulanique 75/10 <15 16-23 =24 =128/2 | 32/2-64/2 | <16/2 tazobactam) et la Ticarcilline (avec ou sans ac

Pipéracilline 100 <14 15-20 =21 =128 32-64 <16 clavulanique), sont basées sur une posologie d’au moins 3g

Pipéracilline+tazobactam 100/10 =14 15-20 =21 =128/4 32/4-64/4 | =16/4 toutes les 6h

Céflazidime 30 =7 517 =18 532 16 =3 Delemer une BLSE en pla(;arzlt le disque de TCC entre le

Aziréonam 30 <15 | 1621 |=2 >32 16 <8 disque deCAZ et le disque S ATM :

- - - - L’application des breakpoints pour les céphalosporines

dépend du respect de posologies p.ecises.
Céflazidime et Aztréonam - 1g toutes les 6h ou 2g toutes les
gh

Impénéme 10 =15 16-18 =19 =8 4 =2 En cas des diamétres Rou I, faire une délection de

Meropénéme 10 <15 16-18 =19 =8 4 <2 carbapénémases
Valeurs critique basées sur une posologie de 1g toutes les
8h ou 500mg toutes les 6h

Amikacine 30 =14 15-16 =17 =64 32 =16

Gentamicine 10 =12 13-14 =15 =16 8 =4

Nétilmicine 30 =12 13-14 =15 =32 16 =8

Tobramycine 10 =12 13-14 =15 =16 8 =4

Ciprofloxacine 5 <18 19-24 =25 =2 1 =0.5

Lévofloxacine 5 =14 15-21 =22 =4 2 =1

Fosfomycine e e ST Des observations cliniques suggérent que les infections

dues a des souches pour lesquelles la CMI de la
fosfomycine est <128mg/L(ECOFF) pourraient étre traitées
avec de la fosfomycine

Colistine CMI e e . e et I S2EkE La détermination de la CMI par microdillution en milieu
liquide, CBDE (technique d’&lution des disques) et CAT
(dilution en milieu gélosé) sont acceptables (voir tests
complémentaires)

Le disque et 'E-test ne doivent pas étre utilisés

Pour I"usage thérapeutique des Polymixines se referer &
I’international consensus guidelines ****




Tableau de lecture F : valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition et des CMI pour Acinetobacter spp.

Antibiotiques testes Charges des Diamétres critique (mm) | CMI critique (pg/ml) Commentaire
disques (ug) R I S R I S

Ticarcilline 75 14 1519 [ 220 | 2128 | 32-64 <16 Le disque de TCC doit étre placé & coté du disque de

Ticarcilline+ ac. Clavulanique 75/10 <14 | 1519 | 220 | 2128/2 | 32/2-64/2 | £16/2 | CAZ.une synergie entre les 2 disques indique la

Pipéracilline 100 s17 | 18-20 | 221 2128 | 32-64 <16 présence d'une BLSE. Les critéres

Pipéracilline+tazobactam 100/10 17 1820 | 221 | 2128/4 | 32/4-64/4 | S16/4 | D'interprétation pour impénéme sont basés sur la

Céflazidime 30 <14 1517 | 218|232 |16 <8 posologie de 500mg toutes les 6h

Imipenéme 10 s18 |19-21 |22 |28 4 s2

Méropenéme 10 14 | 1517 218 |28 4 s2

Amikacine 30 s14 | 1516 | 217 | 264 32 <16

Gentamicine 10 12 1314 |216 | 216 8 4

Tobramycine 10 12 1314|216 | 216 8 4

Nétilmicine cMmI 232 16 <8

Ciprofloxacine 5 s15 |16-20 | 221 24 2 =1

Lévofloxacine 5 13 1416 (217 |28 4 s2

Doxycycline 30 9 10-12 | 213 | z16 8 <4 Si résistance & Doxycycline, réponse valable pour
tétracycline

Triméthoprime+sulfaméthoxazole | 1.25/23.75 10 1115 | 216 | z4/76 | .. <2/38

colistine cMI 24" s2"" | La détermination de la CMI par microdillution en milieu
liquide est la seule méthode approuvée. Le CBDE
(technique d'élution des disques), le CAT (dilution en
milieu gélosé), le disque et le E-test ne doivent pas étre
utilises* pour I'usage thérapeutique des Polymixines se
referer a 'international consensus guidelines







