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RESUME

Les infections liées aux soins hospitaliers, causées par les bactéries multi-
résistantes (BMR) constituent un véritable probléme de santé publique.

Le but de notre travail est d’evaluer le taux des bactéries multi-résistantes a
I'origine d’infections chez le sujet hospitalisé et diagnostiqué au niveau du
laboratoire central du CHU Blida.

Nous avons mené une étude Prospective s’etalant sur une période de 03 mois
allant du 01 Janvier au 31 Mars 2021 , durant cette période nous avons analysés
et traités avec I'équipe de travail de l'unité de microbiologie du laboratoire
centrale du CHU Blida 1288 prélévements provenant de différents services, 256 (
19.88 %) sont revenus positifs ,

La plupart des BMR soit un taux de 26,92 % ( 21/78 ) étaient issues de
prélevements adressés du Centre anticancer de Blida

25.32% ( 78 / 256 ) des bactéries incriminées dans les infections diagnostiquées
chez le sujet hospitalisés étaient des BMR.

55.13% ( 43 / 78 ) des BMR détectées appartenaient a la famille des
entérobactéries.

Sur 78 bactéries multirésistantes aux antibiotiques 11 étaient des bactéries
hautement résistantes émergentes

La sensibilité aux glycopeptides était conservée chez les souches de
Staphylococcus aureus.

La surveillance et la lutte contre la Multi-résistance Bactériennes est la
responsabilité de tous et doit étre en priorité.

Mots Clés :

Bactérie multi-résistante - Entérobactéries -Bactérie hautement résistante
émergente -Centre anti Cancer.
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ABSTRACT:



Infections linked to hospital care, caused by multi-resistant bacteria (BMR)
constitute a real public health problem.

The aim of our work is to assess the rate of multi-resistant bacteria causing
infections in patients hospitalized and diagnosed at the central laboratory of CHU
Blida.

We conducted a Prospective study spanning a period of 03 months from January
01 to March 31, 2021, during this period we analyzed and treated with the work
team of the microbiology unit of the central laboratory of CHU Blida 1288
samples from different departments, 256 (19.88%) came back positive, from
which 78 multi-resistant bacterial strains were isolated.

Most of the BMRs came from samples sent from the Cancer Center.

25.32% of the bacteria implicated in the infections diagnosed in the hospitalized
subject were BMR.

55.13% of BMRs detected belonged to the Enterobacteriaceae family.

Out of 78 bacteria resistant to antibiotics 11 were aware of emerging highly
resistant bacteria (enterobacteriaceae producing carbapenemases and
enterococcus resistant to glycopeptides).

Sensitivity to glycopeptides was preserved in Staphylococcus aureus strains.

The surveillance and the fight against Bacterial Multi-resistance must be a
priority.

Keywords :

Multi-resistant bacteria - Enterobacteriaceae - Emerging highly resistant bacteria
- Anti Cancer Center.
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Glossaire

. ADN chromosomique : Une macromolécule biologique présente dans toutes les
cellules et constitue le support des informations génétiques.

. ADN extra-chromosomique (plasmide) : C'est une molécule d’ADN transmissible
qui présente chez certain bactéries.

. Adhésine : Protéine permet la liaison spécifique des glucides.

Affection Interccurent : Une affection intercurrente ou
maladie intercurrente est une maladie survenant au cours d'une autre maladie,
soit en venant aggraver la premiere, soit en s'y ajoutant.

. Bactéricide : Une substance dit bactéricide lorsqu’elle est tuée les bactéries.

. Bactériostatique : Substance qui a la propriété d’inhibition la multiplication des
bactéries sans les tuer.

. Capsule : L'enveloppe qui entoure la paroi de certaines bactéries.

. Comorbidité : Présence simultanée chez quelqu’un de plusieurs troubles ou de
plusieurs diagnostics, pouvant découler d’'une maladie initiale.

. Ciliature Péritriche : est un systeme de flagelles recouvrant de tous cotés la
surface d’une bactérie, permettant a la bactérie de se déplacer en tournoyant
dans le milieu liquide.

Commensale : Qualifie les micro-organismes qui colonisent |’organisme
(généralement la peau ou les muqueuses) sans provoquer de maladie.

. Cytobactériologie : est I'étude des cellules, des microbes et déchets des cellules
contenues dans le liquide prélevé dans I'organisme.

Diffusion : Phénomene par lequel deux ou plusieurs fluides en contact
acquierent une répartition homogene.

. Emergence : Apparition de nouvelles propriétés.
. Endémie : Présence habituelle d’'une maladie dans une région déterminée.

Gélose Cétrimide : est un milieu sélectif utilisé pour lisolement et
I'identification présomptive de Pseudomonas aeruginosa.

. Invitro : En éprouvette, au laboratoire, en dehors de I'organisme vivant.



. Inoculum : Echantillon contenant des germes vivants, destiné a étre introduit au
sein d’'un milieu favorable a la multiplication.

. Mucoviscidose : Affection héréditaire, caractérisée par une trop grande viscosité
des sécrétions bronchiques et digestives.

. Nosocomial : Se dit d’'une maladie infectieuse contractée dans un établissement
de santé et affectant soit le malade du fait de son admission ou des soins qu’il a
recus, soit le personnel hospitalier du fait de son activité.

. Opportuniste : germe normalement présente dans l'organisme sans |'affecter,
mais qui peut provoquer une maladie a la suite d'une diminution des défenses de
I'organisme .

. Organoleptique : Qui agit sur la perception sensorielle, par exemple pour les
aliments : goQt, odeur, couleur, aspect, consistance...

. Peptidoglycane : Polymere de la paroi des bactéries, constitué de longues
chaines de dérivés glucidiques reliées par des unités tétrapeptidiques.

. Perméabilité : la perméabilité d’'un milieu poreux mesure son aptitude a se
laisser traverser par un fluide sous l'effet d’'un gradient de pression ou d’un
champ de gravité.

. Phénotype : Le phénotype décrit les caractéres observables d’un individu, il
dépend de I'expression des genes (génotype) et de I'environnement.

. Porine : sont des protéines membranaires formant des canaux permettant la
diffusion de petites molécules hydrophiles a travers la membrane des cellules .

. Pression de sélection : un phénomeéne qui se traduit par évolution des especes
vivantes soumises a certaines contraintes envirementales.

. Procaryote : Est un organisme unicellulaire qui ne possede pas de noyau.

. Pyocyanique : Qualifie le bacille Pseudomonas aeruginosa responsable de la
synthese de la pyocyanine et d'infections provoquant suppuration et de
surinfection de plaies et de brdlures.

. Pigments : Substance colorante généralement insoluble et se fixant a la surface
du support sur lequel on I'applique.

. Résistance naturelle (Résistance intrinseque) : est le caractéere de toutes les
souches d’'une méme espéce bactérienne vis-a-vis d’un antibiotique donnée.



. Résistance acquise : est le caractere acquis par certaines souches bactériennes
préalablement sensibles vis-a-vis d’un antibiotique donné.

Sérotype : Ensemble des caractéristiques de certains micro-organismes
(bactéries, virus...) permettant de différencier des souches appartenant a une
méme espece.

. Spore : est une structure qui se forme au sein du cytoplasme de certaines
especes des bactéries lorsque les conditions environnementales sont
défavorables.

. Synergie : est un type de phénomene par lequel plusieurs facteurs agissant en
commun ensemble créent un effet global.

. Systeme d’efflux : est un mécanisme de transport actif par lequel les cellules
rejettent a I'extérieur des composés toxiques.

. Ubiquitaire : est la capacité d’étre présent en tout lieu ou en plusieurs lieux
simultanément.
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Introduction:

La découverte des antibiotiques, qui ont sauvé tant de vies humaines et
amélioré I'espérance de vie nous a fait croire que la bataille contre les infections
bactériennes était gagnée. Malheureusement, les infections microbiennes sont
devenues parfois récurrentes du fait de I'apparition progressive des bactéries
pathogenes résistantes aux antibiotiques (Bactéries multiresistantes). (1)

Les bacteries multi-résistantes sont responsables de plusieurs types
d’infections et sont parfois a I'origine d’infections a caractére épidémique dans
les milieux hospitaliers.

Ces bactéries provoquent chez ’homme des infections plus difficiles a traiter
gue celles dues a des bactéries non résistantes.

L’adaptation rapide des bactéries multi-resistantes et la propagation de leurs
résistances dans les services hospitaliers est un Phénomeéne complexe. (2)

Cette grave menace n’est plus une prévision, mais bien une réalité dans
chaque région du monde.

Au cours de cette these, les différents aspects de la résistance bactérienne
aux antibiotiques seront abordés, avec tout d’abord une premiere partie qui
relate des généralités sur les bactéries, les antibiotiques et la résistance
bactérienne, et le développement de cette derniere et la définition des
différentes bactéries multirésistantes.

Dans la deuxieme partie une étude pratique portant sur la détection des
bactéries multi-résistantes au niveau du laboratoire et une description des
infections causées seront présentées.

Objectifs de notre I'étude est :

-Détection des différentes BMR incriminées en pathologies infectieuses chez
les sujets hospitalisés au niveau des services inclus dans notre étude

-Evaluation du taux de BMR parmi les étiologies des infections diagosiquées
chez le sujet hospitalisé

-Détermination des principaux mécanismes de multirésistance ou
caractérisation phénotypique.

-Détermination des profils de sensibilité associés aux au différentes BMR



-Conseils en antibiothérapie et réle d’alerte pour Mettre en place les
précautions standards et les précautions complémentaires d’hygiénes requises afin
de limiter la transmission croisé des BMR aux autres patients.
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I.1- Généralités et définitions :

I.1.1- Bactéries : la bactéries est un organisme vivant microscopique de 0.5
et 10-15 um, unicellulaire et sans noyau (procaryote) mais posseédent un ADN
chromosomique circulaire situé dans le cytoplasme, et parfois de ’ADN extra-
chromosomique (plasmide). (3)

La structure des bactéries est relativement simple caractérisée par I'absence
de noyau et autres organites (la mitochondrie, réticulum endoplasmique,
I’appareil de golgi et chloroplastes): (4)

Capsule
Paroi cellulaire
Membrane plasmigye

Cytoplasme

Ribosomes
Plasmide
Pili

Flagelle
Nucleoide

FigureO1 : Structure de bactérie. (5)

La bactérie est constituée d’élements constants et fcultatifs :

1.1.1.1- Eléments constants :

- La paroi : le peptidoglycane en est le composant principal, elle a une
structure complexe varie selon le Gram de la bactérie.(6)

- La membrane cytoplasmique : est une bicouche lipidique associée a des
protéines.

- Leribosome : est le seule organite du cytoplasme et il est de petit taille.

- Le génome bactérien : est le support de I'information génétique, il circule
directement dans le cytoplasme. (7)
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1.1.1.2- Eléments facultatifs :

- L’ADN extra-chromosomique (plasmide) : est une molécule d’ADN non
chromosomique capable de répliquer de fagcon autonome. Il n’est pas essentiel a
la survie de la cellule qui le contient. (8)

- La capsule : elle est le composant la plus externe de nature
polysaccharidique qui joue un role tres important dans la pouvoir pathogene de
certaines especes bactériennes. (9)

- Flagelles (cils) : est un appareil locomoteur constitué d’une flagiline qui se
fixe a la surface de la cellule contrairement a les eucaryotes (prolongement du
cytoplasme). (10)

- Les pilis (fimbriae) : est une structure fibrillaire, rigide et plus fine que des
flagelles. lls constituent de la polymérisation d’une sous-unité polypeptidique
(pilline) et des polypeptides mineurs (adhésine).

e Pili communs : ils attachent les bactéries a la surface des supports.

o Pili sexuels (facteur F) : ils sont plus longs et sont codé par des plasmides.
(11)

I.1.2- Caractéres bactériologiques des principales bactéries impliquées
en pathologie infectieuse humaine :

Nous présentons ci apres les principaux caractéres bactériologiques des
bactéries impliquées en pathologie infectieuse humaine et pouvant etre a
I’origine d’infection associées aux soins

1.1.2.1- Les entérobactéries:

Les entérobactéries forment une vaste famille de bactéries Gram négatif, qui
sont a l'origine de maladies de gravité trés variable, en raison de mécanisme
pathogénique distincts.

Cette famille hétérogéne se compose d’environ 30 genres et plus de 100
especes, cependant, tous ces germes ont en commun leur localisation
préférentielle au niveau du systeme digestif, certains faisant partie de la flore
normale, bien qu’ils soient également présents dans I'environnement. (12)
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les entérobactéries constituent plus de 80% des germes isolés en laboratoire.
(13)

- taxonomie:

- domaine: bacteria.

- phylum: proteobacteria.

- classe: gammabacteriaceae.

- ordre: enterobacterials.

- famille: enterobacteriaceae. (14)
-habitat:

Le nom d’entérobactérie a été donné par ce que ces bactéries sont en générale
des hotes normaux ou pathologique du tube digestif de 'homme et des
animaux.(8)

Lenvironnement (sols et I'eau, végétaux) peut étre contaminé par la matiere
fécale et constitue une source de contamination indirecte.

Cependant, ce caractére ubiquitaire n’est pas général puisque quelques espéces
occupent des niches écologiques précises. Par exemple, salmonella typhi n’est
retrouvées que chez I’homme. (15)

- caracteres bactériologiques:
-caracteres morphologiques:

Les entérobactéries sont des bacilles Gram négatif dont les dimensions varient de
1 a 6 micrometre de longueur et de 0,3 a 1 de largeur.

Elles sont mobiles par une ciliature péritriche ou immobile.

Habituellement non sporulées, elles sont parfois capsulées. (16) (17)
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Figure02 : Coloration de Gram d’Escherichia coli sous microscope optique (100X).
(18)

Figure03 : Uaspect d’Entérobactérie sous un microscope éléctronique. (19)

- Caractere cultural:

Bacille gram négatif, aero-anaerobie facultatif, non exigente. Généralement, ces
bactéries pousse dans le gélose ordinaire (colonie bombée, lisse, rond a des bord
régulier 1,5 a 3 mm) .Elles résistent a divers composé chimique (sels biliaires,
cristal violet) ce qui est utilisé pour leur culture sélective (un milieu de culture
sélectif/indicateur important est le gélose de MacConkey). (20) (21)

- caracteres biochimiques:

Les principaux caractéres biochimiques en commun aux entérobactéries sont
les suivants :
- Oxydase négative, catalase positive.
- Fermente le glucose avec gaz.
- Nitratase positive. (20)

1.1.2.2- Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii est bacille a Gram négatif non fermentaire. Il s’agit
d’une bactérie de I'environnement hospitalier, caractérisé par sa rapidité
d’acquisition de mécanismes d’antibiorésistances et leurs accumulations, faisant
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de cette bactérie une bactérie multi résistance aux antibiotiques restreignant
souvent les possibilités thérapeutiques (22) (23)

Acinetobacter baumannii est un pathogene opportuniste, peu ou pas virulent
chez l'individu sain, cependant, la bactérie peut compter sur un certain nombre
de facteur de virulence pour se développer chez des patients fragiles.(24)(25)

- taxonomie:

- domaine: bacteria.

- phylum: proteobacter.

- classe: gammaproteobacteria.
- ordre: acinetobacter.

- famille: moraxcelaceae.

- genre: acinetobacter. (25)(26)

-habitats:
Bactérie ubiquitaire.

Acinetobacter se trouve principalement dans le sol et de I'eau (douce, marin),
les aliments, par fois dans le lait et les produit laitieres, elle est trés fréquemment
isolée s chez 'homme: peau, salive, urine, conjonctive, elle figure parmi les
bactéries de la flore résidente normale du revétement cutané.

Les sources d’infection nosocomiales a acinetobacter sont nombreuses (colonise
des nombreux matériels), elle peut étre véhiculée par les mains du personnel
soignant. (24)

- caracteres bactériologiques:

- caracteres morphologiques:

Acinetobacter baumannii sont des bacilles ou des coccobacilles Gram négatif mais
ils peuvent résister partiellement a la décoloration par I'éthanol, c’est pourquoi,
sur un méme frottis il est fréquent que coexistent des bactéries a gram négatif et
a gram positif.
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Le diameétre de ces germes est légérement supérieur a 1um et leur langueur
varie de 1um (forme coccoide) a 3-5 um (forme bacillaires habituelles).

Elles sont immobiles, non sporulé mais parfois capsulés. (27)(7)

Figure04 : Coloration de Gram d’Acinetobacter baumannii

sous microscope optique (100X). (28)

Figure 05 : Laspect d’Acinetobacter baumannii sous

un microscope éléctronique. (29)

- caractere culturaux:

Acinetobacter sont des aérobie stricte.
Isolement des acinetobacter est trés aisé.
lIs poussent sur gélose nutritive (non exigeante)

Les colonies sont arondes, lisses, borde réguliere de 2-3 mm de
diametre.
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- Pousse a 37 °C mais la croissance de 41 °C a 44 °C caractérise
I'espece acinetobacter baumannii. (20)(15)

- Caracteres biochimiques:
- oxydase négative, catalase positive.
-ils utilisent de facon limitée de glucide en tant que source d’énergie.
-thiosulfate réductase négative.
-nitrate réductase négative.

- LDC, ODC, ADH sont négatives. (30)(31)

1.1.2.3: Pseudomonas aeruginosa:

P.aeruginosa est aussi appelé le bacille pyocyanique a cause de pigments qu’il
synthétise.

Pseudomonas aeruginosa est I'espece de Pseudomonas la plus rencontré en
pathologie infectieuse le plus souvent responsable des infections nosocomilaes.
(32)(33)

- Taxonomie:
- Regne: Bacteria
- Division : Proteobacteria
- Classe : Gammaproteobacteria
- Ordre : Pseudomonadales
- Famille : Pseudomonadaceae
- Genre: Pseudomonas (34)

- Habitat:

Bactéries ubiquitaires capables de survivre dans les eaux, surfaces, air, aliments
et aussi dans les endroits humides.

10
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En milieu hospitalier P.aeruginosa peut étre rencontré dans I’environnement
proche du malade (35)(36)(37)

Caracteres bactériologiques:

- Caractéres morphologiques:

L’espece P.aeruginosa comprend des bacilles en forme de batonnet fin de 2 a
4 um de diameétre, presentent sous forme isolés ou diplobacilles.

Parfois ils sont entourés par une capsule (pseudocapsule, slim), non sporulé
et mobile par une flagella polaire ou péritriche. (33)
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Figure06 : Coloration de Gram de Pseudemonas aeruginosa
sous microscope optique (100X). (38)

Figure07 : Uaspect de Pseudemonas aeruginosa sous

un microscope éléctronique. (39)

11
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- Caracteres culturaux:

Pseudomonas aeruginosa sont des bactéries aérobies stricte, non exigentes et
pousse facilement dans les milieux ordinaires et les milieux humides a
temperature optimale de 30 a 37°c (mais il pousse a 4°C — 41°C)

L’aspect des colonies est soit large a bord irrégulié et rugueuse ou petite lisse
et bombé a bord régulié ou muqueuse bombée et coalescence. (35)(40)(41)(42)

P. aeruginosa et d'autres membres du genre sont connus pour produire divers
pigments, y compris la pyoverdine / fluorescéine (un pigment hydrosoluble vert-
jaune), pyocyanine (un pigment dérivé de phénazone liposoluble vert-bleu),
pyorubine (pigment soluble). (43/44/45)

Parmi les caractéristiques phénotypiques de P. aeruginosa, |'odeur
caractéristique (46)

Caractéeres biochimiques:

e Oxydase positif

e Nitrate réductase positif

e ADH positif

e Metabolisme non fermentaire.

e Hydrolyse : Gélatine + / Lécithinase et Ureé variable.

¢ Acidification: (Glucose, Mannitol, Xylose +) (Tréhalose,Maltose - ). (40)(47)

1.1.2.4- Staphylococcus aureus:

Staphylococcus aureus fait partie de la flore commensale de la peau et des
muqueuses chez ’lhomme, de ce fait ils sont fréquemment isolées en
bactériologies médicales. (40)

Il Tient une place trés important dans les infections communautaires et
nosocomiales. (48)

12
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- Taxonomie :
- Famille : Staphylococcaceae.
- Genre : Staphylococcus.

- Espece : S.aureus. (49) (50)

- Habitat:
Staphylococcus aureus est une bactérie tres répandue dans I’environnement.

Il est souvent présent de maniére asymptomatique sur des parties du corps
humain telles que la peau, les glandes cutanées et les muqueuses, y compris le
nez et les intestins d'individus en bonne santé. (48) (51)

Des études ont montré qu’environ 20% des individus sont des porteurs
nasaux persistants de S.aureus et environ 30% sont des porteurs intermittents,
tandis qu’environ 50% sont des non porteurs (52) (53) (54)

-Caracteres bactériologiques :

- caractéres morphologiques :

Staphylococcus aureus sont des cocci qui se presentent en amas (grappe de
raisin), ne sont ni capsulé ni sporulé et elles sont immobiles. (49) (50)

Figure08 : Coloration de Gram de Staphylococcus aureus
sous microscope optique (100X). (55)

13
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Figure09 : U'aspect de Staphylococcus aureus sous un microscope éléctronique.
(56)

- caracteres culturaux :

Bactérie aéro-anaérobie facultative, non exigente, pousse sur les milieux
ordinaires (GN), Chapman a des températures comprises entre 18 °C et 40 °C
(Cultivées aussi dans les milieux riches en NaCl).

La culture donne des colonies souvent hémolytiques a aspect crémeuses
pigmentéees (jaune d’or), mais certaines colonies (les plus petites) poussent plus
lentement et ne sont pas hémolytiques et peuvent etre exigent en CO2 et
Mannitol.

(40) (53) (54)

- caracteres biochimiques :

Le S.aureus présente les caractéres suivants :

Oxydase négatif

Catalase positif
e Dnase positifs

Coagulase libre + / liée + (enzymes provoque la coagulation de plasma)
Mannitol + (35) (40) (49)

14
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1.1.2.5: Les entérocoques:

Les entérocoques sont des micro-organismes qui ont une remarquable capacité a
s’adapter a leur environnement. Cette famille englobe une trentaine d’espéeces qui
ont longtemps été classées dans le genre des streptocoques au vu de leurs similitudes
avec les streptocoques du groupe D.

Deux especes ont une implication clinique notable, I'enterococcus faccalis et
I’enterococcus faecium, oule premier se retrouvant plus fréquemment que le second.
(57)

- taxonomie :

- domaine: Bacteria.

- phylum: Firmicutes.

- classe: Bacillia.

- ordre: Lactobacillales.

- famille: Enterococaceae. (58)
- Habitat :

Les entérocoques sont de nature ubiquiste, leur capacité d’adaptation a des
environnements inhospitaliers permet de les retrouver dans différentes eaux
(usées, douces et de mer), dans le sol, sur les végétaux et dans le tractus gastro-
intestinal des animaux a sang chaud. (59)

- Caracteres bactériologique :

Caracteres morphologiques :

Les entérocoques se présentent comme des cocci a Gram positif, |égerement
ovoides, groupés par deux ou plus rarement en courte chainette de quatre a six
éléments. (60)

15
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Figure 10 : Coloration de Gram d’Entérocoque
sous microscope optique (100X). (61)

Figure 11 : L'aspect d’Entérocoque sous un microscope éléctronique. (62)

Caracteéres culturaux : (non hémolytique)

Leur culture est plus aisée en 24h sur milieux usuels en atmosphere aérobie ou
anaérobie. lls sont comme les streptocoques, catalase négatives. lls se distinguent
des autres streptocoques par plusieurs caractéres sélectifs (croissence a 10 et 45C,
croissance en bouillon hyper salé, croissance en présence de bile, production de
pyrrolidonyl-arylamidase-, hydrolyse de I’esculine).

On peut les isolés de maniere sélective en utilisant des milieux bile-esculine du
commerce.

La plupart des entérocoques ont un antigene de groupe D et sont donc
agglutinables. (60)

16
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- Caractéres biochimiques :

- Oxydase et catalase négatives.
- Esculine positif. (63)

1.1.3- les antibiotiques :

1.1.3.1- Définition :

On appelle antibiotique toute substance naturelle d’origine biologique élaborée
par un organisme vivant, substance chimique produite par synthése ou substance
semi synthétique obtenue par modification chimique d’une molécule de base
naturelle ayant les propriétés suivantes :

- Activité antibactérienne.
- Activité en milieu organique.
- Une bonne absorption et bonne diffusion dans I'organisme.

Selon leur type d’activité, les antibiotiques peuvent étre bactériostatiques (en
inhibant le développement des bactéries), ou bactéricide (en tuant les bactéries)
(56)

1.1.3.2- Mode d’action:
Les antibiotiques agissent a I"’échelon moléculaire au niveau d’une ou plusieurs
étapes métaboliques indispensables a la vie de la bactérie par :
e Toxicité sélective au niveau de la :
- Syntheése de la paroi bactérienne.
- Membrane cytoplasmique.
- Synthése des protéines.
- Acide nucléiques.

¢ Inhibition compétitive : I'antibiotique est un analogue structural et
interfére avec une fonction essentielle a la bactérie.(64)

17
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roi bactérienne : . :
'B’-l.achm'me:. glycopeptides, fosfomycine plasmique : polymyxines

Inhibition de la synthése
protéique : tétracyclines,

Inhibition de la synthése ou du
fonctionnement des acides

nucléiques : gquinolones, sulfamides,
rifampicine, S-nitroimidazolés, nitrofuranes

Figure 12 : cibles de I'action des antibiotiques. (65)

1.1.3.3- Classification des antibiotiques :
Les antibiotiques peuvent étre classés en basant sur différents critéres tels que
leur origine, leur structure et leur mécanisme d’action.

- Selon leur mécanisme d’action, on peut les classer en quatre classes :
- les inhibiteurs de la synthese des constituants de la paroi.
- les inhibiteurs de la synthese des acides nucléiques.
- les inhibiteurs de la synthese des protéines.
- les ATB qui agissent par 'altération du fonctionnement de la membrane
cytoplasmique (Fomba, 2006).
- Selon leurs origines les ATB sont devisés en :
- Produit naturel élaboré par un organisme.
- Produit synthétique.
- Produit semi-synthétique. (66)

- Selon la nature chimique, les ATB sont classés en plusieurs familles :

Les beta-lactamines, les aminosides, les macrolides et apparentés, les
polypeptides, les glycopeptides, les cyclines, les quinolones, les phénicoles, les
sulfamides et leur apparentés, les nitrofuranes.

18
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e |l existe d’autres ATB qui ne sont pas classé comme : rifampicine, acide
fucidique et fosfomycine. (67)

FAMILLE DCI
Pénicillines A Amoxicilline
Ampicilline
AMC

Pénicilline G et V Benzaathine benylpenicilline
Benzathine pénicilline
Pénicilline G

Pénicilline V

Pénicillines M Cloxacilline

Pénicillines .
Oxaclline

Carboxypénicillines | Ticarcilline
TCC

Ureidopénicillines Pipéracilline
Pipéracilline+tazobactam

Aminidopénicillines | Pivmécillinam

Témocilline Témocilline
Carbapénéemes Ertapénem
Imipéném + Cilstatine
Méropénem
inhibiteurs de AL Monobactame Aztréonam
la synthese AMINES
des Céphalosporines Céfaclor
enveloppes de 1ére Céfadroxil
Bactériennes Génération Céfalexine
Céfazoline
C2G Céfamandole

Céfoxitone
Céfuroxime

Céphalosporin | C3G C3G Céfixime
es Orales Cefpodoxime
Céfodiam
C3G Céfépime
Injectab | Céfotaxime
es Céfpirome
Céftazidime
Ceftriaxone

19
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Fosfomycine Fosfomycine
Fosfomycine trométamol
Glycopeptides Teicoplanine
Vancomycine
Lipopeptides Daptomycine
Polymyxines Polymyxine E ou colistine
FAMILLE DCI
Aminosides Amicacine sulfate
Gentamycine
Neomycine
Nétilmycine

Spectinomycine
Streptomycine
Tobramycine

Macrolides et | Macrolides vrais Amphotéricine B
Apparentés Azithromycine
Claritromycine
Erythromycine

Josamycine
Inhibiteur Midécamycine
dela Roxithromycine
synthése Lincosamides Clindamycine
des Lincomycine
protéines Kétolides Télithromycine
Synergistines Pristinamycine
Phénicoles Thiamphénicol
Cyclines Chlortetracycline
Doxycicline

Lymécycline
Méthyllénecycline

Minocycline

Tigécycline
Acides fucidiques Acide fusidique
Oxazolidinones Linézolide

Tedizolide
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FAMILLE DCI
Quinolones Quinolones | Acide pipémidigues
Urinaires delG Flumégine
Fluoro- Enoxacine
guinolones Loméfloxacine
Inhibiteurs Norfloxacine
dela Quinolones | Quinolone Fluoro- Ciprofloxacine
synthese des Systémiques Quinolones | Ofloxacine
acides Péfloxacine
nucléiques Quinolone Fluoro- Lévofloxacine
Antipneumococciques | quinolone Moxifloxacine
Quinoléine Hydroxyquinolone
Mupirocine Mupirocine
Autres Rifamycine

FAMILLE

Inhibiteurs
dela
SOILEN W Sulfamides

I’acide
Folique

Sulfadiazine

Sulfaméthiazol
Sulfadiazine+pyréméthamine
Sulfafurazole+érythromycine
Sulfaméthoxazole+trémithoprime
(Cotrimoxazole)

FAMILLE

Produit Nitrés

Mécanismes

Nitrofuranes

DCI
Nitrofurantoine
Nifuroxazide

complexes

Ou
méconnus

Nitro- Métronidazole
imidazoles Omidazole
Tindazole
Antituberculeux Ethambutol
Isoniaside

Isoniazide+Rifampicine

Pyrazinamide
Pyrazinamide+lsoniazide+Rifampicine
Rifabutine

Rifampicine

Tableau 01 : Classification des antibiotiques selon leurs mécanismes d’action. (68)
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I.2- La résistance bactérienne aux antibiotiques :

L’efficacité remarquable des antibiotiques a motivé leur utilisation massive et
répétée en santé humaine et animale. Cela a crée une pression de sélection sur
les populations bactériennes, entrainant I'apparition des souches résistantes. (69)

o Definition de la résistance bactérienne :

Une souche bactérienne est dite résistante lorsqu’il est capable de se
développer en présence d’une concentration d’antibiotique plus élevée que celle
qui inhibe le développement de la majorité des autres souches de la méme
espece.

Cette résistance se caractérise par :

- Son caractere naturel ou acquis.
- Son support génétique.
- Son mécanisme. (70)

1.2.1- Résistance bactérienne naturelle :

La résistance naturelle est une caractéristique d’une espece bactérienne. Elle
délimite le spectre naturel de [I'antibiotique et constitue une aide a
I'identification. La résistance naturelle se traduit habituellement par des CMI
supérieures a la valeur critique basse de concentration (C) de l'antibiotique
concerné. Les quelques souches apparemment sensible aux antibiotiques

auxquels I'espece est naturellement résistante devraient donc étre interprétées
(R). (69)(71)
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Figurel3 : |a résistance bactérienne aux ATB. (72)

1.2.2- Résistance bactérienne acquise :

Caractérise uniguement certaines souches de [|‘espece bactérienne
habituellement sensible, par acquisition d’'un mécanisme de résistances. C'est un
caractere instable (peut étre perdu ou acquis), avec un support soit
chromosomique (sélection de mutation, exemple: fluoroquinolone), soit
extrachromosomique avec acquisition des nouveaux genes (plasmide,
transposon..).

La résistance aux antibiotiques est issue d’un certain nombre de mécanismes,
dont plusieurs peuvent agir de maniere concomitante :
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a- Altération de la cible de I'antibiotique, ce qui est le cas pour les PBP
(penicillin-binding-proteins) avec une faible affinité a I'antibiotique.

b- Pompe a efflux qui expulse l'antibiotique de cytosol bactérien et

diminue donc sa concentration intracellulaire.

c- Altération de I'antibiotique (par exemple : par les betalactamases)

d- Développement de voies métaboliques alternes.(69)(71)

Meécanisme de résistance lié au mode d’action de I’antibiotique

(1) Inhibition de la synthése
de la paroi bactérienne

Béta-lactamines
Glycopeptides
Fosfomycinef [/
‘.
N
@ Inhibition de la
synthése protéique

Aminosides-Macrolides

Linézolide- chloramphénicol

Colimycine

Daptomycine

( 2) Inhibition de la synthése

la membrane cytoplasmique
v

I'étracyclines-acide fusidique @ Autres mécanismes
Rifampicine,

sulfamides

75
P \
a X
Ulnhibition de la
~ synthése de I'ADN

Quinolones

Figure 14 : mécanisme de résistance aux I’ATB. (73)
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I1.1- Bactérie multi-résistance :

Les bactéries multi-résistantes aux antibiotiques (BMR) sont des bactéries qui
conjuguent plusieurs mécanismes de résistance a plusieurs familles
d’antibiotiques. Ces multi-résistances conduisant a des impasses thérapeutiques.
Sont observées essentiellement chez les bacilles Gram négatif. Notamment les
entérobacteries. pseudomonas aeruginosa et acinetobacter baumannii. (74)

1.2- bactéries hautement résistantes émergentes (BHRe) :
Les bactéries hautement résistantes aux antibiotiques émergentes, sont des

bactéries commensales du tube digestif et résistantes a des nombreux
antibiotiques, les mécanismes de résistance sont plasmidiques et transférables.

Actuellement, deux groupes de BHRe doivent étre I'objet de toute notre
attention : - Entérocoque résistant a la vancomycine.

- Entérobactérie productrice de carbapénimase. (75)

I1.3- bactéries ultrarésistantes (XDR : extensively drug-resistant) :

Sont des bactéries a degrés de résistances plus importants, ou elles résistent
aux toutes les classes d’antibiotiques usuellement utilisés pour un espece donné
sauf une ou deux classes. (76)

I1.4- Bactéries toto-résistantes :

Une souche toto résistante (pandrug résistant PDR) se définit comme non-
susceptible a tous les agents dans toutes les catégories d’ATB. Autrement dit,
c’est une XDR ayant acquis une résistance aux polymyxines et la tigécycline. (76)
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IIL.I- Les entérobactéries multi-résistantes:

La membrane externe des entérobactéries, imperméable aux molécules trop
grandes ou hydrophobes comme les glycopeptides, la daptomycine ou la
rifampicine, freine I'entrée des substances parvenant a la traverser, augmentant
ainsi I'efficacité de la deuxieme ligne de défense. Celle-ci inclut entre autres les
pompes a efflux qui repoussent les antibiotiques a I'extérieur et les
betalactamases qui les hydrolysent. (77)

II1.1.1- Les entérobactéries résistantes aux céphalosporines de 3 eme
génération :

L’expansion de la résistance des entérobactéries aux céphalosporines de
troisieme génération (C3G/C4G) constitue propablement I'un des faits les plus
marquants des deux dernieres décennies en matiere d’antibiorésistance humaine
et animale.

Cette résistance est principalement assurée par la production de la béta-
lactamases a spectre étendu (BLSE) et - des céphalosporinases
plasmidiques(AmpC). Ces enzymes conferent une résistance élevée a la plupart
des béta-lactamines thérapeutiques (a I'exception notable des carbapénémes
chez I’homme). (76)

II1.1.2- Les entérobactéries productrices des béta-lactamas a spectre
étendu (EBLSE) :

une BLSE hydrolyse tous les antibiotiques de type béta-lactames a |’exception
des céphamycines et carbapénemes, c’est-a-dire qu’elle rend inefficace les
pénicillines,

les céphalosporines et les monobactames . Ces bactéries peuvent étre
respensables d’un spectre étendu d’infections acquises tant en communauté
qu’en milieu

hospitalier : infections urinaire, respiratoire, intra-abdominales, des voies biliaires
ou de site opératoire suite a une chirurgie digestive. (76)
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I11.1.3- Les entérobactéries productrices des carbapénimases :

Les EPC sont des entérobactéries productrices d’enzymes (c’est-a-dire
carbapénémases) qui rendent inactifs les carbapénémes et plusieurs autres
classes d’antibiotiques. Cela cause des infections difficiles a traiter ainsi que la
mort chez plus de 50 pour 100 des patients aux prises avec une infection
grave.(78)

Les carbapénemases appartiennent a la familles des beta-lactamase sont des
enzymes bactériennes capables d’hydrolyses le cycle de beta-lactame en Rendant
I’antibiotique inactif avant qu’il n’atteignes les PLP.(79)

Les béta-lactamases sont divisés en 4 classes (A a D) selon la structure primaire
des enzymes. Les classes moléculaires A, C et D incluant des béta-lactamases
ayant une sérine pour site actif. Tandis que la classe moléculaire B est constituent
de métallo-enzymes, dont le site actif contient des ions zinc.(80)

- Carbapénémases de classe A : (sérine protéases)
- NmcA, SME, IMI, SFC, GES, KPC : Klebsiella pneumoniae carbapénimase.
- hydrolyse toutes les béta-lactamines ( sauf céfoxitine +/- CAZ : mauvaise
substrats).
- inhibées par I'acide clavulonique.
- entérobactéries.(81)(82)

- Carbapénémases de classe B : (métalo-beta-lactamases,Zn2+)

- IMP, VIM, GIM, KHM, NDM.

- Hydrolysent toutes les beta-lactamines sauf I’Aztréonam, activé inhibée
par EDTA

- Entérobactériacies et P.aeruginosa. (82)

- Carbapénémase de classe D : (oxacillinase, sérine protéases)

- OXA 48, OXA 23, OXA 48 like.
- Hydrolyse les carbapénémes mais pas les C3G/C4G.
- Entérobactéries +++ (82)
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I11.1.4- Les entérobactéries résistantes a la colistine :

Au cours des dix dernieres années, I'augmentation de la multi-résistance aux
antibiotiques chez les bacilles a Gramnégatif, a engendré le retour de la
colistine(ou polymyxine E) comme traitement de dernier recours.

Jusqu’a récemment, les mécanismes de résistance a la colistine résultaient
essentiellement de modification de genes chromosomiques impliqués dans les
voies de synthése et de modifications du lipopolysaccharide (LPS), cible
despolymyxines.

En novembre 2015, une étude a identifié pourla premiére fois un géne
plasmidique, nommé mcr-1, responsable de la résistance acquise a la colistine.

e Résistances chromosomiques aux polymyxines :

Une des stratégies les plus utilisées est la modification du LPS, pour diminuer
la charge négative du LPS, essentiellement via l'ajout de résidus chargés
positivement, entrainant ainsi une répulsion des polymyxines, elles-mémes
chargées positivement. D’autres stratégies sont également utilisées comme la
synthése d’une capsule ou I'expression de certaines pompes d’efflux. (83)

e Résistance acquise (plasmidique) aux polymyxines :

La probabilité de retrouver un mécanisme de résistance transférable pour les
polymyxines était assez largement rejeté par la communauté scientifique.
Cependant ennovembre 2015 a été rapportée pour la premiere fois I'’émergence
d’une résistance plasmidique a la colistine, nomméMCR-1. Mais les niveaux
derésistance aux polymyxines conférés par MCR-1 sont relativement faibles avec
des CMI a la colistine comprise entre2 mg/L et 8 mg/L. (84)

I11.2- Acinetobacter baumannii multi-résistants

Acinetobacter baumannii est naturellement résistant a de nombreux
antibiotiques en raison de l'existence de plusieurs mécanismes intrinseques :
Membrane externe peu perméable, Production d’'une céphalosporinase a large
spectre de type AmpC, production d’une oxacillinase de type OXA-51, production
du systeme d’efflux actif. Par ailleurs, elle est capable d’accroitre son niveau de
résistance a un ou plusieurs d’antibiotiques, soit par le biais de mutations
modifiant ses mécanismes intrinseques, soit par l'acquisition de matériel
génétique étranger codant des mécanismes transférables. La multi-résistance de
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cette bactérie tend a devenir un probleme de santé publique suite a I'isolement
des souches résistances a la quasi-totalité des antibiotiques disponibles. (85)

111.2.1- A.baumannii résistante aux céphalosporines de 3 eme
génération :

La résistance aux céphalosporines de troisieme génération telles que la
ceftazidime et le céfotaxime chez Acinetobacter baumannii est souvent due a une
expression accrue d’'un gene ampC intrinseque. L’expression augmente lorsque la
séquence d’insertion ISAbal est présente dans I'orientation appropriée en amont
du gene ampC, fournissant un promoteur orienté vers I'extérieur qui semble étre
plus fort que la promoteur intrinséque car il augmente la transcription. (86)

111.2.2- A.baumannii résistante aux carbapénemes :

La résistance aux carbapénémes est expliquée, en grande partie, par des
oxacillinases aux propriétés de carbapénemases spécifiques a Acinetobacter spp,
dont l'activité d’hydrolyse des carbapénémes qu’exercent ces oxacillinases est
plus faible que celle des métalo-B-lactamases.

Ces oxacillinases n’hydrolysent pas les céphalosporinases de troisieme
génération. Il s’agit des béta-lactamases de types OXA-23, OXA-40, OXA-58 et
OXA-143. Leur détection est impossible car leur activité n’est inhibée ni par
I’acide clavulonique, ni par 'EDTA.

La plupart des genes codant ces béta-lactamases sont plasmidiques , ce qui
assurerait leur bonne diffusion. (87)

111.2.3- A.baumannii résistante a la colistine :

Cette résistance due principalement a une mutation chromosomique, en
provoquant, soit une modification de LPS (+++) par addition de groupements
phosphoethanolamine (pEtN) au lipide A, mutation dans I'opéron pmrCAB suite a
une activation constitutive du systéme a deux composant (pmrA/ pmrB) ou hyper
expression de la pEtN transferase (pmrC). Soit par une perte de LPS résultent de
diminution du géne de synthese du lipide A (lpxA, IpxC, IpxD), le cas de haute
niveau de résistance (CMI supérieur de 128mg/I). (88)
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I11.3- Pseudomonas aeruginosa Multi-Résistant:

P. aeruginosa présente une résistance naturelle a de nombreux antibiotiques,
restreignant les possibilités thérapeutiqgues a un nombre limité d’agents
antimicrobiens.

En plus de ces résistances naturelles, les résistances acquises sont tres
fréguentes pour les antibiotiques habituellement actifs sur P. aeruginosa et tout
isolement en situation clinique de cette espece bactérienne doit entrainer la
réalisation d’'un antibiogramme effectué et interprété suivant les
recommandations présises. (89)

I11.3.1- Pseudomonas aerogunosa resistant au beta-lactamine:

I11.3.1.1- Phénotype sauvage:

Pseudomonas aeruginosa est caractérisé par la faible perméabilité de sa
membrane externe (10 a 100 fois infrieure a celle d’Escherichia coli, liée au
nombre restreint de pores perméables formés par la porine principale de P.
aeruginosa OprF), associée a |'existence de pompes d’efflux actifs et a la présence
d’'une céphalosporinase inductible AmpC. Ces caractéristiques expliquent la
résistance naturelle de cette espéce a des B-lactamines habituellement actives
sur les bacilles a Gram négatif comme les aminopénicillines, les céphalosporines
dites de ler et 2eme génération, mais aussi de 3eme génération comme les
oxyaminocéphalosporines
(céfotaxime ou ceftriaxone) et méme certains carbapénemes (ertapéneme).

Ainsi, Pseudomonas aeruginosa est naturellement sensible aux B-lactamines
suivantes: carboxypénicillines (carbénicilline et ticarcilline), uréidopénicillines,
céphalosporines anti-Pseudomonas (cefsulodine, cefopérazone, céfépime,
cefpirome et surtout ceftazidime), monobactames (aztréonam), carbapénémes a
I'exception de I'ertapéneme (imipénéme, méropéneme, doripéneme).

I11.3.1.2- Résistance Acquise { souche sensible a la Ceftazidime } :

- phénotype { surproduction du systeme MexAB-OprM }:

Ce phénotype est lié a une mutation dans les genes impliqués dans la
régulation de I'opéron mexAB-oprM (mexR, nalC, nalD). MexAB-OprM est produit
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de fagcon permanente au bas niveau (production constitutive) chez les souches
sauvages et permet a la bactérie d'excréter plusieurs familles d'antibiotiques dont
les B-lactamines (excepté l'imipénéme), le chloramphénicol, les cyclines et les
fluoroquinolones a travers la membrane bactéienne. (90) (91)

- phénotype { Carbénicillinase/Pénicillinase } :

La présence d'une pénicillinase se traduit par une résistance a la ticarcilline, a
un moindre niveau a la pipéracilline, et de maniere variable selon le type de
pénicillinase et le niveau de production, a la cefsulodine, au céfépime et au
cefpirome.,

La ceftazidime, |'imipénéme et a moindre titre I'aztréonam restent actifs s'il
n'y a pas d'autres mécanismes associés.

De trés nombreuses pénicillinases ont été identifiées chez P. aeruginosa La
pénicillinase la plus fréqguente est la carbénicillinase PSE-1. Les autres
pénicillinases les plus fréquemment isolées sont les enzymes de type OXA a
spectre restreint, dont certaines peuvent toucher le céfépime ou de type TEM
(TEM-2, TEM-1). Le déterminant génétique peut étre porté par une plasmide ou
un élément transposable de localisation chromosomique. (92) (93)

- phénotype { altération de porine OprD} :

Ce phénotype de résistance aux carbapénéemes est évoqué devant une
souche sensible a la ticarcilline, a la pipéracilline, a la ceftazidime mais
intermédiaire ou résistante a l'imipénéme.

Cette résistance est liée a une diminution (baisse de |'expression du géne
oprD) ou une altération de la porine OprD qui est la voie d'entrée principale des
carbapénemes dans la bactérie, a la différence des autres antibiotiques. (94)

L'altération de la porine OprD sous l'effet de mutations est un événement
fréquent chez les souches cliniques, Seule, elle est responsable de résistances de
bas niveau. Son association a I'hydrolyse plus ou moins importante de la molécule
par une céphalosporinase hyperproduite dans |'espace périplasmique et a la
surproduction du systeme d'efflux MexAB- OprM aboutit a I'augmentation des
CMis des carbapénémes.
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I11.3.2- Pseudomonas aeruginosa résistant a la Céftazidime :

- phénotype de hyper production naturel de Céfalosporinase AmpC :

Ce phénotype de résistance est tres fréquent, c’est le mécanisme de
résistance principal aux céphalosporines. Sur un antibiogramme standard,
I’hyperproduction de la céphalosporine AmpC se traduit par une résistance a
toutes les B-lactamines testées a I'exception des carbapénemes s’il n’y a pas
d’autres mécanismes associés.

Ce phénotype hyperproducteur de céphalosporinase est lié a une dépression
partielle ou totale de la céphalosporinase chromosomiqgue AmpC et
s’accompagne d’un niveau de résistance plus ou moins important (stable dans
une souche donnée)
selon la quantité d’enzyme produite. L’hyper- production de AmpC est liée a des
mutations isolées ou associées dans le gene ampD répresseur de AmpC ou par
I'inactivation de dacB, qui code pour une protéine de liaison aux pénicillines (PLP-
4) qui piege les B-lactamines.

- phénotype Béta-lactamase a spectre élargie (BLSE)

Les BLSEs sont des enzymes dont le spectre plus ou moins large, inclut les C3G
et les C4G (céfépime). Elles appartiennent aux classes A ou D de Ambler.

a- Les BLSE de classe A ont la particularité d'étre inhibées par l'acide
clavulanique. Plusieurs enzymes distinctes ont été rapportées chez P. aeruginosa:
PER, VEB, GES, SHV2A, BEL...

b- Les BLSES de classe D sont également appelées «oxacillinases a spectre
élargi » (ES-OXA) par opposition aux « oxacillinases a spectre restreint » et aux
oxacillinases a activité carbapénémase. (95) (96)

Pour la plupart, ces BLSEs dérivent d'oxacillinases a spectre restreint par des
mutations ponctuelles (OXA-14, OXA-19, OXA-28, OXA-32, OXA-45...). Leur
activité enzymatique, variable sur les uréidopénicillines, les carboxypénicillines,
I'aztréonam et les C3G, est peu inhibée par l'acide clavulanique sauf en ce qui
concerne OXA-18 et OXA-45.

A I'antibiogramme, la souche apparait résistante a la ceftazidime. Dans le cas
des B-lactamases a spectre étendu sans autre mécanisme associé, |'activité des
carbapénéemes est respectée.

Pour les BLSEs de classe A, qui ont la particularité d'étre inhibées in vitro par
I'acide clavulanique, une synergie avec les inhibiteurs de B-lactamases est
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observée dans certains cas. L'antibiogramme peut d'emblée mettre en évidence
une image de synergie mais ceci est rare, excepté pour les enzymes de type PER
ou VEB. Le recours a des tests complémentaires est donc souvent nécessaire. (97)

111.3.3 - Pseudomonas aeruginosa productrice de Carbapénemase :

Les carbapénémases sont des B-lactamases dont le spectre s’étend aux
carbapénémes (imipénéme, méropénéme et/ou doripénéme). Les
carbapénémases les plus répandues et les plus significatives chez P. aeruginosa
sont des métallo- B-lactamases (classe B de Ambler). Six groupes ont été décrits
chez P. aeruginosa: IMP (active on Imipenem), VIM (Verona Integron-encoded
Metallo-B-lactamase),

SPM (Sao-Paulo Metallo-B-lactamase), AIM (Australia IMipenemase), GIM
(German IMipenemase), DIM (Dutch IMipenemase) et plus récemment NDM-1
(New Delhi Metallo-B-lactamase).

Elles possedent une activité hydrolytigue importante sur de nombreuses B-
lactamines a I'exception notable de I'aztréonam et une activité parfois moins
marquée sur la pipéracilline.

A I'antibiogramme, la souche apparait intermédiaire ou résistante a la
majorité des B-lactamines y compris les carbapénémes. Une large diametre
d’inhibition isolé autour du disque d’aztréonam est un élément d’orientation
fiable vers une métallo- B-lactamase. (98) (99)

111.3.4. Pseudomonas aeruginosa résistant a la Colistine :

la colistine est une polymyxine active sur P. aeruginosa. Ce produit agit
comme un détergent cationique en se combinant aux phospholipides de la
membrane cytoplasmique et provoque une lyse cytoplasmique. Les résistances
acquises sont rares parmi les souches cliniques.

Le phénotype « Pseudomonas aeruginosa résistant a la colistine » est méme
considéré comme exceptionnel, il est liée a des mutations chromosoliques dans
divers génes conduisant a des modifications de la charge des LPS.

Cependant, ces résistances peuvent étre rencontrées chez les patients
atteints de mucoviscidose. (100)

L'identification des mutants résistants repose sur : la détermination de la CMI
de la colistine . La bandelette imprégnée type E - Test est utilisée dans cette
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indication par la majorité des laboratoires . Cependant , la détermination de la
CMI par dilution en milieu liquide demeure la référence . Pour les

souches isolées chez des patients atteints de mucoviscidose , la détermination de
la CMI de la colistine par dilution en gélose est la méthode la plus sensible pour
détecter des résistances a la colistine. (101)

I11.4- Staphylocoque multi-resistant:

Les infections a staphylocccus aureus sont courantes a la fois dans les milieux
communautaires et hospitaliers et le traitement reste difficile a gérer en raison de
I'émergence de souches multirésistantes telles que le SARM (Staphylococcus
aureus résistant a la méthicilline). (102) (103)

111.4.1- Staphylocccus aureus Résistant a la Méticilline (SARM ) :

Staphylocccus aureus méticillino résistant (SARM) est un staphylocoque doré
sur lequel certains antibiotiques ont perdu leur efficacité. Le SARM est en
particulier résistant aux antibiotiques du type bétalactamines certaines souches
de MRSA sont devenues résistantes a pratiquement tous les antibiotiques. Cet
épuisement des ressources thérapeutiques est la raison pour laquelle des
mesures de prévention doivent étre mises en place pour éviter la dissémination
du MRSA. Ces mesures doivent étre adaptées au type d'établissement et de
patients,

Aujourd'hui , environ 20 % des souches hospitalieres de S. aureus sont
résistantes a la méticilline ( SARM ) . Les SARM hébergent généralement le géne
mecA qui code pour une PLP2a additionnelle , protéine de liaison a la pénicilline
de faible affinité , responsable de la résistance intrinseque a toutes les B -
lactamines, ainsi qu'aux inhibiteurs des B - lactamases, a I'exception de nouvelles
céphalosporines actives sur les SARM récemment mises sur le marché (
ceftaroline , ceftobiprole) .

Un variant de mecA , nommé mecc, a été décrit en 2011 chez S. aureus et est
également responsable de résistance a la méticilline ( PLP2c additionnelle ) .
L'expression phénotypique de la résistance a la méticilline peut étre homogéne (
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I'ensemble de la population apparait résistante ) ou hétérogene ( une fraction
plus ou moins importante de la population apparait résistante ). (104) (105)

111.4.2- Staphylocoque résistant aux glycopeptides :

Depuis les années 1990, ont été rapportées les premieres souches de S.
aureus de sensibilité diminuée. Pour S. aureus, les phénotypes de résistance
suivants sont décrits:

* Résistance homogeéne (GISA, glycopeptide - intermediate S. aureus ) , pour
laguelle les CMI de la vancomycine et de la teicoplanine sont strictement
supérieures a 2 mg/I.

* Résistance hétérogeéne (hGISA, heterogeneous GISA) pour laquelle les CMI de la
vancomycine et de la teicoplanine sont inférieures ou égales a 2 mg/I.

Cette diminution de sensibilité aux glycopeptides est liée a une anomalie de
synthese du peptidoglycane avec épaississement de la paroi, responsable d'un
défaut de pénétration et de fixation des glycopeptides au niveau de leur site
d'action . Ces anomalies sont dues a une accumulation de mutations et non a
I'acquisition de matriel génétique.

Il est a noter que , outre le mécanisme de sensibilité diminuée aux
glycopeptides liée a un épaississement de la paroi bactérienne , un second
mécanisme a été décrit comme conférant la résistance aux glycopeptides chez S.
aureus , cette fois - ci a haut niveau . En effet, des souches de S. aureus
résistantes a la vancomycine (VRSA) avec des CMI a la vancomycine et a la
teicoplanine > 16 mg / | ont été rapportées, majoritairement aux Etats - Unis . Ces
souches possédaient I'opéron vanA, responsable de la résistance aux
glycopeptides chez les entérocoques, mais ce phénomene reste rarissime. (105)

II1.5- Entérocoque résistant a la vancomycine :
Les entérocoques sont des bactéries commensales de la flore digestive et sont
peu pathogenes. Deux especes sont retrouvées chez ’lhomme:

* Enterococcus faecalis (plus fréguent et plus sensible aux antibiotiques)
* Enterococcus faecium (dominant aprées antibiothérapie).

37



CHAPITRE Il : PRINCIPALES BMR IMPLIQUEES DANS LES IAS

Les Entérocoques Résistant aux glycopeptides, aussi appelé ERG sont des
bactéries devenues résistantes a certains antibiotiques en particulier a la classe
des glycopeptides (vancomycine et teicoplanine).La résistance aux glycopeptides
concerne principalement E.faecium et a un moindre degré E.faecalis. (106)

Les génes de résistance (codés VanA a VanG) permettent a la bactérie de
synthétiser des précurseurs modifiés de |la paroi (peptidoglycane), cible d’action
des glycopeptides, ce qui aboutit a une perte d’action des glycopeptides.

Le géne vanA (le plus fréquent) entraine une résistance de haut niveau a la
vancomycine et a la teicoplanine. Les souches porteuses du géne vanB (moins
fréguentes) restent sensibles in vitro a la teicoplanine. Ces genes de résistance
sont localisés sur des séquences d’ADN transponsables appelées transposons
rendant ainsi leur transfert possible a d’autres bactéries Gram positif et en
particulier aux staphylocoques.

La pathogénicité des VRE semble faible mais ils ont un haut risque de
transmissibilité et de développement croisé de résistance aux antibiotiques raison
pour laquelle il est nécessaire de limiter leur diffusion.La présence d’un VRE est
identifiée par un dépistage (frottis) au niveau rectal ou par un prélevement
clinique (examen microbiologique) lors d’une infection.En collectivité, ces
bactéries ne provoquent habituellement pas d’infection et son
portage/colonisation ne représente pas un réel danger pour le patient. A I’hopital,
ces bactéries se propagent tres facilement d’un patient a I'autre. (107)
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IV.1- Mauvaise usage des antibiotiques en médecine humaine :

L’'usage abusif ou excessif des antibiotiques accélere le phénomene de la
résistance, de méme que des mauvaises pratiques de prévention et de lutte
contre l'infection.

IV.1.1- Sur consommation:

La surutilisation des antibiotiques est la principale cause de I'augmentation de
I’antibiorésistance, c’est a dire I’émergence et le maintien de souches
bactériennes résistantes. Plus nous comptons sur les antibiotiques, plus les
bactéries développent une résistance par rapport a ces derniers, ce qui rend le
traitement des infections beaucoup plus difficile.

Les antibiotiques ne sont efficaces que sur les infections bactériennes. lls sont
encore trop souvent prescrits pour des infections virales comme la grippe.

L'administration répétée d'antibiotiques chez 'homme ou |'animal est
responsable de I'augmentation des résistances bactériennes aux antibiotiques en
créant ce qu'on appelle une "pression de sélection" : le niveau d’antibiotique dans
I’organisme atteint favorise les mutations et les échanges plasmidiques
responsables d’acquisition de résistances aux antibiotiques. Ce phénomene tend
a éliminer les bactéries sensibles pour laisser place aux bactéries résistantes.

Plus on prend d’antibiotiques, plus le risque de faire émerger des bactéries
résistantes s’accroit. Ces dernieres rendent les traitements antibiotiques
ultérieurs moins efficaces pour le patient et pour la collectivité. (santé publique
du France le 12 mai 2021)

Les problémes liés au développement et a la propagation de la résistance aux
antibiotiques dans les hopitaux a augmenté depuis le début des années 1960 et
sont actuellement considérées comme un risque majeur pour la pratique clinique
avec des taux de mortalité et couts de soins tres importants. A cet égard, de
nombreux experts ont estimé qu’il faut réduire le mésusage et la surutilisation
des antibiotiques si nous voulons réduire la prévalence des résistances. (108)
(109)

En plus de I'automédication des antibiotiques sont surconsommeés pour les
raisons suivantes:
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. Manque de tests microbiologiques.

. Pression commerciale.

. La demande et les attentes percues par les médecins

. Les pharmaciens copiant les prescriptions.

. Médecins de quartier et dispensation d'antibiotiques pour des affections
courantes comme le rhume, maux de gorge et diarrhée.

. Incitations pour les pharmaciens a faire des bénéfices.(110)

IV.1.2- Transfert des genes de résistance:

Les bactéries ont développé déférent mécanismes de défense contre les
antibiotiques, Certaines bactéries résistantes ont la capacité de se transmettre
leur matériel génétique par transfert horizontal de génes (entre deux bactéries
non parentes), ou via des éléments génétiques mobiles comme les intégrons, les
transposons, les plasmides ou les prophages.

A travers ces mécanismes, des morceaux d’ADN s’insérent dans n’importe
quelle bactérie (y compris celles naturellement présentes dans notre corps) pour

lui conférer une résistance aux antibiotiques. (111)

IV.1.3- Dose Sub optimale:

Plus on prend d'antibiotiques, moins le traitement risque de fonctionner,
« Chaque fois que I'on prend un antibiotique contre une infection due a une
bactérie, celui-ci va la détruire mais sur son chemin, il croise d'autres bactéries et
en particulier celles qui peuplent notre tube digestif, Certaines d'entre elles, sous
I'effet d'un antibiotique pris a répétition, peuvent développer une résistance. »,
puis en se multipliant, elles donneront des lignées entieres de bactéries
susceptibles. « Beaucoup de nos infections sont causées par nos propres
bactéries, rien ne dit qu'un jour ce ne soit pas |'une de celles devenues efficaces
qui causera la maladie» Certains parametres seront alors inefficaces.

La réduction de la durée ou la dose du traitement exposé a un risque de
rechute, car toutes les bactéries ne seront pas définitivement détruites. De plus,
cela favorise I'apparition de résistances chez les bactéries restantes.

A la longue, la prise d’antibiotiques augmente la probabilité de rendre
certaines bactéries de notre flore intestinale et susceptibles un jour de nous
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contaminer. Cela peut arriver en particulier avec les infections a répétition. Si les
mémes infections récidivent apres un ou deux traitements, il faut identifier le
germe et choisir I'antibiotique plus ciblé. (112)

IV.1.4- Recours a la monothérapie:

Optimisation de l'utilisation des antibiotiques impose la recherche d’une
efficacité maximale, de conséquences écologiques minimales sur |’évolution des
flores bactériennes, d’'une moindre toxicité, et du meilleur rapport colt/bénéfice.
Dans le but d’augmenter la bactéricidie, d’élargir le spectre antibactérien, voire
de prévenir 'émergence de mutants résistants,

Les antibiotiques sont souvent utilisés en association. L’apparition de
molécules dotées de CMI plus basses ou d’un spectre plus étendu n’a cependant
pas conduit les cliniciens a remettre en cause l'intérét des associations.

Les recommandations établies par le groupe d’experts ont exclu :

- Les pneumopathies communautaires;

- Les méningites communautaires;

- La maladie tuberculeuse;

- Les endocardites primitives;

- Les infections primitives du tractus digestif (typhoide...);

- Les infections fongiques isolées ou associées;

- La pathologie infectieuse néonatale.

Les B-lactamines prescrites avec un inhibiteur des B-lactamases ne sont pas
considérées comme une association. Dans I'expression des recommandations, la
nécessité d’un traitement chirurgical associé, parfois élément essentiel de la

guérison. (113) (114)

IV.2- Usage massive des antibiotiques dans 1'élevage (L'élevage et
antibioresistance):

I'utilisation d'antibiotiques chez les animaux peut-elle favoriser le
développement des bactéries résistantes aux antibiotiques difficiles a traiter et
qui rendent les gens malades? Et si c'est possible, qu’elles peuvent engendrer
comme maladie par la suite, et s’il existe des risques théoriques, ou l'utilisation
actuelle chez les animaux pourrait menace pour la santé humaine?
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La menace pour la santé publique de la surutilisation des antibiotiques chez
les animaux destinés a |'alimentation est réelle et en augmentation. Les humains
sont en risque en raison de la présence potentielle de superbactéries dans la
viande et la volaille, et a la migration générale de ces superbactéries dans
I'environnement, ou elles peuvent transmettre leur immunité génétique a
antibiotiques contre d'autres bactéries. De nombreuses organisations de santé, y
compris I'American Medical Association, I'American Public Health Association,
Infectious Disease Society of America et I'Organisation mondiale de la santé, se
sont mis d'accord et ont appelé a une réduction significative de |'utilisation
d'antibiotiques pour l'alimentation animale. (115) (116)

Considérée pendant de nombreuses années comme un probleme relevant de
la médecine hospitaliére, on sait désormais que la résistance aux antibiotiques
connue depuis longtemps concerne également la médecine vétérinaire En effet,
I’Homme et I’'animal partageant le méme environnement (bactéries, virus, etc.) et
les mémes antibiotiques, leur santé releve de fait d’'une seule et méme santé
« One Health ». (117)

Certaines voies de transmission de bactéries antibiorésistantes de I'animal a
I’"’Homme, et réciproquement sont bien connues, par exemple la voie alimentaire.
Lorsqu’un aliment est contaminé par une bactérie comme Salmonella ou
Campylobacter, le consommateur peut étre infecté. Si cette bactérie est
résistante aux antibiotiques, il y a transmission des bactéries antibiorésistantes
chez 'Homme.

Un autre exemple est I'exposition professionnelle. Par exemple, des éleveurs
de porcs ont davantage de risque que la population générale d’étre infectés par le
staphylocoque doré résistant a la méticilline (SARM) de leurs porcs.

On peut enfin citer des exemples de transmission inverse, de 'Homme a
I’animal. Par exemple, on a trouvé des souches de SARM d’origine hospitaliere a
I’origine d’infections chez des chiens ou des bovins.

Actuellement, la voie alimentaire et le contact direct (professionnels
d’élevage, propriétaires d’animaux) sont les deux voies reconnues de
transmission de bactéries antibiorésistantes entre I'animal et 'Homme. »

Des axes de recherche existent également sur le r6le de I’environnement dans
la dissémination de la résistance aux antibiotiques (eau, sol, effluents d’élevage et
d’hopitaux, etc.). Il est important de comprendre comment I’antibiorésistance (les
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bactéries et/ou les génes) circule entre ces différents compartiments. Enfin, on
peut citer des programmes de recherche pour identifier de nouvelles pistes
thérapeutiques (vaccins, nouveaux antibiotiques, etc.) ou de nouveaux moyens de
diagnostic, plus rapides et plus précis. (118)
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La maitrise de la résistance aux antibiotiques passe par deux leviers:

- Une meilleure utilisation des antibiotiques pour réduire la pression de
selection.
- Prévention pour limiter la transmission bactérienne.

V.1- Le bon usage des antibiotiques:

Les antibiotiques sont efficaces uniquement pour traiter les infections causées
par des bactéries. lls ne doivent pas étre prescrits pour une infection causée par
un virus. Donc il faut préserver seulement pour les infections bactériennes
confirmé, pour assurer une meilleure efficacité et limité la développement des
résistances.

La dose d'antibiotique prescrite doit étre adaptée au type d'infection mais
aussi a la personne (age, poids.). Si la dose est insuffisante risque de ne pas guérir
de l'infection et risque d'apparition de résistance bactérienne.

La durée de prescription doit toujours étre respectée.

Un traitement antibiotique ne doit jamais étre pris ni réutilisé (méme pour
une infection du méme type) sans avis médical.

Il existe aujourd'hui des tribunaux de traitement (dose unique, 3,5 ou 7
jours) qui sont efficaces. (119)

V.2- Des mesures de prévention de la transmission :

La prévention des infections est le 1er pilier de la lutte contre
I’antibiorésistance. En effet, tout antibiotique comporte un risque de résistance
au traitement bactérienne.

Le respect des précautions d’hygiene est le principale mesure pour limiter la
transmission des bactéries. (120)
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V.2.1- Prévention de la transmission croisée:

La prévention de la diffusion par transmission croisée des bactéries
multirésistantes repose sur trois niveaux de précautions: les précautions
standards, les précautions complémentaires et les mesures maximales. (121)

V.2.1.1- Les précautions standard: (PS)

Les PS d’hygiene doivent étre appliquées systématiquement pour tout
patients, quels que soient son statut infectieux et le lieu de sa prise en charge afin
de limiter la transmission croisée des BMR et assurer une protection
systématique des autres patients, du personnel et de I’environnement du soin.

-L’hygiéne des mains:

Les germes multirésistants colonisent les mains du personnel soignant et sont
a I'origine des infections nosocomiales donc le lavage des mains doit étre
systématique au moins a chaque entrée et sortie de la chambre du patient,
I"utilisation des solutions hydroalcooliques avant et aprés contact avec le patient
et son environnement est nécessaire

- Le port des gants:

Non stériles a usage unique sachant que les gants constituent une barriere
physique.

- Le port de tenues protectrices:

Le port d'une blouse, de sur-chaussures et des masques lors des Interventions
au chevet des malades infectés est obligatoire.

- L’hygiene des surfaces:

La maitrise de I’environnement avec un bio-nettoyage efficace, une
désinfection et stérilisation du matériel autour des patients sont des éléments
clés, pour limiter les risques de contamination des mains des soignants lors de
contact avec I’environnement et la transmission croisée des BMR.
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- La hiérarchisation des soins:

Les soins médicaux et paramédicaux doivent toujours commencer par les
patients Indemnes et se terminer par les patients porteurs de BMR. Chez ceux-ci,
les soins non contaminants doivent précéder les soins contaminants, ces derniers
s'effectuent obligatoirement avec une paire de gants et sont immédiatement
suivis d'un lavage antiseptique des mains, apres le retrait de la paire de gants.
(121)

V.2.1.2- Les précautions complémentaires « contact »:

Les précautions complémentaires (PC) d’hygiene, sont des mesures
appliquées en cas de mise en évidence de BMR telles que les EPC, BLSE en plus
des PS, les précautions complémentaires consistent la prise en charge du patient
dans une chambre individuelle.

Les PCC impliquent une prise en charge rapide des patients dont les principes sont
les suivants:

- Lidentification les porteurs de BMR (détection, signalisation........ )

- Leur isolement géographique: Il repose sur I'hospitalisation en chambre
individuelle des patients fortement disséminateurs de BMR, tout le matériel
nécessaire aux soins du malade doit étre présent dans la chambre et réservé a ce
seul malade. Les entrées et les sorties dans cette chambre doivent étre réduites
au maximum.

- La signalisation pour tous les intervenants au sein du service, elle doit étre
aisément reconnue par I'ensemble du personnel du service, elle se fait au moyen
d'un logo connu au sein du service, non explicite pour le patient ou sa famille.
Cette signalisation est recommandée sur la porte de la chambre du patient et sur
le dossier médical et le portage de BMR doit é&tre mentionné clairement dans les
comptes rendus d'hospitalisation et lors des transferts des patients vers d'autres
services gestion des visites et des circulations. (121)
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V.2.1.3- les mesures maximales « search and isolate »:

Dont le but est d’empécher la circulation des BHRe, les objectifs sont alors de
dépister tous les cas contacts, de regrouper les cas dans des secteurs dédiés et de
mettre en place un personnel spécifiguement dédié.

V.2.2- La mise en place de mesures spécifiques:

La lutte contre la diffusion de I'antibiorésistance doit étre pragmatique et
adaptée a la situation épidémiologique par la mise en place d’une stratégie
convenable par exemple:

le concept international « One Health, une seule santé » reconnait que la
santé humaine est étroitement dépendante de la santé des animaux et de
I’environnement (1er Plan National Antibiotiques ECDC (2018-2022), comme dans
le cas de la résistance a la colistine liée au plasmide mcr-1 transférable de la
volaille a I'’étre humain donc cette approche s’applique a la conception et la mise
en ceuvre de programmes, de politiques, législations et travaux de recherche pour
lesquels plusieurs secteurs communiquent et collaborent (OMS avec FAO et OIE )
en vue de répondre aux menaces qui pésent sur la santé publique. (OMS 2017)
(121)
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Présentation de I'étude :

I.1- Type, durée et lieu de I’étude :

Il s’agit d’'une étude prospective d’'une durée de trois mois, allant du ler janvier
2021 au 30 mars 2021 au niveau de l'unité de bactériologie du laboratoire central,
du CHU BLIDA.

1.2- Criteres d’inclusion :

- Patients : tout patient hospitalisé au niveau des différents services du CHU
BLIDA FRANTZ FANON et au niveau des structures d’envirennantes a savoir le Centre
antcancer(CAC) et 'EHS de transplantation d’organes et de tissus aussi que I'EHS
psychiatrie.

- Prélévements :
Tout prélévement clinique a visée diagnostic.
- Bactérie :

e Nous avons ciblés les bactéries suivantes :
- les bactéries appartenant a la famille des Entérobactéries.
- Staphylococcus aureus.
- Enterococcus feacalis et enterococcus feacium.
- Pseudomonas aeruginosa.
- Acinetobacter baumannii.
e Ont été considérées comme BMR les souches suivantes :
- Les entérobactéries résistantes aux C3G.
- Les entérobacteries productrices des carbapénémases.
- Les Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii résistants a la
céftazidime (CAZ) et/ou ciprofloxacine(CIP) et/ou I'imipéneme (IMP).
- les Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM).
- Les Staphylococcus aureus de sensibilité diminué aux glycopeptides.
- Les Enterococcus feacalis et Entérococcus feacium résistants aux
glycopeptides.
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1.3- Criteres de non inclusion :
- Les souches bactériennes redondantes : les souches bactériennes présentant
le méme profil antibiotiques isolées chez le méme patient.

Matériels et méthodes :

II.1- Matériels :

I1.1.1- Matériel biologique :
- Souches de référence :
a- Escherichia coli ATCC 25922.
b- Staphylococcus aureus ATCC 25923 SARM(-).
c- Staphylococcus aureus ATCC 43300 SARM(+).
d- Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
- Souche connue productrice de carbapénémase appartenant a I'espéce Klebsiela
Pneumonie.

- Les souches bactériennes isolées de différents types de prélevements regus.

I1.1.2- Matériel non biologique :
e Equipements : paillasse, eau physiologie, bec benzene, microscope optique,
étuve, séchoir, réfrigérateur, bain-marie, densitomeétre, congélateur, ances, ciseaux,
pinces, disques d’antibiotiques, écouvillons, pied a coulisse, seringues stériles.
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Figure 14 : Séchoir des milieux de culture (Original).
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Figurel5 : Bain marie (Original). Figurel6 : Etuve pour l'incubation
des milieux de culture (Original).

e Verrerie : boite de pétrie, tube stériles, pipettes pasteur, lame, lamelle

Figure 17 : tube et écouvillon Figure 18 : tubes stériles dans le portoir
stérile (Original) (Original).
e Milieux de culture :
- Milieu liquide : bouillon B.H.I.B.

- Milieux solides : gélose nutritive, milieu de Muller Hinton, milieu Hektoen.
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oy

Figure 19 : gélose nutritive (Original).

e Reactifs et solution de coloration: reactifs de VP, kovacs, reactifs pour TDA,
reactifs NR1 et NR2, disques d’ONPG et d’oxydase, solution de gentiane, lugol, bleu de
méthyléne, fuschine et I'alcool éthylique a 95°.

II.2- Méthodes :

I1.2.1- Recueil des données :

Le recueil des données a été effectué par consultation des registres de
laboratoires et de registre de conservation, en marquant le numéro d’ordre
attribué au prélevement et le numéro d’enregistrement, les informations relatives
au patient : Nom, Prénom, type et la date de préléevement, service d’hospitalisation.

I1.2.2- isolement et identification des bactéries :

11.2.2.1- Isolement des bactéries incriminées:
Devant tout prélevement recus au laboratoire, I'identification des bactéries est
basée sur la détection des caracteres morphologiques, biochimiques et culturaux.

e Examen microscopique :

L’étude des caracteres morphologiques a I'aide d’un microscope optique permet
la détermination de la mobilité des bactéries et apres la coloration on détermine
leur affinité tinctoriale, leur forme, leur taille et leur mode de groupement, aussi on
détermine la présence ou non du capsule et des spores.
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e Culture des bactéries :
A partire des prélevements, I'isolement des bactéries dans des milieux de
culture consiste une étape trés importante dans le diagnostic des bactéries.
Les milieux de culture sont choisis selon la souche qu’on veut isoler :
- Gélose nutritif(GN) pour les souches non exigeantes, les géloses au sang frais
et le gelose au sang cuite pour les souches exigeantes.
- Milieux sélectifs sont :
e Milieu Hektoen et BCP (pourpre de bromocrésol) pour les BGN (bacille a
gram négatif).
e Milieu de chapman pour les staphylocoques.
Apres I'incubation a 35°C pendant 18 a 24 H, si la culture est positive, on
différencie entre les types des colonies selon la taille, I'aspect et la couleur.

11.2.2.2- Identification des bactéries :
La détection des bactéries est basée sur I'’étude des caracteres morphologiques et
biochimiques de chaque souche.

L’identification des bactéries a été effectuée par les techniques standards de
laboratoire a savoir la coloration de Gram, les tests d’orientation (test d’oxydase et de
catalase) et les galeries biochimiques classiques et miniaturisées (API 20 E).

Test Coloration de Test d’orientation Galerie biochimique
Gram Catalase Oxydase
Bactérie
Entérobactérie BGN + - Galerie classique
Et API20E
P.aeruginosa BGN + + API20 NE
A.baumannii Coccobacille + - API20 NE
A Gram négative

S.aureus CGP + - API staph
Entéroccoques CGP - - API20 strept

Tableau 02 : Résultat des tests d’orientation pour I'identification bactérienne.
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I11.2.3. Etude de la sensibilité aux antibiotiques :

Apres l'isolement et I'identification des bactéries, I'’étude de la sensibilité aux
I"antibiotiques a été réaliser pour chaque bactérie selon les recommandations du CLSI du
8 éme edition 2020 en utilisant un antibiogramme de diffusion standard et des tests
complémentaires de confirmation.

- L’antibiogramme par diffusion des disques :
L’antibiogramme standard est un test de routine de laboratoire visant & étudie la
sensibilité d’'une souche bactérienne vis-a-vis d’un ou plusieurs d’antibiotiques selon des
référentiels élaborés par des comités experts.

Le principe consiste a placer la culture des bactéries dans une gélose de Mueller-
Hinton en présence des disques d’antibiotiques et I'observation le diametre d’inhibition
qui nous permet de classer les bactérien en bactéries sensible (S), intermédiaire (I) et
résistante (R).

e Mode opératoire :

- Travailler dans la zone de stérilité devant le Bec benzene (20cm).

- Frotter I'’écouvillon humide sur la totalité de la surface de gélose de haut en
bas en stries serrés (en pivotant I'écouvillon sur lui-méme), on tourne la boite de 60°
et on répéte I'opération en deux fois, a la fin, on passe I’écouvillon sur la
périphérique de la boite.

- Lorsque I'ensemencement sera terminé, on applique les disques d’ATB sur la
surface de MH en les pressant a I'aide d’un pince bactériologique stérile (ne déplace
pas les disques apres leurs fixations) et on I'incube a 37°cpendant 18324 heures.
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Figure 20 : L’étude de la sensibilité a I’ATB par un antibiogramme standard
(Original).

I1.2.4- Détection de la résistance au C3G chez les Entérobactéries :

- Recherche de la production de la BLSE :
Selon les recommandations du CLSI, On recherche les entérobactéries productrice

des beta-lactamase a spectre étendu devant toute diminution de la sensibiilité aux
cephalosporines de 3eme géneration:

Antibiotiques testés Diamétre critiques (mm) | CMI critiques (ug/ml)
R I S R I S
Cefotaxime 30ug <22 |23-25 |=26 (=4 2 <1
Cefoxitine 30ug <14 |15-17 (=18 |=32 16 | <8

Tableau 03 : Valeurs critiques de diameétre d’inhibition et des CMI des C3G pour les
Entérobactéries selon les recommendation des CLSI.

o Test de synergie :

La recherche des BLSE se fait dans les conditions standards de I'antibiogramme en
déposant un disque d’Amoxicilline + Acide clavulanique (AMC 20/10uG) a 30 mm
centre a centre d’un disque de CTX (30ug).

Apres incubation a 37°C pendant 16-18 h, la production de BLSE se traduit par
I’apparition d’une image de synergie (bouchon de champagne) entre les disques :
AMC-CTX ou TCC-CTX.

En I'absence d’image de synergie, la production de BLSE est suspectée devant
toute diminution du diametre d’inhibition autour des disques de C3G.
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Figure 21 : Des souches BLSE positive identifié par le test de synergie (bouchon de
champagne).

e Test du double disque : (TDD)
C’est un test de confirmation effectué systématiquement devant I’'absence de I'image
de synergie avec diminution des diametres des C3G.
- Mode opératoire :
Ce test se faitdans les conditions standard de I'antibiogramme

Déposer un disque d’AMC et un disque de C3G (CTX et CRO) a une distance de
30 mm centre a centre.

Laisser diffuser les ATB pendant une heure sur la paillasse (couvercle de boite
vers le haut) a température ambiante.

Remplacer le disque d’AMC par un disque de C3G (CTX ou CRO) et incuber les
boites a température 37°c pendant 18 a 24 heures.

- Interprétation :
Le test de double disque est positif quand le diameétre d’inhibition autour du disque
du C3G appliqué apres la diffusion du disque AMC est supérieur ou égale 5 mm par
rapport diametre d’inhibition autour du disque de C3G.
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Figure 22 : Test de double disque avant I'incubation (Original).

Figure 23 : Test de double disque aprés I'incubation (Original).

I1.2.5- La détection des entérobactéries résistante aux carbapénemes :

e Test de Hodge modifié (MHT) : (actuellemnent est réservé pour les études

epidemiologiques).

Le test de Hodge modifié est un test simple qui peut étre effectué en routine
devant toute diminution de diametre d’inhibition a 'une des carbapénemes.

Antibiotiques testés

Diameétre critiques (mm)

CMI critiques (ug/ml)
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R | S R I S
Imipéneme 10pg <19 2022 |=23 |=4 2 <1
Ertapéneme 10ug <18 |19-21 |=22 |=2 1 < 0.50.

Taleau 04 : Valeurs critiques de diameétre d’inhibition et des CMI des
carbapéneme pour les Entérobactéries selon les recommendation des CLSI.

La détection de carbapénémases est basée sur I'inhibition de I'activité des
carbapénemes vis-a-vis d’une souche indicatrice sensible (E.coli ATCC 25922)
lorsqu’elle est au contact d’'une souche productrice de carbapénémase (souche a
tester).

On utilise les disques de carbapénéme suivantes : Ertapéneme (meilleur
indicateur pour la détection des carbapénemases), Imipéneme ou Méropéneme.

- Mode opératoire :

- Préparer une suspension de 0.5 Mcf (a I'aide d’un densitomeétre) dans un
tube stérile d’'une souche E. coli ATCC 25922 dans 5ml d’eau physiologique.

- diluer I'inoculum au 1/10 éme (ajouter 4.5ml d’eau physiologique a 0.5ml de
I'inoculum).

- Ensemencer la dilution sur la gélose (MH) a I'aide d’un écouvillon stérile.

- Déposer un disque d’ertapéneme (10ug) ou imipenéme au centre de la boite
ensemecée.

- On ensemence les souches d’essai en ligne droite du bord du disque au bord
de la plaque et ont répété la méme chose avec une souche témoin positif
(K.Pneumoniecarbapénémase positif) et une souche témoins négatif (E. Coli ATCC
25922 carbapénémases négatifs).

- Le milieu de culture a été incubé a 37°c pendant 16 a 24 heures.

- Interprétation :

Apres la période d’incubation les souches productrices de carbapénémases vont
pousser jusqu’au contact du disque d’értapéneme ou imipeneme.
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Un test de Hodge modifie est positif indique la production de carbapénémase
par le micro-organisme testé qu’inactive le carbapénéme diffuser a partir du disque
en permettant la souche E. Coli ATCC 25922 sensible aux carbapénémes de se
développer vers le disque et va donner un aspect d’invagination de la culture.

Un test de hodge modifie est négatif ne montre aucune croissance de E. Coli
ATCC 25922 le long de la strie de croissance de la souche d’essai dans la zone de
diffusion du disque.

Remarque : le test de Hodge modifie détecte la présence des carbapénémases
mais il ne peut pas typer ces enzymes.

Figure 24 : Etude de la sensibilité aux carbapenemes par le test de hodge modifie.
Avant l'incubation (Original).

Figure 25 : Etude de la sensibilité aux carbapenemes par le test de hodge modifie.

Apres I'incubation (Original).
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I11.2.6- Détection des Pseudemonas aeruginosa et Acinetobacter
baumannii résistant a la céftazidime et/ou I'imipinéme et/ou
ciprofloxacine :

La sensibilité de Pseudemonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii a été
étudié par la méthode conventionnelle de diffusion des disques en milieu gélosé de
Mueller-Hinton (MH) et par la concentration minimale d’inhibitrice (CMI).

Les souches multi-résistantes présentent un diametre d’inhibition autour un
disque de céftazidime (CAZ) ou imipéneme (IMP) inferieur a leur valeur critique.

Teste Céftazidim CAZ (30ug) Imipénéme IMP (10ug) | Ciprofloxacine CIP (5ug)
(. R I S R | S R I S
Bactérie
Pseudemonas <14 15-17 | =18 <15 16-18 | =19 <15 16-20 | =21
aeruginosa
Acinetobacter <14 15-17 | =18 <18 19-21 | =22 <15 16-20 | =21
baumannii

Tableau 05 : Valeurs critiques de diametre d’inhibition de la Céftazidime, de
I'imipéneme et de la Ciprofloxacine pour les Pseudemonas aeruginosa et
Acinetobacter baumanniiselon les recommendation des CLSI.

I1.2.6.1- Recherche des BLSE chez les Pseudemonas aeruginosa et
Acinetobacter baumannii :

La recherche des Pseudemonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii
productrice de BLSE se fait par :
o Test de synergie :

Dans les conditions standards de I'antibiogramme, la recherche des souches
productrice des BLSE se fait par un disque AMC ou TCC et un disque de la
Ceftazidime CAZ (30ug) qui sont déposés a distance de 30mm centre a centre.

Apres I'incubation a 35°C pendant 16 a 18 h, la production d’enzyme se traduit
par I'apparition d’une image de synergie entre les disques : AMC-CAZ ou TCC-CAZ.
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e Test de double disque (TDD) :
Dans les conditions standards de I'antibiogramme.

On dipose un disque de TCC et un disque de la céftazidime (CAZ) a distance de
30 mm (centre a centre) et on laisse I’ATB diffuser pandant une heure a la
température ambiante (la boite sera déposée couvercle vers le haut.

On remplasse le disque TCC par un disque de la céftazidime et en I'incube a 35°C
pandant 16-18 h.

On dit que le test de double disque quand le diametre d’inhibition autour de
disque de céftazidime appliqué apres difusion du disque AMC est = 5mm par
rapport au diametre d’inhibition autour du disque de CAZ.

Figure 26 : test de confirmation (TDD) pour

Pseudemonas aeruginosa (Original).

I1.2.6.2- Recherche des carbapénémase chez Pseudemonas aeruginosa et
Acinetobacter baumannii :

A fin d’identifier les Pseudemonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii
productrices carbapénémases, on va faire :

e Test de Hodge modifié :
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On dillue un inoculum (densité égale a 0.5 Mc) de la souche E.coliATCC 25922 au
1/10 et on I'ensemence par un écouvillon sur la surface de gélose (MH).

On dépose un disque d’'imipénéme au centre de la boite ensemencée, apres on
ensemence les souches en stries radiales a partir de disque et on incube la boite a
35°C pendant 16 a 20 heures.

Les souches qui ont ensemencé sont :

- Souche témoin positif Klebsiella pneumoniae.
- Souche témoin négatif Escherichia coli ATCC 25922.
- Les souches a tester.
Le test est considéré positif lorsqu’on observe une repousse de la souche
indicatrice le long de la strie de la souche a tester.

I1.2.7- La détection des SARM (Staphylococcus aureus résistant a la
méticilline):

Pour les Staphylococcus aureus, les génes mec A sont les génes codants
responsables de la résistance a la méticilline et d’une résistance croisée entre la
différente beta lactamines.

On identifier les Staphylococcus aureus résistantes a la méticilline parla technique
de diffusion des disques d’antibiotiques dans la condition standard de I'antibiogramme
a I'aide d’un disque de Céfoxitine FOX (30ug).

Apreés la période d’incubation (18h a 37°C), les souches méticillinorésistance
sont définiés par un diametre d’inhibition < 21 mm.

Antibiotiquetesté Diameétre critique (mm)

R I S

Céfoxitine (30 ug) <21 | e > 22

Tableau 06 : Valeurs critiques de diamétre d’inhibition de Céfoxitine pour
Staphylococcus aureus selon les recommendation des CLSI.

I1.2.8- Détection de la sensibilité diminiuée aux glycopeptide chez
Staphyloccocus aureus :
La détection de la sensibilité des Staphylococcus aureus a la

glycopeptide a été effectuée par la détermination de la CMI a la
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vancomycine par méthode de diffusion en gélose utilisant la bandelette E-
test avec une concentration critique fixée a 2 mg/I selon CLSI.

I11.2.9- Détection des entérocoques résistant glycopeptides:

La détection des ERV a été réalisée par des techniques phénotypiques (méthode de
culture) en basant sur la méthode de diffusion des disques avec I'établissement de
I’antibiogramme et la méthode de dilution avec détermination des CMI.

Les souches sensibles a la vancomycine sont indiquées dans la méthode des
disques a diffusion par des zones d’inhibition nets et des bords francs.

Les souches résistant a la vancomycine sont indiquées par des bords flous ou la
présence des colonies dans la zone d’inhibition.

Antibiotique Diameétres critiques (mm) CMI critiques (ug/ml)
testé R I S R | S
Vancomycine <14 15-16 =17 > 32 8-16 <4
(30ug)

Tableau 07 : Valeurs critiques des diametres des zones d’inhibition et des CMI pour
Enterococcus spp.

I1.3- Conservation des souches bactériennes par la congélation :
On conserve les souches bactériennes a une température égale a -20°C.

e Mode opératoire :

Inoculer la pente d’un milieu TSA ou HIA et on I'incube a 35-37°C.

Récolter les bactéries sur la pente et réaliser des suspensions bactériennes dans
des cryotube en plastique (tube de congélation servant a la conservation a des
températures tres faibles) contant un bouillon nutritive (BHIB).
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Mettre les cryotubes dans le congélateur.
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Aprés une introduction sur logiciel EXCEL de I'’ensemble des résultats des tests
microbiologiques et ceux de des données démographiques et cliniques, une
analyse a été faite et plusieurs taux et paramétres ont été calculés ;

— Resultats de I'’etude prospective :

1288 prelevement total recus

256 prelevement de culture +

78 souches BMR isolees

.43 Enterobacterie MR

. 7 Pseodomonas aeruginosa
MR

. 3 Acinetobacter baumanii
MR

. 22 Staphylococcus aures

résistance au meteciline

. 3 Enterococcus résistant au
glycopeptide

Figure 27: Récaputilatif des résultats globaux de I'étude.
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PARTIE I:

I.1- Nature du Prélevement:

e Durant la période d’Etude, nous avons recus 1288 prélevements a visée
diagnostic répondant a nos critéres d’inclusion.

e Ces 1288 prélevements sont répartis selon leur type comme montré dans la
figure suivante:

Total des prelevements

1288
1
[ T T T T 1
Suppuratio 4 iqui
Urines 484 ptpD' Hémocultur LCR 132 L|qU|de_: de e
[37.58 %] n et Divers e 180 [10.25 %] ponction 28 [2.17 %]
' ; 513.51%] : °

413 [32.07 [13.98%]

Figure 28: schema represente la repartition des prelevements selon leur
nature

Les urines représentent le prélevement que I'on recoit le plus fréquemment au
niveau du laboratoire pour diagnostic de I'infection urinaire chez le sujet
hospitalise, en effet I'infection urinaire est parmi les infections associées aux
soins les plus fréquentes . [ref]

Les suppurations viennent en seconde position, ils s’agit Ia dans la majorité des
cas d’infections sur site opératoire; suivi des hémocultures effectué dans le
cadre du diagnostic des bactériémies trés fréquentes chez le sujet
neutropénique attaint d’hémopathie maligne [ref], sujet faisant partie de
notre population d’étude.

I1.2- Taux de positivité des cultures bactériennes des différents
prélevements faisant partie de notre échantillonage:
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Sur les 1288 prélevements inclus 256 ont présenté une culture bactérienne
positive soit un taux de positivité de 19.88%

Ce qui revient a dire que pratiquement le 1/5 eme des prélevements recus sont
revenues positifs,

En ce qui concerne les prélevements négatifs en culture il peut s’agir soit de réels
négatifs et de faux positifs, cette fausse positivité peut etre attribué a une
antibiothérapie en cours lors du prélevement, a un transport inadéquat des
prélevements [ref].

culture positive

culture
negative

Figure 29 : repartition des cultures bacteriennes selon la positivite .

1.3 - Taux de positivité des cultures bactériennes de chaque type de
prélevements :

e ECBU on a 43 prélevement de culture positive soit un taux de positivité de
8,88% (43/484).

e Cathéters : 05 préléevements de culture positive sur les 25 recus donc 17.86
% (05/28)

e Hémocultures : 27 sont revenues positives sur les 180 soit un taux de 15,00
% (27/180).
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e Lequide Cephalo Rachidienne on a 06 prélevements de culture positif donc
4,55 % (06/132).

e Liquides de Ponction :on a enregistré 04 prélevements de culture positive
donc 7,84 % (04/51).

e Et enfin pour les suppurations diverses on a 171 prélevements de culture
positive donc 41,40 % ( 171 / 413 ) . On note de ce fait un taux trés élevé de
positivité des cultures des prélevements de suppurations.

REPARTITION DU CULTURE POSITIF
B PRELEVEMENT POSITIF B PRELEVEMANT TOTAL
484
413
180 132 171
43 5 28 27 I 6 . g 21
— |
A @
Q§° - RS \,Cz“ N «\o$
S &5
K
N

Figure30 : repartition des prelevement positif recus selon les types des prélevements .

I.4- Distribution des différements prélevements inclus selon le service
expéditeur:

Différents services étaient demandeurs d’examens cytobactériologiques comme
montré dans le tableau 7 page 72 :
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Tableau 08: repartition des souches isolees selon les services d’hospitaliares

Abreviations:

MI : medicine interne .

LP : liquid de ponction .

LCR : liquid cephalo rachidien
CAC : centre anti cancer .

Nous remarquons que le service le plus demandeur d’examens
cytobactériologiques et donc le plus de pourvoyeurs de prélevements sont ceux
du centre anticancer, les patients hospitalises au sein du CAC sont des sujets
immunodéprimés fragilisés ,soit opéré dans le cadre du traitement chirurgical de
leurs pathologie cancéreuses . ou bien il s’agit de sujets neutropénique souvent

en aplasie atteints d’hémopathie maligne,qui constitue une population a risqué
infectieux [ref].
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I.5- Répartition des germes isolées selon les types de Prelevements par
Genre :
Des 256 prélévements, inclus et revenus positifs nous avons sélectionné 308

souches bactériennes qui répondent a nos critéres d’inclusion comme mentionné
dans le tableau ci apres

Germe Urines | KT HC | LcR | Lp |Supperation) L.,
et Divers
Enterogacterle 36 1 14 5 4 98 155
S.aureus 3 3 7 2 0 66 81
P.aeruginosa 2 0 4 1 0 46 53
Enterococcus
feacalis et
2 0 1 1 0 8 12
Enterococcus
feacium
A.baumannii 0 1 1 0 0 5 7
Total 43 5 27 6 4 223 308

Tableau 09 : reparation des germes isolees selon le type de prelevement .

Sur les 308 bactéries constituant notre échantillonage 155 étaient des
entérobactéries ,elles arrivent donc en tete suivi du S.aureus avec 81 souches

PARTIEII :

e Le protocole établi pour la détection des souches multirésistantes a permis
de mettre en évidence 78 souches multirésistantes.

II.1 - Taux de multirésistantes des différentes bactéries :

Genre

MR SHCLIEEBUL MR MR ERG sensibilite
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dim aux
Gly
BMR 43 22 7 3 3 0 8
Total 155 81 53 7 12 0 308
0

Taux de 43/155 22/81 7/53 78/308
souches Faible Effectif|Faible Effectif

MRs (27.74%) (27.16%) | (13.20%) (25.32%)

Tableau 10 : repartition des germes BMR isolees et leur taux .

MR: multirésistant

RM :resistant a la méticilline

ERG:entérocoque resistant aux glycopeptides

FE: faible effectif

Gly : Glycopeptide .

Environ % des bactéries répondant aux critéres d’inclusion étaient des BMR,

I1.2- Répartition des différentes BMR détectées :

Les proportions des différentes BMR détectées détectées sont les suivantes :

Entérobactéries multirésistantes : 55,13 % (43 / 78)
:28,21%(22/78)

S.aureus méticillinorésistants

P.aeruginosa multirésistantes :8,97 % (7/78)

A.baumannii

Enterococcus feacalis et Enterococcus feacium resistants aux

multirésistants

glycopeptides: 3,85 % (3/78)

:3,85%(3/78)

Les entérobactéries représentent plus de la moitié 43 souches des BMR détectées
lors de notre etude suivi des souches Staphylococcus aureus
méticillinorésistantes 22 souches au contraire en 2016 Les souches multi
résistantes d’Acinetobacter baumannii étaient prédominantes suivies des ERC3G
(Entérobactéries résistantes aux Céphalosporines 3eme Génération), des SARM (

puis des Pseudomonas aeruginosa résistants a la Ceftazidime [la these Etat des
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lieux de la consommation des antibiotiques au CHU de Blida et de

I’antibiorésistance Présentée par :DERBAL AMINA FAID MOUNIR ,HARRATH
RABAH mars 2021] .

N =78 BMR

M Enterobacterie MR W S,aureus MR P,aeruginosa MR

m A ,baumanii MR m Enterocoque RG

9%‘

Figure 31 : Répartition des différentes BMR détectées .

I1.3- Résultats des tests complémentaires renseignant sur les
mécanismes de résistances impliqués :

Les tests complémentaires pour la recherche des différents mécanismes de
résistance nous a permis de présenter les résultats ci apres :

e Entérobactéries BLSE (+) = 30 souches.
e Enterobactéries productrice de Carbapénémases = 06 souches.
e Enterobactéries résistantes aux C3G = 05 souches.

e Enterobactéries BLSE (+) et Carbapénémase (+) = 02 souches.
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e P.aureginosa BLSE (+) et Carbapénimase (+) = 01 souche.

e P.aeruginosa productrice de Carbapénémase = 04 souches.

e Enterococcus feacalis et Enterococcus feacium résistants aux
glycopeptides : 03 souche.

Nous notons une diversité des mécanismes d’antibiorésistance,la détection de
souches hautement résistantes émergentes est alarmante car en plus du fait des
possibilités thérapeutiques restreinte ,le risque de dissémination de ces bactéries
fait craindre le pire,devant l'isolement de telles souches le role d’alerte que joue
le microbiologiste est primordiale permettant la mise en ceuvre rapide des
précautions complémentaires de type contact afin d’éviter les risques de
transmission croisée.

I1.4- Répartition des germes Multi-résistante selon le sexe :

SEXE ENTEROBACTERIE | P.a A.b S.a Enteroocoque | Total
MR MR MR RM RV

Homme | 28 4 3 13 2 50

Femme | 15 3 0 11 1 28

Tableau 11 : repartition des BMR selon le sexe du patient .

- Onvoir que les germes BMR sont isolées chez les hommes plus que chez les
femmes.

- Taux de portage chez 'homme 64,10 % (50/78).
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- Taux de portage chez la femme 35,90 % (28 /78).
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Conclusion

Les Bactéries Multirésistantes aux Antibiotiques sont un probleme majeur de
santé publique dans le monde.

Ces bactéries exposent au risque d'impasse thérapeutique, imposent une
antibiothérapie probabiliste a large spectre responsable de nouvelles sélections
bactériennes.

Les armes dont nous disposons pour lutter contre ces BMR sont basées sur
deux principes :

- Prévenir leur dispersion par le strict respect des précautions d’hygiene:
Précautions standard et Précautions complémentaires contact avec
intensification de 'usage des solutions hydro - alcooliques pour tous . Les
mesures spécifiques BHRe ont fait la preuve de leur efficacité mais elles sont
particulierement difficiles a mettre en oeuvre .

- Prévenir leur émergence par une politique de bon usage des antibiotiques .

La maitrise de la diffusion des BMR ne pourra se faire que dans le cadre d'une

coopération entre microbiologistes , hygiénistes, cliniciens et I'ensemble de
I'équipe soignante .
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ANNEXES

Technique microbiologique :
Annexe 01 : Coloration de Gram : (122)

C’est une technique qui permet de mettre en évidence les propriétés de
la paroi bactérienne. Son avantage est de donner des informations de facon
rapide, facile sur les bactéries étudies.

Mode opératoire :

1- Réalisation d’un frottis :
- Déposer une goutte d’eau stérile (ou directement le prélevement
s'il est liquide) sur une lame stérile.
- Ajouter a la goutte une colonie isolée (quand l'isolement a été fait).
- Etaler et fixer a la chaleur d’une platine a environ 40°C.
- Poser la lame séchée sur le portoir.
2- Réalisation de la coloration :
- Coloration de frotti par le violet de gentiane, et laisser agir de 30 a
60 minute puis rincer a I'eau.
- Recouvrer de lugol et laisser agir le méme temps que le violet de
gentiane, rincé a I'eau.
- Décoloration rapide a I'alcool en versant 'alcool goutte a goutte
sur la lame inclinée obliquement.
- Rincer abondamment avec de I’eau pour stopper la décoloration.
- Recoloration a la fuchsine et laisser agire de 30 a 60 second puis
laver doucement al’eau.
- Sécher la lame et observer avec une goutte d’huile a immersion.
objectif 100.
Annexe 02 : Galerie biochimique API 20E : (123).
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Figure : galerie API20E positive vs negative. (123)

1- Préparation de la galerie :
- Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir de
I’eau dans les alvéoles pour créer une atmosphere humide.
- Déposer stérilement la galerie dans boite d’incubation.
2- Préparation de l'inoculum :
- Ouvrir une ampoule de Suspension Medium.
- Prélever une seule colonie bien isolé sur milieu gélosé.
- Réaliser une suspension bactérienne faible.
3- Inoculation de la galerie :
- les tubules et les cupules des tests du type ICITI.
- Remplir les tubules des tests du type ADH et remplir la cupule avec
de I'huile de paraffine, pour créer I'anaérobiose.
- Remplir uniquement les tubules des tests restants.
Remarque : il est important de veiller a ne pas créer de bulles lors de
I'inoculation qui pourraient fausser le résultat.
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Celles nécessitant le remplissage

| A du tube uniquement, désignées
~Spat [ par un nom de test simple,
Tube N/”/ ‘ ex: GLU , ONPG
_ .“
. . " : r2;
Celles nécessitant un remplissage a la
fois du tube et de Ia cupule, désignées e e
par une bordure autour du nom du test : \
/’_Jd
crr ve| leedl - }
Celles nécessitant le remplissage du r3J

tube, qui est ensuite recouvert par

I"huile de paraffine stérile, désignées o Liquid paraffin
par une ligne sous le nom du test : e —
ADH LDC ODC H2S URE L

Figure : déffirent types de remplissage de la galrie API20E.(123)

4- I|dentification :
- Avec le tableau d’identification : comparer les reaction notées sur
la fiche de résultats avec celle du tableau.

- Avec le catalogue analytique : les tests sont regroupés en groupe
de 3. Et une valeur (1, 2 ou 4) est indiquée pour chacun.
Additionner a l'interieur de chaque groupe les nombres
correspondants aux tests positifs. On obtient un nombre a 7
chiffres qui sert de code d’identification.

- Avec un logiciel d’identification.

Annexe 03 : Identification de CMI par E-test : (121).
1- Milieu : on utilise le milieu de MH bien séchées.
2- Préparation de l'inoculum :

- Racler quelques colonies bactériennes bien isolées par une anse de
platine a partir d’'une culture pure de 18 a 24 d’incubation.

- Décharger I'anse dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0.9%.

- Homogénéiser la suspension bactérienne dont son opacité doit
étre équivalente a 0.5 MF.

3- Ensemencement :
- Tremper un écouvillon stérile dans I'inoculum.
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- L’essorer en le pressant fermement (et en le tournant) contre le
paroi interne du tube.

- Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seche, de
haut en bas, en striés serrés.

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

- Ensemencer dans les mémes conditions la souche de références.

Dépot de la bandelette E-test :

- Prélever la bandelette a I'aide de pince bactériologique
préalablement flambées au bec benzene (le contact avec les pinces
doit se faire au niveau de I'extrémité marquée E).

- Déposer la bandelette délicatement sur la surface gélosée, en
commencant par I'extrémité correspondant aux concentrations les
plus élevées (éviter la formation de bulles d’air entre la gélose et la
bandelette et une fois appliquée la bandelette ne peut étre
déplacée.

- Laisser la boite couvercle en haut pendant 15 mn au plus.

- Incuber la boite dans les conditions requises.

Lecture :

- LaCMlde ’ATB testé est lue a l'ceil nu.

- Elle correspond a la graduation, située a la jonction entre I’ellipse
et la bandelette.

- Controler la qualité du test par CMI de la souche de référence.

- Lire ensuite la CMI.
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Figure : lecture la CMI par l'utilisation de E-test.

Annexe 04 : Test a Cloxacilline : (121)
On utilise oxacilline au lieu de cloxacilline
1- Protocol:

- Utiliser un milieu de Muller-Hinton additionné de I'oxacilline.

- Déposer les disques d’antibiotiques a testé sur la surface de gélose
ensemencé préalablement.

- Incuber la boite a 35°C pendant 18 h.

2- Lecture et interprétation :

- Linterprétation se fait par la comparaison entre I'antibiogramme
réalisé sur MH additionné de |'oxacilline a celui réalisé sur MH sans
oxacilline.

- Noter la différence de diametre d’inhibition autour de C3G entre
les deux tests et la restitution de I'image de synergie entre I’AMC
et les C3G.

- Linhibition de la céphalosporinase entraine :

L’apparition des phénotypes sauvages de I'entérobactérie ou
I’appartion d’autre mécanisme de résistances acquises (sunthese de
BLSE, Pénicillinase, Imperméabilité).
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Annexe 05 : Test d’inhibition par EDTA :
On a réalisé le test d’inhibition par 'EDTA pour typage le type de
carbapénémase (présence de métallo-carbapénémase).

1- Protocole :

- Préparer une suspension bactérienne a partir d’une culture pure.

- Ensemencer la boite de MH par un écouvillon stérile.

- Déposer un disque d’imipéneme et un autre disque contenant
I’"EDTA combiné avec I'imipénéme coté a coté dans le boite de MH.

- Incuber la boite a 37°C pendant 16 a 24 h.

2- Interprétation :

- Une augmentation du diametre d’inhibition du disque IPM+EDTA
par rapport au disque IPM seul releve la présence de I'enzyme de
type métallo-carbapénémase qui a été inhibé par 'EDTA.
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LES ANTIBIOTIQUE TESTE DANS L’ANTIBIOGRAMME
Annexe 06 : Valeurs critiques des diameétres des zones d’inhibition et

des CMI pour les entérobactéries.(124)

Antibiotiques | Charge des | Diamétres critiques (mm) |  CMI critiques (ugimi) Commentaires
testés Disques | R | $ R | $
Ampiciline 10u9 S13| W-18 | 217 | 23 16 <8 | Laréponse & l'ampiciline est valable pour lamaxiciline
Amoxiciline 0100 | <13 | M=17 | 218 | 23216 168 | <B4 |Lesbreakpoints des céphalosporines et de faztréonam ont élé révisés en fonction des proprétés PK-PD et des données ciniques.
+Ac. clavulanique Ainsl, l'application de ces breakpoints dépend du respect de posologles précises | céfazoline (2 toutes les 8h), céfoxttine (29 toutes
Citaoke | Mg | 19| 0-2 | 223 | 28 | 4 | sz | céommighisisd)
T m Sutte 4 la révision des breakpoints des céphalosporines, la lecture inlerprétative anciennement basée sur ka détection ou non d'une
Don Vg [sM) 6-17 ] 218 | 2% S8 | BLSE, mest pos ndcessare, Larigonse R, 10u' sefal en se éran sux seis damébes mesurés
Cefortine 0w S| 1617 | 218 | 2R 16 | <8 | Asoulgner cependant que la détection phénctypique de la BLSE garde tout son intérét. dans les études épdémiobogiques et en
Céfotaxime Ny <2 D=5 28 | 24 2 | 1 |hygiéne hospialire. (vor chapive recherches compiémentares)
Pour prédire les résulats des céphalosporines orales quand elles sont ublisées pour le tralement des infections non complquées
du fractus urinaire, le test de la céfazoline est préféré & celul de ka céphalotine
Céfazolne 0 S| - 215 | 2% wee | 16 | Les résultats de la céfazoline permettent de prédire les résultats pour les céphalosporines orales | céfackor, céldinir, céipodoxime,
(Infections non céiprozi, céluroxime axéti, céphalexine et loracarbe! quand elles sont ublisées pour le tratement des infections non compliquées du
compliquées du tractus urinaire dues d £ coll, K. pneumonie et P. mirabis. Cépodoxime, céfdini ef céfuroxime axét peuvent tre testés
ME) | 7 B | individuellement car certaines souches peuvent étre sensibles @ ces antibiobiques alors quelies sont résistantes & la céfazoline
Cétazdme | 3pg | <17 [ 18-20 f 221 | 216 8 | 4 |Lescrires dinterprétaion sont basés sur b posoogie de 1 g toutes les Bh
Aztréonam g $17] 18-20 | 221 | 216 8 <4 | Les critéres d'interprétation sont basés sur la posologie de 19 foutes les Bh
Imipénéme 1009 19| 0.2 [ 2 | 24 2 | <1 |Lesbreakpoints des carbapénbmes ont été révisés en fonction des propnétés PK-PD et des données chniques. L'appicaion de ces
Efapinime g |s®| 0.2 | 22 | 22 1 | eos mt;:moumumm Imipénéme | 500 mg toutes les B ou 1 g toutes les B, Etapénéme 1
foutes les
La détection phénotypique d'une carbapénémase par le test MHT est réservée aux études épidémiologiques (voir chapitre
recherches complémentaires)
Ambacine | 309 |t [ 1516 ) 207 | 264 | R ) ) - D ——— L
Gentamicine 100 12| =14 | 215 | 218 8 <4
Ackde naldixique KT <13 W-18 | 219 | 2% - 516 | La sensibité diminude aux fluoroquinolones est détectée chez les salmonelies isolées dinfections extra-ntestinales en testant
Cprooacre | S0 | <15 | 10-20 | 221 | a4 | 2 | g1 |facenakduique d fantbiogramme
Valable pour entérobactéries autres que Saimoneia Typhi et Saimonedla spp. extra-intestinales.
Chioramphénicol |  30ug 12| 13-17 | 218 | 2 16 <8 | Ne pas reporier en routine pour les souches isolbes dTTU sauf pour les saimonelies. Valable pour S Typhi el Salmonella spp. extra-
infestnales
Colistine** CMI s | s | o |32 | R
Furanes 30009 s | 15-18 | 217 2128 64 ]
Triméthoprimes | 128/ 10| M=15 | 216 (2476 | ~ [ 5238
Sufaméthorazole | 23 T
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Annexe 07: Valeurs critiques des diameétres des zones d’inhibition et

des CMI pour Acinetobacter spp. (124)

Antibiotiques testés Charge des Diametres critiques (mm) CMI eritiques (ug/mi) Commentaires
disques R I $ R | $
Ticarciline 7519 <14 165-19 | 220 | 2128 | 364 <16 | Le disque de TCC doit étre placé & coté du disque de CAZ Une synergie
: " entre les 2 disques indique la présence d'une BLSE. (voir recherches
Ticarciline + ac.clavulan 7501 15-19 2 2 2842 | < .
fcarciline + ac.clavulanique Oug <14 220 | 21282 <162 mentaies)
Pipéraciline 100 g AT | 18=2 | 22 | 2128 | 64 $16 [ Les critéres dinterprétation pour [imipénéme sont basés sur la posologie
Cétaziime N | <M | 17 | a8 |22 | 6 | gp |e0Mdmlsd
mipénéme 1019 <18 19-21 22 | 28 4 <2
Amikacine 304 <14 | 16-16 | 217 | 264 R <16
Gentamicine 104a <12 | 13-14 | >15 [ 216 8 <4
Tobramycine 104 <2 | 13-14 [ 215 | 216 8 <4
Nétlmicine Ml - o oo pX ] 16 <8
Cproonche ¥ <15 | 1620 | 221 | 24 | 2 <
Lévofloxacine 519 $13 | M-16 | 217 | 28 4 $2
Doxycycline 09 <0 0-12 | >13 | 218 8 <4 | Sirésistance & doxycycline, réponse valable pour tétracycline
Triméthoprime+ sulfaméthoxazole | 12523 759 <10 [ M-15 | 216 [ 2476 - S8
Coligtine CMI e e | 24 - <2 | La colistine est testée pour usage thérapeutique. Il faut déterminer la CMI

Annexe 08 : Valeur critiques des diameétres des zones d’inhibition et

des CMI pour Pseudomonas aeruginosa. (124)

. ' Chargodes Diametres critiques (mm) CMI critiques (ug/mi) Commentaires
Antibiotiques testés P
" R | s | R | s

Ticarciline 7519 <15 16-23 | 224 | 2128 | 32-64 | <16 |Lesvaleurscrtiques pour la pipéraciline et la icarciline (avec ou sans ac clavuianique), sont basées sur
une posologie d'au moins 3g toutes les 6 heures.

Toarcle +2c.cawianue | 751009 | <15 | 16-23 | 204 | 21282 | 322-642 | gtg | Détecterune BLSE enplacantl disquede TCC entele disque de CAZ etle disque JATH (o chapire
tests complémentaires).

Pipéraciline 1009 S| 1520 | 22t | 2128 | -84 | <16 | |'appication des breakpoints pourles céphalosporines dépend du respect de posologies précises.

Cefazidime Njg 4| 15-17 ] 218 | 2 1 <8 CeftazidimeelAztreomvm:1gb9teslese\ou'29towslesm.I|eslrecommnded'hﬁorwles
infectiologues, pharmaciens, comité des antibiotiques et CLIN de Mhdptal, de ces nouveaux critéres

Aztréonam 3019 <15 16-21 | 22 2R 16 <8 | dinterprétation. Consulter le clinicien, en particulier pour les patients spécifiques.

Imipénéme 101 15 16-18 | 219 >8 4 <) | Encasde diametre R ou |, fae une défection de carbapénémases (voi recherches complémentaires).
Valeurs critiques basées sur une posologie de 19 toutes les 8 heures ou 500mg toutes les 6 heures.

Amikacine 30 g <14 | 15-16 | 217 264 R <16

Gentamicine 1049 <12 13-14 | 215 216 8 <4

Netiimicine 30 g <12 13-14 | 215 2R 16 <8

Tobramycine 109 <12 13-14 | 215 216 8 <4

Ciprofloxacine Sy <15 | 16-20 | 22 24 2 <1

Lévofloxacine 549 <13 1416 | 27 8 4 2

Fosfomycine* - - = - - = - | Des observations cliniques suggeérent que les infections dues a des souches pour lesquelles la CMI
de la fosfomycine est s 128 mg/L (ECOFF) (Epidemiological cut-off value) pourraient étre traitées
avec de la fosfomycine.

Colistine 10ug <10 w2 ) 4 Q2
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Annexe 09 : Valeurs critiques des diametres des zones d’inhibition et
des CMI pour Staphylococcus spp. (124)

Antibiotiques testés Charge des | Diametres critiques (mm) |  CMI critiques (ug/ml) | Commentaires
disques | R Ll s | R | $
Pénicillne Letestde la B-actamase confime les cas douteux (voir « Tesls complémentaires »).
U <3 =28 02 | SO0 rion valble pourtoutes es pniciines nactvées par s S-actamases (ampicine,
Oxacillne (S.aureus et S ugdunensis) o — | - 24 — <2 | Tester le disque de céfoxitine 30 g pour détecter la résistance & la méticiline de S.aureus et des
Cefortine (S aures g | sn| - [ | s [ = | s |voemocoqesdconmiteenigshe
o grs " — —1 La résistance 4 la céfoxitine signifie la résistance  toute la famille des B- lactamines.
Oxacillne (S.CN. sauf S bigdunensis) | — - = | =] 05| — | 505 ) - ,
— - Le disque d'oxacilline n"est pas fiable. Tester le disque de céfoxitine 30 pg pour détecter la
Céfoxitine (S.C.N.sauf S.lugdunensis) pg < - 25 = = = | résistance 4 la méticilline de S.aureus et des staphylocoques a coaguiase négative.
| Gentamicine 0va | <12 [13-14] >15 | >16 | 8 <4 | Les souches résistantes 4 la entamicine sont résistantes 3 tous les aulres aminosides saufala |
| Kanamycine Vg <13 | 14-17] 18 | om4 | 2 < | Ladétermination de la résistance a famikacine est mieux détectée avec la kanamycine. *
| Amikacine K| <14 | 15-16| >17 | B4 | R | <if
Erythromycine 15 <13 | 14-22| 23 | 28 | 14 | <05 |Détecterlarésistance inductible en plagant le disque d'érythromycine a cité du disque de
clindamycine. En présence d'une image d'antagonisme, répondre « Résistance & érythromycine et
Cindancne | | B-m| 2 | | 12 | <05 | ogameres - '
Vancomycine (S. aureus) - - - | 216 | 4-8 2 | Ledisque de vancomycine ne permet pas de différencier les souches vanco « S » et « | » de
_ _ _ \ Staphylococcus aureus, ni de différencier les souches vanco « S», « | »et <R 2 de SCN., car les
Vancomycine (SCN) 22 | 8-16 “4 ‘ Mt | elion de I CM de s i
Teicoplanine g <10 [ 11-13] 214 | 2R 16 8
| Offoxacine S <14 115-17 1 218 | >4 | 2 |
| Ciprofloxacine Sug <15 1 16-20 | >21 24 2 |
| Lévofloxacine Sug <15 1 16-20 1 > 24 2 sl
| Timéthoorime+ sulfaméthoxazole 1125237503 <10 1 11-10{ >16 1 o476 | -
| Rifamoicioe 20 <18 L7-10 0 220 | >4 2 <
| Tétracycine 0w <14 1 15-181 >19 | 16 81 <4 llessouches sensibles 4 |a tétracvcie sontsenshlesd la dorvevcipeetd laminocvcline
| Chioramohénicol KT <2 113-171 >18 | > 16 <8
Quinupristine-dalphopristine A reporter souches méthiciino-sensibles
g | sts [t f o | w | P | P G S
Interprétation valable pour ka pristinamycine
Acide fusidique** 1019 U | e | 22| 21 s1
Fosfomycine IV* - |——] - |>8 $R
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