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Résumé

Les bactéries sont a l’origine de réels problémes de santé publique pour leur
implication dans de nombreuses maladies. La résistance aux antibiotiques est devenue ’un

des problémes les plus importants dans le monde.

Cette étude consiste a isoler, a identifier et a étudier le profil de résistance des
bactéries responsables de deux types d’infections (infection urinaire et infection du pied
diabétique).

Cent dix-huit (118) prélévements d’urines et cent cinq (105) prélévements du pus
provenant de différents établissements de santé ont été analysés au niveau du laboratoire
d’hygi¢ne de la Wilaya de Blida. Les résultats étaient positifs dans 37% des prélevements

urinaires et 90% des prélévements du pus.

42 souches bactériennes ont été isolées a partir des prélévements urinaires dont 90,5
% souches étaient des bactéries a Gram négatif (famille des entérobactéries) avec une

prédominance d’E. coli (50%).

L’examen cytobactériologique du pus a révélé que sur 111 souches pathogenes isolées
78 étaient des bactéries a Gram négatif (70,31 %) et 33 des bactéries a Gram positif (29,72%).
Les especes les plus incriminées étaient : Staphylococcus aureus (29,72%), Proteus mirabilis
(21,62%) et Pseudomonas aeruginosa (10,81%).

L’étude de I’antibiorésistance a démontré que les souches d’Enterobacteriaceae
isolées étaient résistantes a la majorité des antibiotiques appartenant a la famille des B —
lactamines. Les souches de Staphylococcus aureus ont exprimé une résistance treés élevée vis-
a-vis de 1’Oxacilline et de I’acide fusidique. Les souches de Pseudomonas aeruginosa étaient

totalement résistantes a la Céftazidime et au Ticarcilline.

Les résultats de 1’antibiogramme des souches isolées a permis de mettre en évidence
la présence de taux élevés de résistance aux principales familles d’antibiotiques testées. Le
nombre des bactéries multirésistantes était de 64 représentantes 43,79 % des isolats, dont 61,2

% des entérobactéries et 38,8% Staphylococcus aureus.

Mots clés: Bactéries, Infection wurinaire, Infection du pied diabétique,

antibiorésistance.



Abstract

Bacteria are a real public health problem because of their involvement in many
diseases. Their resistance to antibiotics has become one of the most important problems in the

world.

This study consists of isolating, identifying and studying the resistance profile of
bacteria responsible for two types of infections (urinary tract infection and diabetic foot
infection).

One hundred and eighteen (118) urine samples and one hundred and five (105) pus
samples from different health institutions were analysed at the hygiene laboratory of the
Wilaya of Blida. The results were positive in 37% of urine samples and 90% of pus samples.

42 bacterial strains were isolated from the urine samples of which 90.5% were Gram-
negative bacteria (family Enterobacteriaceae) with a predominance of E. coli (50%).

Cytobacteriological examination of the pus revealed that out of 111 pathogenic strains
isolated 78 were Gram-negative bacteria (70.31%) and 33 Gram-positive bacteria (29.72%).
The most incriminated species were: Staphylococcus aureus (29.72%), Proteus mirabilis
(21.62%) and Pseudomonas aeruginosa (10.81%).

The antibiotic resistance study showed that the Enterobacteriaceae strains isolated
were resistant to the majority of antibiotics belonging to the B-lactam family. Staphylococcus
aureus strains expressed very high resistance to Oxacillin and fusidic acid. Pseudomonas

aeruginosa strains were fully resistant to Ceftazidime and Ticarcillin.

The antibiogram results of the isolated strains showed high levels of resistance to the
main families of antibiotics tested. The number of multiresistant bacteria was 64 representing
43.79% of the isolates, including 61.2% of enterobacteriaceae and 38.8% Staphylococcus

aureus.

Key words: Bacteria, Urinary tract infection, Diabetic foot infection, antibiotic

resistance.



QA..ZJ.A
0olse3l e 3932l 8 LgiS5Lie ey lldg dalell dnvall JSUine s3las el (o bsgiSdl sz

Sl & JSLinall 58T G0 83215 Ggunl Slslaall lgieglin Conuol Cus

a0 oucss o Doduall byiSdl doglio Laslas dwhsg sasss Jie I dwhal oin Cdags

(Sl paill Soaco dded] clluall (s9ac) S92l

el Slige e 7909 Jsll ilise o 737§ dlon] il cols a8Ladl e & dbline dmnuo

dpad) aball ddlw LSy (7290.5) Lie Jodl Oliue o &Sy Al 42 Jie @5

(750) E. coli b8 colS 383 dewilly (Enterobacteriaceae

phadl Al cilS 78 dolie o3 ddran Al 111 Juol oo @il gudll lise pand sebl
» (29.727) Staphylococcus aureus b 1;Las] S &Igﬂl (729.72) il 4290 335 (£70.3)

.(10.81 7. )Pseudomonas aeruginosa o (1.21.62) Proteus mirabilis

phiza) doglio il dgimall Lomall ¥l ol diguall Glsliaall doglio dwhs il
dle doglin dunil L3sais)l OlygSall sl okl pLS3-Ly dle U] o5 Al Goundl Olslanll
) Lles doglén Pseudomonas aeruginosa <s3slw ColS . bswgddl Lhazg GuduwlwSoN 3>

.Ticarcilling Ceftazidime

oalilell dlle doglio cdamo 3929 Wgimall sl Lgenl Glslianll pils Julas sgbl
il o 74379 Jiad 64 dogliall 3350 byiSdl sac oS dwgyaall dgundl Olsliall dewdyl

Staphylococcus aureus 7.38.8 g 490l LyiSJl 40 7.61.2 lgio

Lgandl Olsliell doglie iyl psill Sose ddodl luwall (soac sl s lidell ELals]



--------------------------------------------------------------

----------------------------------------------------------------



Introduction

De nombreuses maladies humaines sont dues a I’action d’agents pathogeénes

microscopiques (Bertholom, 2016).

Les infections urinaires et les infections du pied diabétique restent trés
fréquentes, elles posent un probléme de prise en charge thérapeutique vu leur fréquence, leur
récidive et la fragilité du terrain sur lequel elles interviennent. Leur caractéere est souvent poly

ou monocrobien et multirésistant aux antibiotiques (Ouerdane et al., 2012).

Dans ce contexte, la lutte contre [’antibiorésistance apparait essentielle. Cette
résistance ne peut pas étre totalement éliminée, mais il est impératif de prévenir les sociétés

de prendre des mesures afin de limiter ce phénomene (Sophie, 2014).

Les infections urinaires se produisent lorsque des bactéries uropathogenes se logent
dans le tractus urinaire et le colonisent (Mach et al., 2020). Ce sont les infections
bactériennes les plus communes, elles touchent pres de 250 millions de personnes chaque

année dans le monde (Isnard, 2015).

Chez I’adulte, C’est une cause fréquente de morbidité, située en seconde position apres
les infections respiratoires (Larabi, 2003) et imposent un fardeau économique considérable a

la société (Foxman et al., 2000).

L’examen cytobactériologique des urines (ECBU) est ’examen clé et le seul qui
permet d’affirmer le diagnostic et de guider le traitement de I’infection urinaire (Prakash et

Ramasubramanian, 2016).

La part importante prise par les IU dans I’ensemble des maladies infectieuses,
I’évolution de I’épidémiologie et des résistances bactériennes de ces infections incitent les

sociétés savantes a mettre réguliérement leurs recommandations a jour (Bruyeére et al., 2020).

Le diabéte peut étre considéré comme une pandémie puisque, dans le monde, 622
millions d'individus en seront a priori atteints a I'norizon 2040 (Lavigne et al., 2011). I
constitue la cause cinquieme de mortalité dans le monde, il est donc considéré comme un
probleme majeur de santé publique (Jaacks et al., 2016).

Les personnes diabétiques sont sujettes pour développer des plaies du pied
potentiellement grave appelé « infection du pied du diabétique », qui se caractérisent par la
multiplicité de souches souvent multi-résistantes (Fourniols, 2017). Cette infection entraine

des dégats tissulaires avec ou sans réponse inflammatoire de I’organisme (Semneville, 2008)




Introduction

et sont responsables de prés de 70 % des amputations des membres inférieurs pouvant mettre
en péril la vie du patient (Dalibon, 2018).

Elles sont aussi une cause non négligeable d’antibiothérapie non justifiée et participe a
ce titre a I’aggravation de la résistance bactérienne et son extension au travers les soins
(Ahmadishooli et al., 2020).

Il est donc primordial de connaitre 1’écologie bactérienne de ces infections dans les
institutions de santé pour permettre une prise en charge adéquate et un usage optimal
d’antibiotique dans ’espoir de réduire 1’émergence des bactéries multirésistantes (Michalek
et al., 2020).

C’est dans ce cadre que s’inscrit cette étude et dont 1’objectif principal est de
rechercher, d’identifier et d’étudier le profil de résistance des bactéries responsables des
infections urinaires et des infections du pied diabétique au niveau du laboratoire d’hygiéne de
Blida en vue d'améliorer la prise en charge, prévenir un échec thérapeutique et de diminuer le

risque de mortalité tout en respectant les étapes suivantes :

v" Isolement, purification et identification biochimique des bactéries en cause.
v’ Etablissement d’un profil de résistance des germes isolés vis-a-vis quelques

antibiotiques.




______________________________________________________________

--------------------------------------------------------------
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I. MICROORGANISMES ET INFECTIONS

I.1. Infections urinaires

Les urines d’un sujet normal ne contiennent que les germes de contamination
mictionnelle, soit en général moins de 10° bactéries/ml, en cas d’infection urinaire, la
multiplication de bactéries dans les voies urinaires entraine une bactériurie matinale de 10° a
10° bactéries/ml (Dauriac, 2017).

Une infection urinaire est définie par la présence de micro-organismes dans I’urine, qui
peuvent générer une réponse inflammatoire (au moins a 10° germes par ml d’urine
accompagnée d’une leucocyturie pathologique >10* par ml d’urine) (Prakash et
Ramasubramanian, 2016). Elle peut étre situées au niveau des voies urinaires basses ou hautes
(Francois et al., 2013).

La flore microbienne des infections urinaires reste stable dans le temps avec Escherichia
coli comme chef de file. Ce dernier est le germe le plus fréqguemment rencontré, quelle que soit
la forme clinique (Hakkache, 2015). L’infection urinaire peut étre communautaire ou bien

nosocomiale (Mongoyi et al., 2021).

1.1.2 Infection urinaire nosocomiale (Infection liée au soin)

Une infection nosocomiale ou une infection liée au soin est une infection qui est
contractée au cours du séjour du patient dans un hopital ou dans un autre type d’institution de
soins (Prescott et al., 2010).

Une infection urinaire nosocomiale est acquise dans une structure de soin ou d’une
maniere plus générale reliée a la prise en charge du patient. Les symptémes cliniques

apparaissent qu’apres la 48°™ heure d’hospitalisation (Bissan, 2011).

7
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1.1.3 Infection urinaire communautaire

L’infection urinaire est d’origine communautaire lorsqu’elle est acquise hors de
I’hopital (Saimi, 2014). Elle représente le second site d’infection bactérienne communautaire

aprés 1’appareil respiratoire (Briquet, 2016).

1.2 Infections du pied diabétique

L’infection du pied diabétique est définie par une invasion tissulaire avec multiplication
des microorganismes entrainant des dégats tissulaires avec ou sans réponse inflammatoire de
I’organisme (Pedgrift, 2011). Elle peut étre superficielle mais avec un risque d’atteinte
profonde pouvant menacer les tissus, les gaines et tendons, et surtout les structures osseuses
(Pellegrini et al., 2021).

L’infection est souvent polymicrobienne et de diffusion rapide. Elle est favorisée par le
déséquilibre glycémique qu’elle aggrave et 1’artériopathie qui empéche 1’apport des facteurs
anti-infectieux circulant dans le sang des patients (cellules, médiateurs chimiques,
antibiotiques) (Pedgrift, 2011). La nature du pathogene influe directement sur le type de la
plaie du pied et sa gravité notamment (Tableau ).

Tableau I. Corrélations clinico-bactériologiques entre les pathogenes habituellement

identifiés et les types de plaies

Type de plaie du pied Pathogénes
Plaie superficielle récente sans | Streptocoques B-hémolytiques
antibiothérapie récente Staphylococcus aureus
Plaie chronique (> 1 mois) Streptocoques B-hémolytiques

Plaie antérieurement traitée par des | Staphylococcus aureus

antibiotiques Entérobactéries

Plaie traitée par des céphalosporines | Entérocoques

d’évolution défavorable

Lésion macérée Pseudomonas sp (fréquemment en

association avec d’autres bactéries)
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Plaie de longue durée (ulcére > 6 mois)
Traitement antérieur par des antibiotiques a

large spectre

Association de cocci a Gram positif aérobies
(Staphylococcus aureus, streptocoques 3
hémolytiques, staphylocoques a coagulase
négative, entérocoques) et de bacilles a
Gram négatif (entérobactéries, bacilles a
Gram négatif non fermentatifs,

Pseudomonas sp.)

* corynébactéries, + Candida sp

Odeur nauséabonde,

Nécrose, Gangréne

Cocci a Gram positif aérobies,
Entérobactéries, Bacilles a Gram négatif non
fermentatifs (Pseudomonas sp)

Anaérobies stricts

~—

(Lipsky, 2004)

Y
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1. APERCU SUR QUELQUES GROUPES DE MICROORGANISMES

I1.1. Bacilles a Gram négatif fermentaires
11.1.1 Famille des Enterobacteriaceae

Les Entérobactéries sont des bacilles a Gram négatif, aéro-anaérobies facultatifs. Cette

famille renferme-un nombre trés élevé de genres et d’espéces.
11.1.1.2 Taxonomie

Domaine : Bactéria
Phylum : Protéobacteria
Ordre : Enterobacteriales

Famille : Enterobacteriaceae (Madigan et Martinko, 2007).

Genre : Les genres de cette famille sont regroupés en cinq tribus, d’apres leurs propriétés
fermentatives : Escherichiae, Klebsielleae, Salmonelleae, Proteae, Yersiniae, Erwiniae.
Espéce : 130 espéces sont actuellement répertoriées. Les especes les plus communément isolées
en bactériologie clinique appartiennent aux genres : Citrobacter, Enterobacter, Proteus,
Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Morganella, Providencia, Salmonella, Serratia, Shigella et
Yersinia (Khayar, 2011).

11.1.1.2 Habitat et pouvoir pathogéne

Les entérobactéries sont des hotes du tube digestif de ’homme et de nombreux animaux
ou ils sont retrouvés soit a 1’état de pathogene soit a 1’état de commensaux, mais cette
localisation digestive n’est pas exclusive. Leur abondance dans ’intestin, leur mobilité, la
rapidité de leur multiplication, I’acquisition fréquente de mécanismes de résistance aux
antibiotiques expliquent qu’elles soient les bactéries les plus souvent impliquées en pathologie

infectieuse humaine surtout en milieu hospitalier (Jan, 2020 ; Bouguenoun, 2017).

On les retrouve également dans I’environnement ou ils participent a la dégradation des
matieres organiques, a I’altération des plantes suite a des nécroses, a une dégénérescence ou a

un ramollissement (Dembéle, 2020).
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1.1.1.3 Caracteres bactériologiques
+ Caractéres morphologiques

Les entérobactéries sont des bacilles @ Gram négatif. Leur dimension varie de 2 a 3 um de
long et de 0,3 a 1 um de large. lls sont non sporulés et peuvent étre capsulés (Klebsiella), le
plus souvent mobiles grace a une ciliature péritriche. Certains genres comme Klebsiella et
Shigella sont immobiles. La plupart des espéces pathogenes pour I'homme possédent des

facteurs d'adhésion soit fimbriae ou pili communs (Gadou, 2019).

Les entérobactéries se définissent par des antigenes de paroi « somatiques » ou antigénes
O. lls sont composés de lipopolysaccharides (LPS) complexes, trés toxiques dite endotoxine

bactérienne, qui est thermostable et résiste a I'alcool et a I’acide (Denis et al., 2016).

D’autres entérobactéries mobiles possedent en plus des antigénes de flagelle (« flagellaires
») ou antigénes H. lls possédent un antigene d'enveloppe ou antigéne K de nature
polysaccharidique. Ils masquent l'agglutination par les anticorps anti O qui peut étre restituée
apres chauffage de la souche car ils sont détruits par ébullition de deux heures. Ce sont des

antigenes de surface (Denis et al., 2016).

4+ Caractéres culturaux

Les entérobactéries se développent rapidement in vitro sur des milieux ordinaires, en

aéro-anaérobiose (18-24h), sauf les genres Yersinia et Shigella qui nécessitent au moins 48
heures d’incubation. La température optimale de croissance est de 35 a 37 °C.
Pour la plupart des especes, les colonies formées sont habituellement lisses, brillantes, de
structure homogene (type « smooth »). Aprés cultures successives, on peut avoir des colonies
a surface séche rugueuse (type « rough ») (Khayar, 2011).

On distingue 5 types de colonies :

v Colonies S (smooth) : arrondies, lisses, humides, blanches ou translucides.

v" Colonies R (rugueuses) : séches a contours irréguliers et mates (bactéries vieillies ou
anormales).

v Colonies M (muqueuses) : grosses colonies + confluentes (Klebsiella spp).

v’ Colonies envahissantes ou nappantes : formation d’un tapis uniforme (Proteus).
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v Colonies naines : elles s’observent avec des souches déficientes dans certaines de leurs
chaines métaboliques. Elles ne sont pas exceptionnelles chez les Escherichia coli isolées
des infections urinaires. (Akel, 2014).

+ Caractéres biochimiques

Les entérobactéries se définissent par leur pouvoir fermentaire du glucose avec ou sans
production de gaz et réduisent les nitrates en nitrites ; sauf certaines souches d'Erwinia et
Yersinia. Elles ne produisent pas d'oxydase et possédent une catalase ; sauf Shigella dysenteriae
sérotype 1. Ces caracteres permettent de différencier les entérobactéries des autres bacilles a
Gram négatif qui peuvent étre cultivés sur des milieux ordinaires (Denis et al., 2016).

I .1.1.3 Principaux genres impliqués

» Escherichia coli

E. coli ou colibacille est une bactérie asporulée mesurant 2 a 4 pm de long sur 0,4 & 0,6 pm
de large. C’est une bactérie fine et allongée a extrémités arrondies, mobile grace a une ciliature
péritriche, catalase positive et oxydase négatif. Elle se développe en 24 heures a 37°C sur les
milieux gélosés en donnant des colonies rondes, lisses, a bords réguliers, de 2 a 3 mm de
diametre, non pigmentées. Sur les milieux lactosés, les colonies sont généralement lactose

positif. Sur gélose au sang, elles peuvent étre hémolytiques (Gadou, 2019).
» Klebsiella spp

Les Klebsielles sont des bacilles a Gram négatif, se présentant de maniére isolée,
groupés en diplobacilles ou en courtes chainettes. Elle se distingue par son immobilité

constante, asporogéne, capsulée (Belbel, 2013).

Sur le plan medical, Klebsiella pneumoniae est la plus importante. C’est un habitant
naturel du microbiome du tractus gastro-intestinal de I'homme et des animaux en bonne santé.
Il s'agit d'un pathogéne opportuniste associé a I'hdpital, représentant environ un tiers de toutes
les infections a Gram négatif. Il est impliqué dans les infections extra-intestinales, y compris
les infections des voies urinaires, la cystite, les pneumonies, les infections des plaies
chirurgicales et les infections potentiellement mortelles, telles que I'endocardite et la septicémie
(Navon-Venezia et al., 2017).
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» Citrobacter spp

Il s'agit de bacilles ou de coccobacilles Gram négatif et facultativement anaérobiques de
0,6 a 6 um de long et de 0,3 a 1 um de diamétre dont la mobilité est assurée par des flagelles
péritriches. Les bactéries du genre Citrobacter fermentent le mannitol et produisent du H>S
gazeux. Elles utilisent le citrate de sodium comme unique source de carbone. Le genre peut étre
divisé en 43 sérogroupes O selon I'antigéne O du lipopolysaccharide (LPS) et en 20 groupes

selon la composition en sucres du LPS (Knirel et al., 2002).

» Proteus spp

Les Proteus sont des bacilles a Gram négatif polymorphes leur taille est de 0,4 4 0,8 um de
diametre et 1,0 a 3,0 um de longueur, trés mobiles, non sporulés, non-capsulés. Ce ne sont pas
des bactéries exigeantes. Elles poussent sur des milieux ordinaires, et produisent des cellules
de forme allongées abondamment couvertes de flagelles. En milieu gélosé, les Proteus peuvent
envahir la surface du milieu et présentent une odeur désagréable caractéristique (odeur pourrie)
(Cattoir et al, 2016).

Les Proteus se distinguent facilement des autres entérobactéries par leurs caractéres
biochimiques a savoir : uréase trés active, la production d’HzS, possédent une gélatinase et leur
faible pouvoir glucidolytique avec une résistance naturelle a la colistine (Pepperell et al.,
2002).

Les especes du genre Proteus sont le plus souvent considérées comme pathogenes chez
les enfants et opportunistes chez les personnes agées et immunodéprimées. On les rencontre
dans les infections urinaires chroniques, dans les méningites du nourrisson, parfois dans des

septicémies (Knirel et al., 2002).
» Serratia spp

Les Serratia sont des batonnets Gram négatif avec une longueur de 0,5 a 0,8 et une larguer
de 0,9 a 2,0. Mobiles par des flagelles périt riches et non endospores, certaines souches de
Serratia spp sont capables de produire un pigment connu sous le nom de prodigiosine, dont la
couleur varie du rouge foncé au rose, en fonction de I'age des colonies. Ce genre comporte
actuellement dix espéces dont S. marcescens est I'espéce la plus fréquente au sein de ce genre

(90 % des isolements humains) (Khanna et al., 2013).
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Chez I'nomme, S. marcescens est la plus couramment isolée des infections des voies
urinaires, des infections des plaies, de la pneumonie nosocomiale, des plaies chirurgicales et
des infections de la circulation sanguine, principalement chez les patients des unités de soins
intensifs (Fedrigo et al., 2011).

Les Serratia opposent une résistance naturelle aux antibiotiques polypeptidiques et sont
d’ailleurs tres souvent polyrésistantes, ce qui explique leurs isolements de plus en plus a
I’hépital (Batah, 2016).

» Providencia spp
Les providencia spp sont des bacilles Gram négatif, mobiles qui ne fermentent pas le
lactose (Randall, 2009). Contrairement aux autres entérobactéries, toutes ces especes possedent
des enzymes (le tryptophane désaminase et la phénylalanine désaminase), constituant ainsi un
test idéal pour leur identification (Pepperell et al., 2002).
Ce sont des pathogénes opportunistes responsables d’infections urinaires en particulier
chez les patients hospitalisés, les personnes portant des sondes urinaires a long terme et les

personnes agées dans les établissements de soins (Wie, 2015).

» Enterobacter
Les Enterobacter spp sont des germes qui colonisent souvent les patients hospitalisés et
plus particulierement ceux traités par des antibiotiques. lls ont été associés a des épidémies
nosocomiales et sont considérés comme des pathogénes opportunistes (Davin-Regli et al.,
2019).
Les facteurs qui influencent la pathogénicité et la virulence d'Enterobacter spp ne sont

pas bien élucidés (Cunningham et al., 2018).

11.2 Bacilles @ Gram négatif non fermentaires

11.2.1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa fait partie de la famille des Pseudomonaceae. C’est un bacille
Gram négatif, non fermentatif. Un pathogéne opportuniste responsable d’infections
nosocomiales graves et mortelles chez les personnes immunodéprimées et d’infections
chroniques chez les patients atteints de mucoviscidose et chez les diabétiques (Lister et al.,
2009).

10
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11.2.1 Taxonomie

Domaine : Bacteria

Phylum : Proteobacteria
Classe : Gammaproteobacteria
Ordre : Pseudomonadales
Famille : Pseudomonadaceae

Genre : Pseudomonas (Delarras, 2014).

11.2.2 Habitat et pouvoir pathogene

P. aeruginosa est un germe hydrotellurique, présent essentiellement dans les
environnements humides. C'est une bactérie ubiquitaire et résistante dans l'environnement,
répandue dans les eaux polluées ou non, les sols humides et les végétaux ou elle vit a I'état
saprophyte. P. aeruginosa peut étre transitoirement présent chez I'homme et les animaux, au
niveau du tractus digestif (selles), de la peau (plis cutanés humides), du conduit auditif externe

ou du nasopharynx (Delarras, 2014).).

Dans les infections communautaires, elle est responsable principalement de
bronchopneumopathies évoluant sur un mode chronique dans la mucoviscidose et les affections
respiratoires dues & la dilatation des bronches, d’otites externes, d’endophtalmies aprés

traumatisme, d’infections cutanées dans les ulcéres (Delarras, 2014).

Dans les infections nosocomiales, elle est impliquée dans les pneumopathies chez les
malades sous respirateur, les infections urinaires chez les malades sondés, les infections
cutanées secondaires a des brdlures, les infections ostéoarticulaires sur matériel (Fuentefria et
al., 2011).

11
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11.2.3 Caracteres bactériologiques
+ Caractéres morphologiques

11 s’agit d’un bacille a Gram négatif de 1 a 3 um de long et de 0,5 a 0,8 um de large. P.
aeruginosa est une bactérie dépourvue de spores et de capsules, mobile grace a la présence d’un

flagelle mono-triche polaire (Delarras, 2014).
* Caractéres culturaux

Le bacille pyocyanique est une bactérie a besoins trés limité et en croissance sur des milieux
synthétiques simples. Elle pousse facilement a 37 °C pendant 24 heures, Elle peut croitre entre
5 et 42°C avec un optimum de 30 °C. Par contre, elle supporte de moindres variations de pH
(6,5 a7,5) avec un pH optimal de 7,2 (Saussereau, 2013).

C’est une bactérie aérobie possédant un métabolisme oxydatif, mais en absence d’oxygene
elle peut utiliser les nitrates comme accepteur d’électrons (Cottalorda, 2020). Elle est

caractérisée par une odeur florale (Flandrois, 1997).
+ Caracteres biochimiques

C'est une bactérie dépourvue d'enzymes dégradant le lactose et dégageant une odeur de

raisin ou seringa (Flandrois, 1997).

P. aeruginosa produit deux types de pigments (fluorescent ou non) qui servent a son

identification, ils peuvent étre mis en évidence dans les milieux de King B et King A :

e Pyoverdine : pigment jaune-vert fluorescent, soluble dans I’eau, insoluble dans le
chloroforme.

e Pyocyanine :(phénazinique) pigment bleu-vert non fluorescent soluble dans 1’eau
et le chloroforme, Pseudomonas aeruginosa est la seule espece a le produire
(Delarras, 2007).

12
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11.3 Cocci a gram positif
11.3.1 Staphylococcus aureus

Les staphylocoques sont des Cocci & Gram positif qui tendent & se regrouper en amas.
IIs produisent une catalase et sont aéro-anaérobie facultatifs et immobiles. Staphylococcus
aureus (ou staphylocoque doré) est une espece qui occupe une place tres importante dans les

infections communautaires et nosocomiales (Denis et al., 2016).

11.3.1.1 Taxonomie

Domaine : Bacteria

Phylum : Firmicutes

Classe : Bacilli

Ordre : Bacillales

Famille : Staphylococcaceae

Genre : Staphylococcus (Delarras, 2007)

11.3.1.2 Habitat et pouvoir pathogéne

C’est une bactérie tres répandue chez ’homme et dans de nombreuses especes animales.
Chez ’homme environ un tiers des sujets sont des porteurs sains qui hébergent la bactérie au

niveau des muqueuses et des zones cutanées humides (Hadji et al., 2020).

Les infections a S. aureus sont trés fréquentes et apparaissent sous des aspects cliniques

tres variées. Elles sont suppuratives, nécrotiques ou entériques (Fongoro, 2022).
11.3.1.3 Caracteres bactériologiques
+ Caractéres morphologiques

C’est une bactéric immobile, non sporulée qui ne possede pas de capsule visible au
microscope optique sauf dans de trés rares souches, d’autres sont entourées d’une

pseudocapsule (Fauchere et Avril, 2002).

13
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+ Caractéres culturaux

S. aureus est aérobie anaérobie facultatif et pousse facilement sur milieu ordinaire. Certains
facteurs de croissance sont indispensables comme la vitamine B1 et I’acide nicotinique. Ce
microorganisme n’exige pas de biotine ni de tryptophane. La température de croissance est de
37°C mais la culture est possible entre 10 et 45°C, avec un pH optimal de 7,5. Il produit un

pigment jaune doré (Ibrahim et al., 2014).
+ Caractéres biochimiques

Staphylococcus aureus a un métabolisme aérobie prédominant et anaérobie facultatif. Ces
bactéries possedent une activité catalase, coagulas, phosphatase, ainsi que des nucléases
thermostables mais pas d’oxydase. Elles sont hémolytiques, ont la capacité¢ de liquéfier la
gélatine et de fermenter de nombreux sucres comme le glucose, le saccharose, le lactose et le
mannitol. Le diagnostic permettant de distinguer S. aureus des autres especes est basé sur des
tests réalis€s sur colonies tels que 1’identification du facteur agglomérant, de la coagulase, des
hémolysines et de la désoxyribonucléase thermostable ou thermo nucléase (Walana et al.,
2020).

14
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I11. ANTIBIOTIQUES ET ANTIBIORESISTANCE

I11.1. Antibiotiques

111.1.1 Définition

Un antibiotique (du grec anti, contre et bios, la vie) est une substance chimique naturelle,
synthétique, ou semi synthétique ayant un mode d’action spécifique contre les bactéries. La
majorité des antibiotiques sont des molécules naturelles, produites essentiellement par des
bactéries ou certains champignons afin d’éliminer les micro-organismes sensibles (effet

bactéricide) ou d’inhiber leur croissance (effet bactériostatique) (Kohanski et al., 2010).

I1.1.2 Modes d’action des antibiotiques

La plupart des antibiotiques inhibent des voies métaboliques de la bactérie. Chaque
famille d’antibiotique posséde son propre site d’action (Figure 1). Selon Caruba et Jaccoulet
(2015), on distingue :

a. Antibiotiques agissant sur la synthese du peptidoglycane

L’action des antibiotiques permet d’empécher la synthese de la transpeptidase et donc
celle du peptidoglycane. Apres avoir inhibé la synthése du peptidoglycane, la paroi ne peut plus
étre formee et la bactérie se désorganise. L'eau y entre par osmose, cela permet d’empécher la
bactérie de former de nouvelles bactéries et de détruire celles déja présentes. Les B-lactamines

fonctionnent de cette fagon (Fleury, 2019).

+ Lafamille des B-lactamines : Elles ont en commun un noyau B-lactame. On distingue :

<\

Les pénicillines : possédent un cycle thiazolidine accolé au noyau B-lactame ;
v" Les céphalosporines (céphémes) : sont constituées d’un noyau p-lactame associé a un
noyau de dihydrothiazine ;

v Les monobactames et les carbapénémes.

=

Les glycopeptides : Ce groupe comprend la vancomycine et la teicoplanine.

+ La fosfomycine

15
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b. Antibiotiques inhibant la synthese protéique

L’antibiotique inhibe la synthése protéique de la bactérie en s’attaquant aux ribosomes.
lIse fixe sur une des deux sous-unités (30S et 50S) des ribosomes afin d'empécher la formation
de la chaine polypeptidique, c'est a dire de la protéine.

Les aminosides, les tétracyclines, les phénicols, les macrolides, les lincosamides et les
streptogramines sont des antibiotiques qui peuvent inhiber par différents mécanismes

I’élongation de la chaine polypeptidique chez les bactéries (Fleury, 2019).

c. Antibiotiques agissant sur les acides nucléiques

Les antibiotiques suivant ce mode d'action peuvent se fixer sur I’ADN et donc empécher
la progression de I’ADN polymérase sur L'ADN, responsables de la réplication de ' ADN. Cela
entraine une inhibition de la réplication de I’ADN ce qui est indispensable a la formation de
nouvelles bactéries.

Parmi ces antibiotiques, on peut citer : les sulfamides, les triméthoprimes, les quinolones
(les quinolones de 1% génération : 1’acide nalidixique et les quinolones de 2°™ génération ou

fluroquinolones), les nitro-imidazoles et les rifamycines (Fleury, 2019).

d. Antibiotiques agissant sur les membranes
Certains antibiotiques agissent grace a des propriétés de surfactant. Cette propriété
permet aux antibiotiques de s’insérer entre les phospholipides externes. Cela entraine une
augmentation anormale de la perméabilité membranaire, ce qui entraine une fuite de substances
intracellulaires a travers la membrane plasmique et la mort des bactéries.
Parmi ces antibiotiques, on retrouve : les polymyxines (la colistine) et les nitrofuranes
(Fleury, 2019).

16
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Figure 1 : Mécanismes d’action des antibiotiques (Madigan et al., 2000)

111.2 Antibiorésistance

111.2.1 Définition de la résistance

On parle de résistance bactérienne quand un micro-organisme s’adapte au milieu et
réussit & modifier son métabolisme pour continuer a se développer en présence de ’ATB qui
devrait le deétruire. La résistance des bactéries aux ATBs est rencontrée en milieu
communautaire (c'est a dire en dehors du milieu hospitalier) ou en milieu hospitalier

(Springman et al., 2009).

Ce phénomene résulte d'une coévolution par sélection naturelle entre des organismes
sécrétant des antibiotiques et des organismes cibles qui tendent a s'y adapter, les antibiotiques
exercant une pression sélective trés forte, en éliminant les bactéries sensibles. Il s'ensuit que les
bactéries exposées a ces antibiotiques ont alors di développer des mécanismes de résistance,
parfois contre les antibiotiques qu’elles méme produisent par des mutations pour survivre et
reproduire, en transmettant a leur descendance leurs génes de résistance, produisant rapidement
une génération de bactéries pleinement ou majoritairement résistantes (Julian et Dorothy,
2010).
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111.2.2 Mécanisme de résistance aux antibiotiques

La résistance bactérienne aux antibiotiques aurait deux origines essentielles, naturelle
(programmeée au niveau du pool génomique) et acquise (développée en fonction des conditions

métaboliques) (Julian et Dorothy, 2010).

111.2.2.1 Résistance naturelle et acquise
a. Reésistance naturelle (intrinséque)

La résistance naturelle ou intrinséque est un caractére d’espéce qui touche toutes les
bactéries de 1’espéce considérée (Lozniewski et al., 2010).

Elle est permanente, stable est transmissible a la descendance (transmission verticale) lors
de la division cellulaire, mais elle n’est généralement pas transférable d’une bactérie a 1’autre

(transmission horizontale) (Pierrot, 2015).
b. Resistance acquise

C'est l'acquisition de nouveaux genes capables de rendre la bactérie insensible a un
antibiotique ou a un groupe d'antibiotiques. Ce nouveau gene peut étre obtenu soit par mutation
au niveau du chromosome qui est un phénomene rare soit par transfert d'’ADN de plasmides
conjugatifs ou de transposons (Mohamedi et al., 2001).

La résistance acquise est moins stable, mais elle se propage souvent de facon importante

dans le monde bactérien (Lozniewski et al., 2010).

v' La résistance chromosomique : elle résulte d’une mutation. C’est un phénoméne rare
qui n’est pas provoqueé par la présence de I’antibiotique (au hasard), mais 1’antibiotique
révele la mutation de résistance en sélectionnant les bactéries mutantes résistantes (ou plus
exactement, en détruisant les autres bactéries de 1’espéce, celles restées sensibles a I’action
de I’antibiotique). L’apparition d’une mutation ne favorise pas I’apparition d’autres

mutations de résistance a d’autres antibiotiques (Lozeniewski et al., 2010).

v" La résistance extra chromosomique : la résistance peut provenir de I'acquisition d'/ADN

étranger par le biais de plasmides, de bactériophages ou de transposons. On parle de
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transfert horizontal de génes de résistance et les mécanismes utilisés sont la conjugaison,

la transduction et la transformation (Lozeniewski et al., 2010).

111.2.2.2 Mécanismes biochimiques de la résistance aux antibiotiques

Les bactéries ont développé différents mécanismes afin de neutraliser ’action des agents
antibactériens, une méme bactérie peut présenter plusieurs de ces mécanismes de résistance
(Bevilacqua, 2011) (Figure 2).

S 4 N N
Diminution Pompes a efflux
de I’entrée

= coupure de

I’antibiotique
- o L T )
gé_o o Séparation en deux sous-unités
) mo(}lflCQt]Oﬂ. | des ribosomes immobilisés par '
£ U de I'antibiotique | la présence de antibiotique |

| ) |

C D

D

ribosomes polymérase (el eaiitineried Ve o e e o

délogement modification
de I'antibiotique dE|0CCI_b|e S

ribosomes

antibiotique bloguant
la synthése proteique

Figure 2 : Différents mécanismes de résistances aux antibiotiques (Duval et Cossart, 2019)

Selon Muylaert et al., (2012), on peut classer les mécanismes de résistance en 4

groupes :

a. Modification de la cible

v" Modification des PLP : la résistance a la méticilline (et a I'ensemble des B-lactamines)
chez Staphylococcus aureus est due a la présence d'une PLP ayant une trés faible affinité
pour les P-lactamines ; cette nouvelle PLP est due a une acquisition d'un géne
chromosomique appelé « mec A », I'expression phénotypique de la résistance est variable

(résistance hétérogene) et dépend des conditions de culture (Nauciel, 2000) (Figure 3).
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v" Modifications du précurseur du peptidoglycane : le remplacement de la D-Ala terminale
par un groupement lactate sur le précurseur du peptidoglycane entraine une résistance aux
glycopeptides chez les entérocoques. L’affinité des glycopeptides pour la séquence D-Ala-
D-lactate est en effet beaucoup plus faible que pour la séquence habituelle, D-Ala-D-Ala
(Nauciel, 2000).

v" Modification des ribosomes : la méthylation d'une adénine au niveau de I'ARN ribosomal
entraine la résistance aux macrolides, aux lincosamides et a la streptogramine B en
empéchant leur fixation sur le ribosome. La méthylase impliquée dans ce phénomeéne est
codée par un géne appelé (Erythromycine résistance méthylase) dont il existe différentes

variétés (Nauciel, 2000).

= =

“-é Topoisomérase

PLP modifiée

B-lactamines Quinolones

Figure 3 : Résistance par modification de la cible (Archambaud, 2009)

b. Inactivation de I'antibiotique

La production d’enzymes inactivantes, est la plus puissante et la plus robuste des
mécanismes de résistance. Des centaines d'enzymes peuvent inactiver I'antimicrobien dans la
cellule, dans I'espace périplasmique ou a I'extérieur de la cellule. Ils peuvent agir sur la molécule
antimicrobienne en perturbant sa structure ou en catalysant une réaction qui le modifie
chimiquement (les béta lactamases) (Willey et al., 2008 ; Denis et al., 2007) (Figure 4).
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Figure 4 : Résistance par inactivation enzymatique (Archambaud, 2009)

c. Diminution de la perméabilité

Les bactéries possedent une membrane cytoplasmique qui sépare leur cytoplasme du
milieu externe. Le passage des antibiotiques se fait par diffusion passive a travers les canaux
que forment les protéines caniculaires nommeées porines. Les mutations des porines joueraient
un role important dans I’émergence d’une résistance, particuliérement a la suite d’une réduction
du calibre des canaux ou du nombre de porines cela aura pour conséquence une réduction ou

un blocage de la pénétration de I’antibiotique jusqu’au site d’action (Davin et al., 2020).
d. Excrétion de I’antibiotique par un mécanisme d'efflux

Les pompes d’efflux sont des protéines utilisées par les bactéries comme mécanisme
d’extrusion de composés considérés toxiques (détergents, antiseptiques et antibiotiques). Ces
mécanismes conduisent au rejet de ces molécules vers le milieu extérieur, assurant ainsi un
niveau de concentration intracellulaire faible, en dessous du seuil d’efficacité. Les génes codant
pour ces structures protéiques sont présents chez presque toutes les bactéries et se localisent sur
le chromosome ou sur un plasmide (Boulant et al., 2020) (Figure 5).
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Antibiotique Antibiotique

Pompe 3 efflux

Figure 5 : Résistance par mécanisme d'efflux (Archambaud, 2009)
111.2.3 Antibiorésistance chez les Entérobactéries

Les entérobactéries naturellement résistantes aux macrolides, aux lincosamides et aux
synergistines. Elles sont habituellement sensibles aux : phénicoles, tétracyclines, sulfamides,

trimethoprime, nitrofuranes, fosfomycine et polymyxine (Limat et al., 2018).

Cependant la plupart des espéces de Proteus, de Morganella, de Providencia et de
Serratia sont résistantes aux tétracyclines, aux nitrofuranes et a la polymyxine. La rifampicine

n’est active que sur certaines especes d’entérobactéries (Goro, 2021).

Un nombre croissant de souches, en particulier dans le genre Enterobacter, Serratia,
Klebsiella et Providencia, quelques souches de Proteus indole-positif et des souches
d’Escherichia coli cephalotine résistance, possedent des béta lactamases qui augmentent le
phénomeéne de résistance a de nombreux antibiotiques du groupe des béta-lactamases (Goro,
2021).

L’émergence et I’augmentation potentielle de souches d’entérobactéries productrices de
BLSE (béta lactamases a spectre élargi) en particulier chez K. pneumoniae constituent un
phénomene inquiétant. La détection de ces souches n’est pas seulement importante pour le
patient mais également dans le cadre de la surveillance des infections nosocomiales (Goro,
2021).
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111.2.4 Antibiorésistance chez Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa posséde une membrane externe faiblement perméable, ce qui lui confére
une résistance naturelle a de nombreux antibiotiques, dont la plupart des P-lactamines
hydrophiles. Ce germe est naturellement résistant : aux macrolides, aux tétracyclines, a la
Rifampicine, au Chloramphénicol, aux sulfamides et aux Glycopeptides (Traoré, 2019).

La résistance acquise chez P. aeruginosa peut étre liée a la production de BLSE ou de
carbapénemase, mais le plus souvent a I’hyperproduction de céphalosporinase pour la résistance
a la Céftazidime ou la perte de porines pour la résistance a I’Imipenéme, qui sont des
phénomeénes réversibles au niveau d’une population bactérienne. Ces mécanismes de résistance
par mutation s’accompagnent en effet généralement d’une réduction du fitness qui donne a ces
souches un désavantage compétitif par rapport aux souches non mutées (Lucet et birgand,
2011).

11.2.5 Antibiorésistances chez Staphylococcus aureus

C’est au début des années 1960, que les premiéres souches de Staphylococcus aureus
résistantes a la méticilline (SARM) sont apparues apres introduction de la méticilline, premiere

bétalactamine résistantes aux pénicillinases (Scancic et al., 2002).

L'émergence et la propagation de la résistance médiée par la pénicillinase chez S. aureus
sont appelées la premiere vague de résistance. Le taux de résistance a la pénicilline dépasse
maintenant 90% des isolats humains de S. aureus, ce qui rend I'utilisation de la pénicilline

essentiellement inutile dans le traitement de ce type d’infections (Peacock et Paterson, 2015).

Le mécanisme de résistance a la pénicilline est médie par le gene plasmidique blaz, qui
code pour la production d’une enzyme de B-lactamase ou pénicillinase qui hydrolyse le cycle

B-lactame de la pénicilline et la rend inactive (Arumugam et al., 2017).
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Cette étude a été réalisée au niveau du laboratoire d’hygiéne de Blida durant une

période de trois mois (Mars au mois de Mai 2022).

Les échantillons de pus et des urines ont été prélevés a partir de I’EPH de Blida, des

EPSP de Blida et d’une clinique privée situés dans la wilaya de Blida.
1.1 Matériel
a. Matériel non biologique
Le matériel non biologique est représenté dans I’Annexe |I.
b. Matériel biologique

Représenté par les préléevements, les souches de références et le plasma humain utilisé

pour le test de coagulase (Annexe I1).

Tableau I1. Souches de référence utilisées

Souches Types de résistance Référence
Staphylococcus aureus Sensible ATCC 25923
Staphylococcus aureus Résistant ATCC 43300
Escherichia coli Sensible ATCC 25922

1.2 Méthodes

1.2.1. Types de prélévements

Les produits biologiques sur lesquels nous avons effectué cette étude sont :

» Les urines provenant de personnes coopératives (non hospitalisées).

> Le pus du pied diabétique de patients hospitalisés et de personnes coopératives.
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Tableau I11. Total de prélevements recueillis.

Types de prélevement

Provenance de prélévement

Pus du pied diabétique

EPH Blida Clinique privee

43

62

Urines

Personnes non hospitalisées

118

TOTAL =223

Les prélevements recus sont accompagnés d’une fiche de renseignement qui comporte :

v" Nom et prénom ;

Age et sexe ;

v
v
v
v

1.2.2 Méthodes de prélévement

+ Prélevement des urines

Service d’hospitalisation ;
Nature de prélevements ;

Antibiothérapie en cours.

Le recueil de I’urine est une étape primordiale qui conditionne la qualité des résultats

de I'ECBU. Il doit donc étre fait dans des conditions d’asepsie rigoureuse.

v’ Se désinfecter les mains puis effectuer une toilette vulvaire ou un nettoyage du méat urinaire

a l’eau et au savon.

v' Eliminer le 1% jet d’urine et effectuer le prélévement dans un récipient stérile prévu a cet

effet.

v’ Le récipient doit étre bien fermé et le préléevement doit étre traités dans les deux heures

suivant leur recueil ou conservé au réfrigérateur a +4°C avant qu’il ne soit envoyé au

laboratoire et traité dans les 18 heures.

~
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+ Préléevement de pus

Le prélévements appelés “pus” englobent toutes les suppurations qu’elles soient superficielles

ou profondes.

v" On doit d’abord nettoyer la plaie avec une gaze imbibée de sérum physiologique stérile.

v Si le pus est localisé dans la partie supérieure de la plaie, la méthode utilisée consiste a
passer un écouvillon stérile sur la surface, en faisant un mouvement superficiel (Figure
6).

v Dans le cas ou le pus est localisé dans un abces superficiel fermé ou dans une cavité, le
pus est récolté par ponction a I’aide d’une seringue stérile.

On doit acheminer 1’écouvillon humidifié par un bouillon (BHIB) au laboratoire afin

d’éviter la dessiccation de prélevement.

Figure 6 : Méthode de prélévement du pus par écouvillonnage (Photos originales,
2022)

1.2.3 Méthodologie de diagnostic

Les figures 7 et 8 illustrent les principales étapes du diagnostic d’un Examen

cytobactériologique des urines et celui du pus.
1.2.3.1 Etude cytologique

Tout prélevement doit passer par une étude cytologique pour la détection des
hématies et de leucocytes.
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[ Prélevement ]
a .
Examen macroscopique
(Aspect, odeur)
—
-
a . .
Examen microscopique
(Etat frais)
" I
[ Test de screening : chimie des urines

+

Mise en culture

e Milieu :GN, MSA et HK
e Incubation 24 H a 37 °C

Figure 7 : Etapes d’un Examen cytobactériologique des urines (ECBU)

[ Prélevement ]

'

Examen macroscopique

(Consistance, Couleur, Odeur)

}

r N
Examen microscopique
— J
R
Enrichissement : sur BGT ou BHIB
Incubation 24 H — 37 °C
\— )

/\

!

Mise en culture

e Milieu :GN, MSA et HK
e Incubation 24 H a 37 °C

Figure 8 : Etapes d’un Examen cytobactériologique du pus (ECBP)
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1) Examen macroscopique des prélévements
a) Urines
v Aspect : limpide ou trouble.
v Couleur : hématurique ou non.
v Odeur : safranée.
v Test de screening (chimie des urines).
b) Pus
v Couleur : elle va du jaune-vert au rouge-brun. Une couleur rouge est généralement
due a un mélange des urines avec du sang ou de 1'hémoglobine.
v Consistance : elle peut aller d'un liquide trouble a une matiére tres épaisse et collante.
v Odeur : fétide.

2) Examens microscopiques des prélevements

a) Urines

L’examen microscopique permet de décrire la morphologie, la mobilité des bactéries
vivantes ainsi que les différentes numérations (polynucléaires, hématies, bactéries, cristaux et

d’autres cellule).

+ Etat frais
Il nous oriente sur la morphologie, la mobilité et le mode de regroupement. Il permet
d’évaluer la quantité des bactéries et la présence de leucocytes, de globules rouges et de

levures.

A T’aide d’une pipette Pasteur, on dépose sur lame propre et stérile une goutte d’urine

et on la recouvre par une lamelle, puis on observe au microscope optique a 1’objectif (Gx40).

b) Pus
+ Examen direct
Etat frais ou coloration au bleu de méthyléne. Cet examen permet d’apprécier

I’importance des polynucléaires, I’aspect mon-microbien ou polymicrobien de la suppuration.
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1.2.3.2 Etude bactériologique

Le but est de rechercher, d’isoler et d’identifier les bactéries présentes dans les

prélevements

1) Isolement

L’isolement vise a obtenir des colonies distinctes et bien séparées les unes des autres.
L’isolement est effectué sur les milieux de cultures suivants : Gélose Nutritive (GN), gélose

Hektoen (HK), gélose Chapman et gélose au sang frais (GSF).

+ Enrichissement

a) Urines

On homogénéise le prélévement d’urine, puis on ensemence les boites de GN, HK et
MSA a I’aide d’une pipette Pasteur stérile selon la méthode des 4 quadrants (Figure 9). Les
boites seront incubees a 37C° /18 a 24h.

» Lecture des boites : une culture est dite positive lorsque les numérations sont
supérieures ou égales a 10 4 bactéries/ml et d’aspect mono-microbien.
b) Pus
Avant I’ensemencement un enrichissement doit étre réalisé soit sur le bouillon tamponné
(BGT) ou le bouillon Brain Heart Infusion (BHIB). Les boites de GN, HK, MSA et GS sont
ensemencées a I’aide d’une pipette pasteur stérile selon la méthode de quatre quadrants
(Figure). Les boites seront incubées a 37C° /18 a 24h.

;_;—* - > L
e W quadrant
4ome <
quadrant
3&-'”'_-
quadrant

Figure 9 : Technique d’ensemencement (Pierre, 2019).
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+ Mise en culture
Pour la mise en culture des BGN fermentaires, non fermentaires et Staphylococcus aureus,

nous avons suivi les étapes suivantes illustrés par les figures 10, 11 et 12.

[ Ensemencement ]

[ Gélose Hektoen } \I Gélose nutritive ]

[ Incubation 37 °C - 24 ] [ Incubation 37 °C - 24 H ]
/\ ‘
Aspect macroscopique : Aspect [ Coloration de Gram ]
colonies jaune, orange, vert microscopique : BGN

(avec ou sans centre noir)

l

[ Purification ]

l

Identification biochimique :
Galerie AP 20E

Figure 10 : Organigramme d’identification des BGN fermentaires

~
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[ Ensemencement]

— O\

[ Gélose Hektoen ] [ Gélose nutritive ]

|

_ Aspect macroscopique : Production de
[ Aspect macroscopique : lactose - ] pigment fluorescente + odeur fleural

N

{Coloration de Gram : BGN Gram négatifJ

\4

Tests d’orientations
Oxydase +

Catalase +

King A et King B

{ Confirmation : gélose au cétrimide }

Identification biochimique :
Galerie

Figure 11 : Organigramme d’identification des BGN non fermentaires

~
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[ Ensemencement sur }

— T

[ Gélose nutritive ] [ Geélose Chapman } [ Gélose au sang frais]

Y ) 4 l

[ Incubation 37° C — 24 ] [ Incubation 37° C - 24 ] [ Incubation 37° C - 24 H ]

— ‘

[ Colonies dorées ] [Colonies bIanchétres}
Tests d’orientation : [ Catalase : négatif } Tests d’orientation :
Catalase ; + Catalase : +
Coagulase : + Coagulase : +

. { Identification biochimique : APl STAPH ]47

Figure 12 : Organigramme d’identification de Staphylococcus aureus

+ Examen macroscopique

Apres I’obtention d’une culture, on examine 1’aspect des colonies selon les critéres
macroscopiques suivantes : la forme, la taille, la couleur, le bord, I’opacité, 1’¢1évation et la
surface.

Toute colonie pigmentée en jaune dorée, lisse, bombée et plus ou moins grosse,
dégradant le mannitol sur milieu Chapman, est suspectée d’étre Staphylococcus aureus. Les

colonies pigmentées en blanc sont suspectées d’étre des staphylocoques a coagulase négative.

Toute colonie pigmentée en orange, vert ou noir sur les milieux Hektoen est suspectée

d’étre une Entérobactérie ou Pseudomonas aeruginosa.

[ 5 ]
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Les colonies grosses, envahissant la surface de la gélose en ondes concentriques sur GN
ou HK sont suspectées d’étre Proteus spp. Cette propriété est liée a la mobilité exceptionnelle

que lui conférent plusieurs centaines de flagelles.

2) Purification

La purification se fait sur le méme type de milieux ou sur milieu chromogene jusqu’a
I’obtention d’un isolat pur présentant les mémes caractéristiques que celui obtenu en premier

isolement.

3) Examens microscopiques apres culture

» Examen microscopique a I’état frais

L’examen microscopique permet de mettre en évidence : la mobilité, la morphologie et

le mode de regroupement.

Sur une lame stérile, on dépose une goutte d’eau physiologique. Ensuite, on rajoute une
colonie prélevée a partir d’une culture bactérienne pure. On doit homogénéiser bien et on
recouvre la lame par une lamelle en évitant les bulles d'air. Puis, on passe a 1’observation sous

microscope (G x 40).
» Coloration de Gram

C’est la coloration de référence en bactériologie. Elle permet de distinguer entre les
bactéries a Gram positif (+) et les bactéries a Gram négatif (-) en se basant sur les propriétés de

la paroi bactérienne :

e Les bactéries a Gram positif qui sont riche en peptidoglycane et pauvre en lipide.

e Les bactéries a Gram négatif qui sont pauvre en peptidoglycane et riche en lipide.

Elle se déroule en deux étapes : préparation de frottis et coloration (Figure 13).

a) Réalisation d’un frottis
v On dépose une goutte d’eau physiologique stérile sur une lame.
v/ On cherche une colonie bien isolée sur la gélose.
v' A I’aide d’une pipette Pasteur, on préléve un fragment de cette colonie et on la
dépose sur la goutte.

v/ On étale soigneusement en une couche mince.
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v’ La préparation est séchée et fixée au-dessus de la flamme du bec Bunsen sans trop la
chauffer.

Le frottis étant fixé, on peut alors effectuer la coloration désirée.

b) Coloration
v On recouvre la lame avec le violet de gentiane et on le laisse agir une minute.
On rince a I’eau.
On recouvre la lame avec le Lugol pendant une minute.
On décolore a I’alcool pendant 20 secondes.
On rince a I’eau.
On recolore le frottis avec la fushine et laisser agir pendant une minute.
On rince a I’eau et on le laisse sécher.

On mettre une goutte d’huile a immersion sur le frottis.

AN NNV U N NN

Et on observe au microscope optique a I’objectif (G x 100).

#” : Bacille Gram négatif

® :Cocci Gram positif I_].—

7Y J:% Y'Y

(e] 9 / 0

= 0
O/ (o)

<\

Frottis Application de Application de Applisatiop Contre-coloratiqn

bactérien violet de Lugol d'alcool éthylique avec de la Fuchsine
gentiane 60 sec 60 sec 15s 60 sec.
Figure 13 : Technique de coloration de Gram (Procop et al., 2019)
c) Lecture

v" Les bactéries colorées en violet ont gardé leur coloration primaire grace a leur paroi
épaisse et pauvre en lipide : Ce sont des bactéries Gram positifs.

v" Les bactéries colorées en rose ont perdu leur premiére coloration a cause de leur paroi
riche en lipide et qui laisse diffuser I’alcool, celui-ci décolore le contenu
intracellulaire. Ce sont des bactéries Gram négatifs.
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4) ldentification biochimique
A. Indentification des bacilles a Gram néegatif fermentaire
+ Galerie APl 20E (Galerie miniaturisée)

La galerie api 20E est un systeme standardisé pour [P’identification des
Enterobacteriaceae et d’autres bacilles a Gram négatif, comprenant 20 tests biochimiques
miniaturisés contenant des substrats déshydratés pour la mise en évidence d'activités
enzymatiques ou de fermentation de sucres (Stearns et Surette, 2019) (Figure 14).

Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages
colorés spontanés ou révélés suite a 1I’addition de réactifs. La lecture des résultats se fait a I’aide
d’un tableau de lecture et I’identification est obtenue a partir du catalogue analytique ou un

logiciel d’identification (Bio Mérieux).

cupule —/——>

tubule ——>

milieu ———> \vJIv) - =W

déshydraté ONPG ADH LDC ODC |CIT] |H2S] URE TDA IND |¥F) |GEL] GLUMAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA

Figure 14 : Présentation de la galerie API 20 E (Stearns et Surette, 2019)

a) Préparation de I’inoculum

A partir d’une culture pure de 18 a 24h, racler a ’aide d’une anse de platine quelques
colonies isolées et parfaitement identiques, puis les mettre dans 5 ml d’eau distillée stérile afin

d’obtenir une suspension bactérienne de 0,5 McF.
b) Préparation de la galerie

On marque le plateau avec le numéro d'identification, la date et les initiales, puis on réunit
fond et couvercle d'une boite d'incubation et on répartit environ 5 ml d'eau distillée dans les

alvéoles pour créer une atmosphére humide.

c) Inoculation de la galerie
v" On introduit la suspension bactérienne dans les tubes de la galerie a I'aide de la méme

pipette (pour éviter la formation de bulles au fond des tubes, poser la pointe de la
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<

v
v

pipette sur le c6té de la cupule, en inclinant legérement la boite d'incubation vers
l'avant).

Pour les tests : CIT, VP et GEL, on doit remplir tube et cupule.

Pour les autres tests, on remplit uniqguement les tubes (et non les cupules).

Pour les tests : ADH, LDC, ODC, H2S, URE on doit créer une anaérobiose en
remplissant leur cupule d'huile de paraffine.

On referme la boite d'incubation.

Et on Incube a 36°C + 2°C pendant 18-24 heures.

d) Lecture

Pour certains tests, on doit ajouter des réactifs pour assurer la lecture.
e Test TDA : on ajoute 1 goutte de réactif TDA.
e Test IND : on ajoute 1 goutte de réactif JAMES.

e Test VP : on ajoute 1 goutte des réactifs VP 1 et VP 2 (Attendre au minimum 10

minutes).

Apreés la comparaison des couleurs obtenues aux couleurs définissant le résultat positif

ou négatif, on obtient un chiffre numérique qu’on introduit dans le logiciel d'identification qui

nous donne I’espéce qui correspond au code (Annex I11).

B. Identification des bacilles a Gram négatif non fermentaire

B.1 Tests d’orientation

+ Test d’oxydase

Le test d'oxydase est le plus utile pour différencier entre les BGN non oxydatif

(Entérobacteéries et Acinetobacter) et les BGN oxydatifs (Pseudomonas, Pasteurella) (Willey
etal., 2021).

Ce test est utilisé pour identifier les bactéries qui produisent le cytochrome oxydase, une

enzyme de la chaine respiratoire bactérienne. Lorsqu'elle est présente, le cytochrome-oxydase

oxyde le réactif tetraméthyl phényléne diamine en indophénols produit final de couleur pourpre.

En I'absence d'enzyme, le réactif reste réduit et incolore.

Sur une lame, on dépose le disque d’oxydase que I’on humidifie avec de I’eau

physiologique.

36

~
——



Matériel et méthodes

Ensuite avec une pipette pasteur boutonnée, on prend une colonie isolée et on la gratte sur

le disque.
«» Lecture
Lecture immédiate :

v Oxydase positive : le disque prend une teinte bleue ou violette.

v Oxydase négative : le disque reste incolore.

4+ Test de catalase

Pendant la respiration aérobie, certaines bactéries produisent du peroxyde d’hydrogéne
(H202), celui-ci est tres toxique et certaines bactéries sont capables de le dégrader grace a des

enzymes qu'elles synthétisent (Green et Goldman, 2021).
Catalase

H2O2 —— %02+ H20

Sur une lame propre on dépose, une & deux gouttes d’eau oxygéneée, ensuite prendre une

colonie isolée avec une pipette pasteur boutonnée et stérile et la déposer sur la lame.

s Lecture
v/ Catalase + : dégagement de bulle d’O>.
v/ Catalase - : absence de bulle d’O3.

+ Milieu King A et King B

Le milieu de King B permet la détection de la synthése de pyoverdine, pigment élaboré
par Pseudomonas aeruginosa et d’autres Pseudomonas. Utilisé en parallele avec le milieu de
King A (détection de la pyocyanine), Il permet d’orienter I’identification de Pseudomonas
aeruginosa (Ryan et al., 2018)

L’ensemencement se fait en faisant une strie médiane a la surface de la gélose. Puis on

incube pendant 24 a 48 heures a 30°C.
% Lecture
Une synthése de pyoverdine se traduit par une coloration verte fluorescente.

[ & ]
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+ Gélose au cétrimide

La gélose au cétrimide est un milieu sélectif destiné a 1’isolement et au dénombrement
de Pseudomonas aeruginosa dans les produits biologiques. Le milieu favorise également la
production de pigments fluorescents (pyoverdines) par certaines souches de Pseudomonas

aeruginosa.

Les boites sont ensemencées a 1’aide d’une pipette Pasteur stérile selon la méthode de

quatre quadrants et seront incubées a 30-35 C° /18 a 24h.

R/

s Lecture
Pseudomonas aeruginosa peut présenter les aspects suivants :

v Pigmentation caractéristique jaune-vert et une fluorescence sous ultra-violets a 254 nm.

v’ Colonies muqueuses, grisatres, pigmentées ou non.

B.2 Galerie classique
+ Gélose TSI (Triple Sugar Iron)

Permet de mettre en évidence la fermentation du saccharose, du lactose et du glucose

avec ou sans dégagement de gaz et production d’hydrogéne sulfuré H.S (Ryan et al., 2018).

A partir d'une suspension bactérienne en eau distillée stérile d’une colonie isolée
suspecte prélevée a partir d’un milieu d’isolement sélectif, on ensemence la surface inclinée par

stries et le culot par piqare centrale.

Les tubes sont ensuite incubés a 37°C pendant 24 heures (bouchon desserré) de maniére

a favoriser les echanges gazeux dans 1’étuve.

7

% Lecture
» Fermentation de glucose
- Culot rouge : glucose non fermenté ;
- Culot jaune : glucose fermenté.
» Fermentation du lactose et/ou du saccharose
- Pente inclinée rouge : lactose et saccharose non fermentés ;
- Pente inclinée jaune : lactose et/ou saccharose fermenté(s).

» Production de gaz

Apparition de gaz dans le culot.
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> Formation d’H2S

- Formation d’une coloration noire entre le culot et la pente ou le long de la piqglre.

4+ Citrate de Simmons

Ce milieu permet de réveler la capacité des bactéries a utiliser le citrate comme une
seule source de carbone (Riedel at al., 2019).

On prépare une suspension bactérienne de la colonie isolée et on I’ensemence par des

stries longitudinale la pente du milieu. L’incubation se fait a 37°C pendant 24h.

% Lecture
v' Citrate de Simmons positif : virage de couleur en bleu.

v' Citrate de Simmons négatif : pas de virage de couleur.

+ Mannitol Mobilité

Le milieu mannitol mobilité permet d’étudier la mobilité des germes, et la recherche de
la fermentation du mannitol (produit de réduction du D-mannose) (Cappuccino et Welsh,
2020).

A I’aide d’une pipette Pasteur, on ensemence le milieu par piqure centrale avec la souche
a étudier puis on incube le milieu a 37°C pendant 18h a 24h.

0,

% Lecture
v Virage de la couleur du milieu vers le jaune indique la dégradation du mannitol.

v’ Diffusion des germes autour de la piqure en tour-billant indique la mobilité.

+ LDC/ODC et ADH

Le diagnostic différentiel des espéces appartenant aux familles des Enterobacteriaceae,
Vibrionaceae et Pseudomonadaceae, met en évidence la recherche de la lysine décarboxylase
(LDC), de l'ornithine décarboxylase (ODC) et de l'arginine dihydrolase (ADH). Les
Décarboxylases (LDC, ODC) constituent le groupe ou se situent les réactions les plus
importantes en ce qui concerne la biodégradation des acides aminés par les bactéries avec
libération d’NH3 (Grounthoud, 2020).
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On dépose quelques gouttes de la suspension bactérienne sur les milieux LDC, ODC et
ADH. On ajoute ensuite quelque goutte d’huile de vaseline pour créer I’anaérobiose, puis on

incube les milieux a 37°C pendant 24h.

s Lecture
v" Milieu jaune : test négatif

v Milieu reste violet : test positif

C. Identification de Staphylococcus aureus

4+ Test de catalase

La méthode a été mentionnée précédemment (dans le paragraphe ldentification des
bacilles & Gram négatif non fermentaire).

+ Test de coagulase

La coagulase libre (exo-enzyme) est une enzyme libérée dans le milieu au cours de la
culture par Staphylococcus aureus. Sa mise en évidence permet, d'affirmer la présence de S.

aureus. Cette enzyme est capable in vitro de coaguler le plasma (Zhang et al., 2020).

Fibrinogene soluble + HHO ——» Coagulase Fibrine insoluble + peptides

Dans un tube a hémolyse stérile, on introduit 0,5 ml de plasma + 0,5 ml d’une culture
de 18 h en bouillon cceur cervelle de la souche a étudier, puis on place le mélange a 37°C.
Des lectures doivent étre effectuées toutes les heures au moins pendant les cing

premiéres heures.

% Lecture
v Un test positif : formation d’un coagulum lié a la transformation du fibrinogéne en
fibrine, spécifique a S. aureus.
v" Un test négatif : pas de coagulation, bactérie définie en tant que staphylocoque a

coagulase négative (SCN).

+ Galerie API - STAPH

La galerie API Staph comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Les

microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne réalisée dans APl Staph Medium qui
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reconstitue les tests. Les réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par

des virages colorés spontanés ou révélés par I'addition de réactifs (Boimérieux).

v On prépare une suspension bactérienne homogéne, d'opacité égale a 0,5 de McFarland.
On doit préférentiellement utiliser des cultures jeunes (18-24 heures).

v A l'aide d'une pipette, on remplit les tubes de la galerie avec API Staph Medium.

v On ne remplit que les tubes et non les cupules, sans dépasser le niveau du tube.

v Pour éviter la formation de bulles au fond des tubes, il faut poser la pointe de la pipette
sur le c6té de la cupule, en inclinant Iégérement la boite d'incubation vers I'avant.

v Pour les tests ADH et URE, on crée une anaérobiose en remplissant leur cupule d'huile
de paraffine pour former un ménisque convexe.

v" On renferme la boite d'incubation. Et on incube a 36°C £ 2°C pendant 18-24 heures.

% Lecture

Aprés incubation, la lecture des réactions se fait conformément au Tableau de lecture

(Annexe I11) en ajoutant 1 goutte de chacun des réactifs suivants :

v' TestVP: VP letVP 2.
v' TestNIT:NIT 1 et NIT 2.
v' TestPAL:ZYM Aet ZYM B.

La lecture de ces réactions se fait a I'aide du Tableau de lecture (Annexe IlI) et
I'identification par le systtme APIWEB™,

1.2.4 Test de sensibilité aux antibiotiques
1.2.4.1 Antibiogramme par diffusion des disques

L’antibiogramme permet de déterminer la sensibilité d’une bactérie vis-a-vis des ATB.
La sensibilité de toutes les souches vis-a-vis des différentes familles d’antibiotiques est testée
par la méthode de 1’antibiogramme standard par diffusion sur gélose Mueller Hinton (MH)
selon la standardisation des tests de sensibilité aux antibiotiques a 1’échelle nationale 8¢me

Edition 2020. Pour cela les paramétres suivant doivent étre respectés :
a) Milieu de culture

Le milieu de culture doit permettre la croissance de nombreuses bactéries et il ne doit

pas contenir d'inhibiteurs des antibiotiques. Le milieu retenu pour la majorité des especes
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bactériennes est celui de Mueller-Hinton (plus 5% de sang pour les germes exigeants). Il doit
étre coulé en boites de Pétri sur une épaisseur de 4 mm et les géloses doivent étre sechées avant
I’emploi.
b) Choix des disques d’antibiotiques
Le choix des antibiotiques utilisés dans cette étude a été fait selon la standardisation

des tests de sensibilité aux antibiotiques a 1’échelle nationale 8éme Edition 2020. La liste des
antibiotiques testés selon la famille est présentée dans I’annexe V.
c) Inoculum

L’antibiogramme par diffusion est réalis¢ avec une suspension calibrée a 0,5 McF ou a

une D.O. de 0,08 & 0,10 lue & 625 nm contenant environ 108 bactéries par ml.

La méthode des disques consiste a déposer a la surface de la gélose Mueller-Hinton
préalablement ensemencée avec une suspension bactérienne, des disques pré imprégnés d’une
dose connue des différents antibiotiques. Chaque antibiotique diffuse au sein de la gélose a
partir du disque et y détermine des concentrations inversement proportionnelles a la distance
du disque.

Aprés incubation a 37°C pendant 24 heures, chaque disque est entouré d’une zone
d’inhibition de la croissance bactérienne. La multiplication des bactéries s’arréte 1a ou existe
dans la gélose, une concentration d’antibiotique égale a la concentration minimale inhibitrice

(CMI). Les caracteres de sensibilité ou de résistance de la souche en seront déduits.

+ Préparation de I’inoculum
v" A partir d'une culture pure de 18 a 24 h sur milieu d'isolement approprié, on racle a
I'aide d'une anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.
v Bien décharger I'anse dans 5 a 10 ml d'eau physiologique stérile.
v Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0,5
MF ou a une D.O. de 0,08 2 0,1 lue a 625 nm.

+ Ensemencement

v Tremper un écouvillon stérile dans I'inoculum.

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

v" Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries

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

4+ Application des disques

L’application des disques se fait a I’aide d’une pince stérile en appuyant Iégerement.
Les disques doivent étre placés a plat sans glissement sans déplacement. La distance entre deux

disques est de 30 mm.

+ Incubation
L’incubation des boites se fait a 37°C pendant 18 a 24h, couvercle bas.

+ Lecture et interprétation

Apreés incubation a la température et sous atmosphere recommandés, les diamétres des
zones d’inhibition seront mesurés avec précision a I’aide d’un pied a coulisse. Les mesures
seront prises en procédant par transparence a travers le fond de la boite de Pétri fermée (Figure
15).

Les diametres des zones d’inhibition mesurés seront comparés aux diameétres critiques
donnés par les instances en vigueur afin de classer la bactérie dans 1’'une des catégories :

Résistante, Intermédiaire, Sensible (Annexe).

Zone ou les bactéries Zone ou la croissance
se developpent normalement des bactéries est inhibée

boite de Pétri 4‘ .
dee _ INCRRE—, e

d'antibiotique y
gélose avec \ @
culture bactérienne

Figure 15 : Antibiogramme par méthode de diffusion (Jehl et al., 2015)

Mesure du diamétre de la zone
d'inhibition de croissance des bactéries
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1.2.4.2 Tests complémentaires

A. Détection de p-lactamase a spectre élargi (BLSE) ou test de synergie
» Chez les entérobactéries

Il consiste a rechercher une image de synergie entre un disque d'antibiotique contenant
un inhibiteur de B-lactamase (acide clavulanique) et les disques de céphalosporines de 3eme
génération. Cette image est dite " bouchon de champagnes” (Pilmis et al., 2019).

Apreés I'antibiogramme, en cas de réduction de la sensibilité aux céphalosporines (CTX
< 27) de troisieme génération, les BLSE sont mises en évidence par la recherche d'une synergie

entre I'acide clavulanique et les céphalosporines de troisieme génération.

La recherche des BLSE se fait dans les conditions standard de I'antibiogramme :
On dépose un disque d'amoxicilline plus acide clavulanique a 30 mm centre a centre d'un
disque de céphalosporine de 3°™ génération : CTX, puis on incube les boites pendant 18 h & 35
°C.

®,

s Lecture

La production de BLSE peut se traduire par la production de synergie : Images de

bouchon de champagne.
» Chez Pseudomonas aeruginosa

La détection est plus difficile en raison de l'association avec d'autres mécanismes de

résistance tel que I’hyperproduction de céphaloporinase (Aitidir et al., 2015).

La recherche de la BLSE se fait dans les conditions standard de I'antibiogramme :
On dépose un disque de ticarciline + acide clavulanique (TCC 75/10 pg) a 30 mm centre a
centre d'un disque de C3G : ceftazidime (CAZ 30 ug), et aztréonome (ATM 30 g

% Lecture
Le test est positif s'il y a apparition d'une image synergie entre les disques :

v TCCetCzz
v TCCet ATM

B. Test de doubles disques

Ce test devra étre fait systématiquement devant I’absence de synergie avec diminution
des diameétres de C3G (Thibaut et al., 2018).
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Dans les conditions standard de I'antibiogramme :

v" On dépose un disque d'’AMC et un disque de C3G (CTX) a une distance de 30 mm
centre a centre.

v On Laisse diffuser les antibiotiques pendant 1h, a température ambiante (sur la
paillasse), la boite sera déposé couvercle vers le haut.

v Apres 1h d'incubation, on enléve le disque d’AMC et on le remplace par un disque de
CTX.

v L’incubation de la boite se fait 16 a 18h a 35 °C.

% Lecture et interprétation

Le test du double disque est positif quand le diamétre d'inhibition autour de C3G,
appliqué apres diffusion du disque d’AMC est supérieur ou égal a 5 mm par rapport au diamétre
d'inhibition autour du disque C3G.

C. Détection de la résistance inductible a la clindamycine

La détection de la résistance inductible a la clindamycine s'effectue chez toute souche

résistante a I'érythromycine et sensible ou intermédiaire a la clindamycine (Lin et al., 2018).

Cette recherche se fait par la technique de diffusion des disques ou par dilution en milieu
liquide. L’isolat est présumé résistant sur la base de la détection de la résistance inductible a la

clindamycine. Le test se fait dans les conditions standard de I'antibiogramme :

On dépose un disque de clindamycine (CD) et un disque d'Erytromycine (E) a une

distance de 12 mm.
% Lecture et interprétation

Les souches présentant une résistance inductible a la clindamycine doivent étre

considérées comme résistantes.
D. Screening test

Un screening test est réalisé pour la détection de la résistance a la méticilline (résistance

a l'oxacilline chez Staphylococcus) (Lin et al., 2018).

On peut rechercher la résistance a 1’oxacilline due au gene mecA par le disque de

cefoxitine (CX= FOX), soit par la technique de diffusion du disque sur milieu gélosé soit par
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dilution en milieu liquide. Dans notre cas nous avons utilisé la technique de diffusion du disque

sur milieu gélosé.

v" On dépose un disque de CX (30ug) en milieu de la boite.
v/ On Incube a une température de 33 a 35 °C.
s Lecture
e Apres 16 4 18h
v’ <21mm: mecA (+)
V' >22mm : mecA (-)
e Aprés 24 heures
v’ <24mm : mec A (+)
v' >25mm : mec A (-)

% Interprétation

La céfoxitine est utilisée pour détecter la résistance a 1’oxacilline médiée par le géne
mec A. Les souches mecA positives doivent étre reportées oxacillines résistants et non pas CX
résistantes.
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Résultats et Discussion

Il. RESULTATS ET DISCUSSION

Durant la période de stage, nous avons collecté 223 prelevements biologiques (118
prélévements d’urines et 105 prélévements de pus). Notre échantillon était composé de femmes
et d’hommes appartenant a différentes tranches d’ages. Les prélévements étudiés provenant de

personnes coopératives (infections communautaires) et hospitalisés (infections nosocomiales).
11.1 Données épidémiologiques
11.1.1 Prélévements des urines

Durant la période d’étude, 118 prélévements d’urines ont été recueillis.100% des
prélevements sont issus des patients non hospitalisés.
L’analyse des aspects épidémiologiques de ces prelévements a été faite en fonction des
parametres suivants :
% Sexe
La population était majoritairement féminine soit 63 femmes (53%) et 55 hommes
(47%) (Figure 16).

Figure 16 : Répartition des prélevements urinaires selon le sexe
< Age
La répartition des patients selon 1’dge (Figure 17) montre une prédominance des

tranches d’ages 20 a 30 ans et 30 a 40 ans.




Résultats et Discussion

38,135%

27,966 %

15,254 %

8,475 %
4,237 %
5,932 %

20 - 30 30 - 40 40 - 50 50 - 60 60 - 70 PLUS DE
ANS ANS ANS ANS ANS 70 ANS

Figure 17 : Répartition des prélévements urinaire selon les tranches d’age
% Répartition des prélévements selon la culture
Dans notre étude, la fréquence des infections urinaires communautaires était de 37%.

Ce taux a eté calculé a partir des 118 examens cytobactériologiques des urines, dont 42

répondaient aux critéres d’IU (Figure 18).

37% Positif

Figure 18 : Taux de prélévements urinaires positifs

Nos résultats sont comparables a ceux de Benali (2019) (Nador, Maroc) et Elharch (2013)
(Rebat, Maroc), qui ont obtenu respectivement des pourcentages de 20,21% et 26,35%.
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% Reépartition des prélévements positifs selon le sexe

Parmi les 42 cas positifs, les résultats montrent que 64 % (n = 27) des patients sont des

femmes et uniquement 36 % (n = 15) des cas sont des hommes (Figure 19).

Figure 19 : Répartition des prélevements urinaires positifs selon le sexe

Selon Bergogne (2008), les femmes sont plus recensées grace au nombre plus élevé
d’ECBU demandés (grosses, ménopause...). Par contre chez I’homme, 1’effet des secrétions

prostatiques permet d’offrir une protection supplémentaire.

Nos résultats sont comparables a ceux de Bouarroudj et Boutebza (2016). Les auteurs
ont confirmé que le sexe féminin est le plus touché par les infections urinaires. Cette

prédominance féminine est en raison de :

» La nature anatomique : la proximité entre I’anus et I’orifice externe de 1’urétre facilite
I’acces des bactéries a la vessie.

» En outre la grossesse, 1’'usage d’un diaphragme comme moyen contraceptif et 'usage
des serviettes hygiéniques pendant une longue durée durant la période de menstruation
augmente le risque d’infections urinaires.

» Les rapports sexuels favorisent la progression des bactéries urétrales dans la vessie.
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11.1.2 Préléevements de Pus

Durant toute la période d’étude, 105 prélévements de pus ont été collectes. 43 (40,952%)
prélevements proviennent de patients hospitalisés dans le service de diabétologie de I’EPH
Blida, et 62 prélevements (59,047%) proviennent de patients non hospitalisés (clinique privé).

L’analyse des aspects épidémiologiques des 105 prélévements a été analysé en fonction

des parametres suivants :

% Sexe

La population était majoritairement masculine soit 93 hommes (89%) et 12 femmes
(11%) (Figure 20).

11% Femme

89% Homme

Figure 20 : Répartition des prélevements de pus selon le sexe

s Age

La répartition des patients selon 1’age montre une prédominance des personnes agés plus

de 70 ans (Figure 21).
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Figure 21 : Répartition des prélévements de pus selon 1’age.

0,

% Repartition des prélévements selon la culture

Parmi les 105 prélévements, 94 étaient positifs (90 %) (Figure 22).

10% Négatif

90% Positif

Figure 22 : Taux de prélévements de pus positifs

Nos résultats sont similaires a ceux de Gomatheswari et Jeyamurugan (2017), qui ont
obtenu un pourcentage de 78,55% de cultures positives, mais sont supérieurs a ceux trouvés par
Mabhat et al., (2017) avec 43,7% de cultures positives.

Ce qui signifie qu’il y a un grand taux d’infections du pied diabétique chez les patients

diabétiques, et cela a été démontré par d’autres études comme celle de Van (2014) en France.
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Les cultures négatives pourraient s’expliquer soit par la présence de germes exigeants
(ne poussant pas dans les milieux usuels notamment les germes anaérobiques), soit elles sont
liées le plus souvent a un traitement antibiotique entrepris durant la période de prélevement ou

bien a la suspicion d’infection qui n’a pas lieu.

+« Répartition des prélévements positifs selon le sexe

Les 94 prélevements positifs étaient repartis comme suit : 83 prélévements (88%)

positifs chez les hommes et 11 prélévements positifs (12%) chez les femmes (Figure 23).

12% Femme
\ |

88% Homme

Figure 23 : Répartition des prélévements de pus positifs selon le sexe

Des resultats similaires ont été obtenus par Awalou et al., 2012 au Togo, qui ont
rapporté que le sexe masculin prédominait dans les infections du pied diabétique. Alors que
dans une autre étude Boudina et al., (2017) (CHU de Annaba) ont noté une prédominance

féminine.

Selon Gomatheswari et Jeyamurugan (2017), I’infection purulente montre une
prédominance chez le sexe masculin. Cette prédominance masculine pourrait étre expliquée

par :

» Activités favorisant des microtraumatismes (activité physique, terrain accidente).
» Tabagisme.

» Ou I’inégalité de la taille de la population étudiee.
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% Reépartition des prélévements positifs selon le type de culture

L’analyse cytobactériologique du pus nous a permis de classer les cultures en deux
groupes : cultures monomicrobiennes avec un taux de 63,83% et cultures polymicrobiennes
avec un taux de 36,17% (Figure 24).

Polymicrobiennes
36,17%

Monomicrobiennes
63,83%

Figure 24 : Répartition des résultats positifs selon le type de culture

Nos résultats sont en concordance avec ceux rapportée par Verma, (2012) et ceux
retrouvés par Amin et al., (2017) qui ont trouvé des taux de 84,31% et 79,92% des cultures
monomicrobiennes respectivement.

Les cultures polymicrobiennes peuvent étre issues de prélévements effectués au niveau de
zones superficielles qui sont donc contaminés directement par la flore commensale ou bien de
prélevements effectués au niveau de zones profondes communiquant avec des flores

commensales qui peuvent contaminer le prélevement.

11.2 Données microbiologiques
11.2.1 Résultats de I’examen cytologique
A) Etat frais
L’examen a 1’état frais des deux types de prélévements nous a fourni un ensemble
d’informations qui concerne la présence ou I’absence des bactéries, les réactions cellulaires

immunitaires ainsi que le taux de cristaux pour les urines (numération cellulaire) (Figure 25).
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Figure 25 : Observation microscopique a 1’état frais : a) urine, b) pus (Photos original, 2022)

B) Coloration au bleu de méthyléne

La lecture des différents frottis colorés au bleu de méthyléne nous a fourni un ensemble
d’informations qui concerne les bactéries présentes dans le pus (formes et mode de

regroupement) (Figure 26).

Figure 26 : Frottis coloré au bleu de méthylene (Photo originale, 2022).

11.2.2 Résultats de Didentification morphologique des souches isolées (étude

macroscopique)

Apres incubations, les isolats bactériens ont montré divers aspects culturaux. Des

espéces différentes forment des colonies caractéristiques. La forme, la taille, I’aspect, la couleur
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des colonies et parfois méme 1’odeur peuvent nous orienter vers un groupe déterminé de

bactéries.

L’aspect des colonies caractéristiques observées sur différents milieux de culture sont :

a) Bacilles & Gram négatif fermentaires

>

Providencia rettgeri : des petites colonies vertes ou bleuatres sur gélose HK (Figure 27
a).

Proteus mirabilis et Proteus vulgaris: sur GN, les colonies de Proteus mirabilis
apparaissent en forme des vagues concentriques. Sur milieu HK de petites colonies
rondes bleu vert a centre noire avec une odeur désagréable, alors que Proteus vulgaris
donne des colonies de couleur "saumon™ a centre noire (Figure 27 b et ¢).

Escherichia coli : sur milieu HK, les colonies apparaissent de couleur jaune orangé,
larges, lisses, brillantes avec un aspect d’ceuf sur plat (Figure 27 d).

Klebsiella spp : grosses colonies bombées, rondes, muqueuses, lisses ayant un aspect
gras et coulant, lactose positive sur milieu Hektoen (Figure 27 e).

Serratia spp : des colonies jaune saumon sans centre noire sur gélose HK. La
pigmentation rouge sur gélose nutritive est due a 1’espéce Serrarita mercescences
(Figure 27 f et g).

Citrobacter spp : colonies jaune saumon avec centre noire sur gélose HK (Figure 27 h).
Enterobacter cloacae : colonies de couleur jaune orangé ressemblant aux autres
entérobactéries, seule 1’identification biochimique qui permet de le différencier (Figure

27 ).
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Figure 27 : Aspect macroscopiques des différentes espéces d’entérobactéries :

a) Providencia rettgerii, b) Proteus vulgaris, ¢) Proteus mirabilis, d) E. coli, e) Klebsiella
oxytoca, f) Serratia odorifera, g) Serratia marcescenc, h) Citrobacter baraakii,
i) Enterobacter cloacea (Photos original, 2022).
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Figure 28 : Aspect des colonies sur milieu chromogene : a) Klebsiella sp, b) E. coli, c)
Providencia sp, d) Staphylococcus aureus, €) Serratia sp, f) Proteus sp, g) Citrobacter sp, g)
Pseudomonas aeruginosa (Photos originales, 2022).
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B) Bacilles a Gram négatif non fermentaires

» Pseudomonas aeruginosa : des colonies verdatres sur GN et HK a bord irrégulier,

rugueuses, bombées présentant des reflets métalliques. Une pigmentation jaune-vert et une

fluorescence sous ultra-violets sur gélose au cétrimide (Figure 29).

REOMINOTE 8T
A1 QUAD CAMERA

Figure 29 : Aspect des colonies de Pseudomonas aeruginosa sur : a) gélose nutritive, b)

gélose au cétrimide, c) gélose au cétrimide sous UV (Photos originales, 2022).

C) Cocci a Gram positif

» Staphylococcus aureus

Colonies pigmentées en jaune dorée, lisses, bombées et plus ou moins grosses, dégradant
le mannitol sur milieu Chapman (Figure 30).

Figure 30 : Aspect des colonies de Staphylococcus aureus sur : a) gélose Chapman, b) gélose

au sang frais (Photos originales, 2022).
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11.2.3 Résultats de la coloration de Gram (Etude microscopique)

A partir de I’ensemble des cultures positives (n= 136), nous avons isolé et identifié au
total 178 germes réparties comme suit : 42 germes a partir des urines et 136 a partir de pus. Les
résultats indiquent que 66,85% (n = 119) du total des isolats sont des bactéries & Gram négatif
alors que 33,15% (n = 59) sont des bactéries a Gram positif (Figure 31 et 32).

Figure 31 : Réparations des résultats selon la coloration de Gram
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Figure 32 : Résultats de coloration de Gram : a) bacilles a Gram négatif, b) coccobacilles a
Gram négatif, c) bacilles a Gram positif, d) Cocci @ Gram positif (Photos originales, 2022).
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11.2.4 Tests d’orientations
a. Tests de catalase et d’oxydase

Les résultats du test de catalase et d’oxydase sont présentés dans le tableau ci-

dessous :
Tableau 1V. Résultats des tests de catalase et d’oxydase
Catalase Oxydase
Nombre de positif 59 12

Photos originales

b. Test de coagulase

Apres 24h d’incubation, le test de coagulase était positif pour les souches de S. aureus
(Figure 33).

Figure 33 : Résultat du test de coagulase (Photo originale, 2022)

11.2.5 Résultats de I’identification biochimique
a. ldentification des bacilles a Gram négatif fermentaire

L’identification des BGN fermentaire, oxydase négative par galerie APl 20E est

représenté dans le tableau suivant :
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Tableau V. Résultats d’identification biochimique des Entérobactéries

Germes

Photos originales

Proteus

mirabilis

Proteus

vulgaris

Escherichia

coli

Klebsiella

pneumoniae

Klebsiella

oxytoca

Klebsiella

ornithinolytica

Serratia

liquefaciens

Serratia

odorifera

Serratia

marcescens
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Providencia

rettgeri

Citrobacter

baraakii

Enterobacter

cloacae

b. Identification des bacilles a Gram négatif non fermentaire

L’identification des BGN non fermentaire, oxydase positive par galerie classique est

représente par la figure 34.

Figure 34 : Galerie classique de Pseudomonas aeruginosa (Photo originale, 2022)
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c. ldentification des Cocci a Gram positif

Aprés identification des S. aureus par les tests de catalase et de coagulase, par API

STAPH, le tableau suivant montre les résultats :

Tableau VI. Résultats des tests de confirmation de S. aureus

Test Résultat

API STAPH

11.3 Répartition des bactéries isolées selon le type de prélévement
a) Urines

Nous avons isolé 42 souches a partir d’urines. Le profil des germes isolés montre une nette
prédominance des entérobactéries. On retrouve Escherichia coli avec une fréquence de 50 %
(n = 21) suivie de Klebsiella pnemoniae (24 %) (n = 10) puis Proteus mirabilis (17%) (n = 7).

Alors gue Staphylococcus coagulase positive a un taux de 9% (n =4) (Tableau V).

Tableau VII. Nombre des bactéries isolées a partir des urines selon 1’espéce

La famille L’espéece Nombre (n) Pourcentage (%)
Escherichia coli 21 50%
Enterobacteriaceae | Klebsiella pnemoniae 10 24%
Proteus mirabilis 7 17%
Staphylococcaceae | Staphylococcus aureus 4 9%

Cette répartition est globalement comparable a celle retrouvée dans 1’étude de Chervet
(2015), qui a trouvé une répartition avec pres de 70 % d’E. coli, 8 % de Klebsiella sp et 5,6 %
de Proteus sp.
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Sharma et Paul (2012), ont également identifié dans les urines : E. coli (33,3 %) suivi
par Klebsiella pnemoniae (11,1 %), Staphylococcus a coagulase négatif (7,4%) et Proteus
mirabilis (3,7 %).

La prédominance d’E. coli ne peut s’expliquer que par le fait que cette espéce est la plus
dominante de la flore intestinale et qu’elle peut migrer de I’intestin vers I’appareil urinaire. Par
ailleurs E. coli fait partie des coliformes fécaux, qui dans de mauvaises conditions d’hygiéne et

de nettoyage de la partie intime, peut facilement coloniser la vessie.
b) Pus

Parmi les 94 prélévements positifs, nous avons isolé 136 germes dont 111 étaient
pathogenes. La famille des Enterobacteriaceae prédomine avec un pourcentage de 59,5% (n =
66) suivi par la famille des Staphylococcaceae (29, 72%) (n =33) et enfin la famille des
Pseudomonadaceae (10 ,81%) (n = 12).

Dans I’ensemble des espéces identifiées et sur les 66 souches d’Entérobactéries isolées
nous avons noté une prédominance de Proteus mirabilis avec un taux de 21,62% (n = 24), suivi
par Proteus vulgaris avec un taux de 9,01 % (n = 10), puis E. coli, Klebsiella pneumoniae et
Serratia odorifera (n =5) avec une prévalence de 4,5% et en quatrieme position Providencia
rettgeri 3,6% (n = 4). Les autres especes montrent une fréquence moins importante : Serratia
liquefaciens (2,7%) (n = 3), Serratia marcescens et Enterobacter cloacae (1,8 %) (n=2), eten

derniére position nous avons Citobacter braakii et freundii (0,9%).

Concernant le groupe des staphylocoques, les résultats obtenus ont montré une prédominance
de Staphylococcus aureus avec n= 33 soit un taux de 29,73% (Tableau 1V).
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Tableau VI11. Répartition globale des différentes especes isolées a partir du pus.

La famille L’espéce Nombre (n) | Pourcentage (%)
Proteus mirabilis 24 21,62%
Proteus vulgaris 10 9,01%
E. coli 5 4,5%
Klebsiella pneumoniae 5 4,5%
Klebsiella oxytoca 2 1,8%
§ Klebsiella ornithinolytica 2 1,8%
(1]
é Serratia odorifera 5 4,5%
(48}
g Serratia liquefacience 3 2,7%
(i Serratia marcescens 2 1,8%
Providencia rettgeri 4 3,6%
Citobacter braakii 1 0,9
Citobacter freundii 1 0,9
Enterobacter cloacae 2 1,8%
Pseudomonadaceae Pseudomonas aeruginosa 12 10,81%
Staphylococcaceae Staphylococcus aureus 33 29,73%

Similairement a nos résultats, 1’étude réalisée par Labani (2016) montre que les
infections modérées a séveres et les infections de plaies traumatiques sont souvent
polymicrobiennes avec une prédominance des BGN (famille des entérobacteéries) suivi par les

Cocci Gram positives.

En ce qui concerne la répartition par espece, nous avons obtenu les mémes espéces de bactéries

que celles obtenues par Labani (2016) au cours de son étude, avec une légeére différence.

La littérature médicale rapporte que les infections du pied diabétique sont dominées par
les bactéries a Gram positif. Cette prédominance reste cependant non universelle puisque des

( 1
L 6 )
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études recentes, menées dans des pays d’Afrique et d’Asie, ont rapporté la prédominance des

bactéries a Gram négatif (BGN) dans les infections du pied diabétiques (Mané et al., 2019).

Cette disparité géographique n’a pas encore d’explication claire. Elle serait liée a des
facteurs environnementaux climatiques, a la prise préalable d’antibiotiques ou aux pratiques
d’hygiéne personnelle ou de chaussage. Des facteurs techniques de prélevements ou de culture

pourraient également étre a I’origine de cette différence.

Nos résultats sont similaires a ceux rapportés par Krir et al., (2013), qui ont noté que
les bactéries a Gram négatif dominent (78,1%) avec Proteus mirabilis (30,7%) qui fait partie
du microbiote intestinal de I’homme et de ’animal. Les bactéries a Gram sont retrouvées aussi
a I’état saprophyte sur la peau et les muqueuses. En raison de leurs habitats variés, elles ont

plusieurs voies possibles d’infections humaines.

Selon Richard et al.,, (2011) ; Wang et al., (2010) et Citron et al., (2007),
Staphylococcus aureus est le pathogene le plus fréquemment isolé dans les infections du pied

diabétiques. Ce qui rejoint les résultats obtenus dans cette étude.
11.4 Profil d’antibiorésistance

Au cours de cette étude, I’antibiogramme réalisé a été effectué sur chaque souche isolée
afin de déterminer sa sensibilité et sa résistance vis-a-vis de divers antibiotiques selon la
standardisation des tests de sensibilité aux antibiotiques a 1’échelle nationale 8¢me Edition

2020.

Les diameétres des zones d’inhibition mesurés ont été comparés aux diamétres critiques

conformément aux normes.

11.4.1 Profil d’antibiorésistance des bactéries isolées a partir des urines

A. Entérobactéries

Les souches d’entérobactéries (Figure 35) ont montré une résistance a de nombreux -
lactamines. Les taux de résistance étaient les suivants : AMP (94.74%), AMC (89.47%), AMX
(84.21 et CZ (65.79%).

Nous avons noté une résistance totale des entérobactéries a 1’Ampicilline, contrairement au

chloramphénicol auquel la totalité des souches a été sensible (92,11%).
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Figure 35 : Résistance des entérobactéries isolées a partir des urines aux antibiotiques

> E.coli

Les 21 souches d’E. coli ont été fortement sensibles a I’AK (95,84, %), IPM (80,95%)
et COT (76,19%). Cependant elles ont été faiblement sensibles a AMP (9,52%) et AMX

(4,76%). Nous avons noté une résistance totale des souches a I’AMC (Figure 36).
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Figure 36 : Résultats de 1’étude de I’antibiorésistance des souches d’E. coli isolés a partir des
urines

La résistance a I’amoxicilline (AMX) obtenue dans notre étude était inférieure a celles
rapportées dans les travaux de Kashef (2010) en Iran et de Kothari (2008) en Inde.
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La résistance a I’amikacine (AK) était faible, ce qui correspond aux résultats de Kothari (2008)
et de Kashef (2010).

Cette résistance remarquée est la résultante de I’utilisation trés répandue de ces
molécules aussi bien en milieu communautaire que nosocomial. Alors qu’en situation actuelle,
dans beaucoup de pays (France, Espagne, Italie, Tunisie, pays d’Afrique subsaharienne) ne
donnants plus de résultat ; ces antibiotiques ont été abandonnés dans les traitements empiriques
(Baouta, 2001).

» K. pneumoniae

Une sensibilité totale de I’ensemble des souches isolées de K. pneumoniae a été notée
vis-a-vis de I’IPM et du C. nous avons constaté une forte sensibilité (90%) a AMP, I’AK et le
CIP et une forte résistance (90%) a I’AMC, AMX et le CZ (Figure 37).
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Figure 37 : Résultats de 1’étude de 1’antibiorésistance des souches de K. pneumoniae
isolées a partir des urines

Ces résultats rejoignent ceux d’une étude de Amrani et Bechiri (2018) et sont
relativement proche de 1’étude de Chakrani (2013) & Rabat.

Klebsiella a connu une émergence de résistance importante vis a vis des antibiotiques
testés. L’isolement des souches de Klebsiella productrice des béta-lactamases surtout a
médiation plasmidique a conféré une résistance a toutes les bétalactamines et notamment les

cephalosporines de troisieme génération (Ndog, 2010).
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» P. mirabilis

La totalité des souches de P. mirabilis étaient résistantes a I’AMP, 71,43 % résistant aux
CZ cependant 57,14% des souches ont montré une résistance moyenne a I’AMC, la CIP et le
CX (Figure 38).
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Figure 38 : Résultats de 1’étude de I’antibiorésistance des souches de P. mirabilis isolées a
partir des urines

Selon Sissoko (2006), la sensibilité aux CIP, CZ, AK et le C est trés élevee ce que ne

corrobore pas avec nos résultats.
B. Staphylococcus aureus
Les résultats de 1’antibiogramme ont montré que 100% des souches se S. aureus étaient

sensibles a la RIF, I’AK, la CIP, la CX, la LE et le C. Alors que 75% des souches étaient
résistantes a la FC et I’E (Figure 39).
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Figure 39 : Résultats de 1’étude de I’antibiorésistance des souches de S. aureus isolés a partir
des urines

L’étude réalisée par Ben Haj Khalifa (2010) montre que toutes les souches
Staphylococcus aureus étaient sensibles aux aminosides. Ces résultats sont comparables avec

ceux que nous avons obtenus.
11.4.2 Profil d’antibiorésistance des bactéries isolées a partir de pus
A. Entérobactéries

L’¢tude de la résistance des 66 souches d’entérobactéries aux différents antibiotiques a
montré que ces bactéries étaient résistantes a I’AMP, ’AMC, ’AMX et le CZ. Les taux de
sensibilité étaient de 96.97%, de 92.22 % et de 78.79 % pour I’AK, I'IPM et I’AT
respectivement (Figure 40 et 41).
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Figure 40 : Résistance des entérobactéries isolées a partir du pus aux antibiotiques

Figure 41 : Zones d’inhibition des Entérobactéries par les antibiotiques testés
(Photos originales, 2022)
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» P. mirabilis

Les 24 souches de P. mirabilis isolées ont montré une résistance élevée vis-a-vis de la
CZ (83,33%), de ’AMC (79,17 %) et de PAMX (79 .17%). Alors qu’un taux modéré de
résistance a I’AMP (58,33%) été noté (Figure 42).
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Figure 42 : Résultats de 1’étude de I’antibiorésistance des souches de P. mirabilis isolées a
partir du pus

Les résultats de 1’étude de 1’antibiorésistance que nous avons obtenus étaient Superieurs
a ceux d’une étude réalisée par Djombera (2016) a Bamako (Mali), qui montre que cette
bactérie est résistante a I’ Amoxicilline, a la Céfazoline avec des taux de résistance de 67,27%,

66,07% respectivement.

» P.vulgaris

Une résistance totale de I’ensemble des souches isolées de P. vulgaris a été notée vis-a-
vis ’AMP, de ’AT et de I’AMX et une forte résistance (70%) au CZ a été enregistrée (Figure
43).
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Figure 43 : Résultats de 1’étude de I’antibiorésistance des souches de P. vulgaris isolées a
partir du pus

Nos résultats sont similaires a ceux d’une étude réalisée par Mezhoud et Khalfallah,
(2018), qui ont rapporté une résistance totale de 100% vis a vis de I’AMP. Par contre, un taux
de résistance de 100% a ’AMC et la CZ a été rapporté ce qui est supérieur aux résultats de
notre étude. Un taux de résistance de 6% a la CTX a également été décrit est inférieur aux

résultats que nous avons obtenus.
> E. coli
Les résultats de 1’antibiogramme ont montré que 100% des souches d’E. coli étaient

sensibles a I’AT et I’'IPM. Alors que 60% d’entre elles étaient résistantes a I’AMC et ’AMX
(Figure 44).
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Figure 44 : Résultats de 1’étude de I’antibiorésistance des souches d’E. coli isolées a partir du
pus

Nos résultats sont proches de ceux d’une étude réalisée par Oudina et Soudou (2020),
qui ont noté une résistance des souches d’E. coli vis-a-vis de 'AMC (74,1%), de la COT
(46,9%) et de la CZ (40,5). Par ailleurs Ahangobe (2014) a enregistré un taux de résistance a
I’AK (22,2%) comparable au notre et un taux de résistance a I’ AMP (94,4%) supérieur a celui

que nous avons obtenu.

> Klebsiella sp

Sur les 09 souches de Klebsiella isolées, nous avons noté une résistance totale a I’AMX.
Cependant les souches ont présenté une sensibilité totale vis-a-vis de I’AK, de la CIP, de la C,
de I’IPM et de la CN (Figure 45).
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Figure 45 : Résultats de 1’étude de I’antibiorésistance des souches de Klebsiella spp
isolées a partir du pus

La résistance des souches de Klebsiella spp a I’ampicilline est en concordance avec les
résultats d’Amin et al., (2017) (88,9%) et Gomatheswari et Jeyamurugan, (2018) (83%).

Nos résultats sont aussi proches d’une étude réalisée par Chablaoui et Mihoub, (2020)
au niveau de I’EPH de Boufarik concernant I’AMP (100%) ; la CZ (87,5 %) et la CTX (50%).

Klebsiella pneumoniae est naturellement résistante aux pénicillines des groupes G et A
et a la carbénicilline sous I’effet d’une pénicillinase chromosomique appelée SHV1 (Joly et
Reynaud, 2002). La résistance aux B-lactamines chez Klebsiella pneumoniae peut étre due a la
production de pénicillinase a haut niveau qui se caractérise par une résistance a trés haut niveau
aux amino et carboxy-pénicillines, et par une réduction de I’activité des uréidopénicillines et

des céphalosporines de premiere et de deuxieme génération (Jarlier et Nordmann, 2000).
» Serratia sp
Les 10 souches de Serratia isolées ont montré une résistance élevée vis-a-vis I’”AMC

(100%), de la CZ (82,22%), de ’AMX (88,89 %) et de I’APM (82,20 %). Alors qu’un taux
modére de résistance aux CX (47,78 %) et a la CTX (30%) a été noté (Figure 46).
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Figure 46 : Résultats de 1’étude de I’antibiorésistance des souches de Serratia spp

isolées a partir du pus

Nos résultats sont similaires a ceux signalés par Chablaoui et Mihoub, (2020) et aussi
avec ceux obtenus par le réseau algérien de la surveillance de la résistance bactérienne des

antibiotiques.

La résistance aux B-lactamines peut étre attribuée aux p-lactamases a spectre étendu
médiée par les plasmides (BLSE) et a la -lactamase chromosomique AmpC, qui peuvent étre
induites par la céfoxitine. L ’expression constitutive de pompes d’efflux, la faible perméabilité
de la membrane extérieure peuvent contribuer a cette résistance (Moradigavarand, 2016).

» Citrobacter sp

Nous avons isolé deux especes differentes de bactéries du genre Citrobacter, leur profil
de résistance montre que ces souches sont totalement résistantes aux antibiotiques suivants :
AMC, CTX, CX, CZ et AMX et moyennement résistantes a I’AMP, COT, CIP, C et le CN.

Nos résultats indiquent une résistance totale (100%) des souches envers ’AMC et laCZ, ce

qui est similaire aux résultats obtenus par Mezhoud et khalfallah, (2018).
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» E. cloacae

La totalit¢ des souches d’E. cloacae ont montré une résistance importante
(100%) vis-a-vis de nombreux antibiotiques (AMC, AMP, AMX, CTX, CIP, AT, NA, CZ et
CN). Cependant ces mémes souches ont été sensibles a la COT, aI’lPM, ala CX, a’AK et a
laC.

Ces résultats corroborent ceux de kumari et al., (2018) et Amin et al., (2017),
qui ont noté que les souches d 'Enterobacter cloacae étaient résistantes a 1’ampicilline et a la

céfazoline et ont été sensibles a I’amikacine et a la céfotaxime.

Les especes du genre Enterobacter ont des profils semblables de résistance aux
antibiotiques étant intrinséquement résistantes a I’ampicilline, I'amoxicilline, I'amoxicilline-
acide clavulanique, a la céfalotine (céphalosporines de premiére genération), a la céfoxitine
(céphalosporine de deuxiéme génération) et a la céfamycine (Harris, 2015).

Selon le réseau algérien de la surveillance de la résistance bactérienne des antibiotiques,
les souches d’Enterobacter aerogenes et d’E. cloacae sont naturellement résistantes a
I’ampicilline et & la céfazoline et sont naturellement sensible a I’ofloxacine, a ’amikacine, a la

céfotaxime et a la colistine.

> Providencia rettgerie
Les 4 souches de Providencia rettgerie isolées étaient totalement résistantes (100 %) a
I’AMC, a PAMP et a ’AMX et totalement sensibles a I’Ak, ala CX, alI’IPM et a la CIP.

Nos résultats sont comparables a ceux obtenus par Balarouci et Louzri, (2021) pour les
antibiotiques : AMP (77,77%), AK (33,33 %) et I’'IPM (0%).

B. Pseudomonas aeruginosa

D’aprés la figure 47, nous remarquons que la résistance des 12 souches des P.

aeruginosa variait selon I’antibiotique testé avec un taux de résistance de 100% pour la CAZ et
la TC, de 80% pour la PC, de 50% pour la CIP et de 40% pour TCC et la LE. Nous remarquons
aussi une faible résistance des souches a la CN (30%) (Figure 48).
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Figure 47 : Résultats de 1’étude de I’antibiorésistance des souches de P. aeruginosa

isolées a partir du pus

Figure 48 : Zones d’inhibition des souches de P. aeruginosa par les antibiotiques testés
(Photos originales, 2022)

Dans I’étude réalisée par Tiwari et al., (2011), un taux de résistance de 51% a été
enregistré vis-a-vis de la Ciprofloxacine. Par ailleurs les travaux de Labani, (2016) donnent
des résultats de 17 % par rapport a 1’ Aztréonam.

Autres études faites par Mezhoud et Khalfallah, (2018) donnent des résultats aussi proches a
nos résultats envers IPM avec un taux de (19%) et en vers a I’amikacine avec un taux de (12%)
selon Oudina et Soudou, (2020).

78

——
| —



Résultats et Discussion

C. Staphylococcus aureus

Au totale 33 souches de S. aureus ont éte isolées. Nous avons constaté une tres grande
résistance de ces souches vis-a-vis de la P (90,90%). Les résultats de I’antibiogramme ont
montré que la plupart des souches étaient sensibles a la RIF (81,8%), a la C (75 ,75%) et a la
COT (63,6%) (Figure 49 et 50).
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Figure 49 : Résultats de 1’étude de I’antibiorésistance des souches de S. aureus isolés
a partir du pus

Nos résultats sont similaires a ceux signalés par Elhamzaoui, (2009) au Maroc

pour la majorité des antibiotiques.

Figure 50 : Zones d’inhibition des souches de S. aureus par les antibiotiques testés
(Photos originales, 2022)
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On n’a pu constater aussi un taux modéré de résistance vis-a-vis I’Erythromycine qui
est inférieur a celui de 1’étude réalisée par Ahanogbe, (2014) a Bamako, avec un taux de (61%)
et gentamycine qui est Iégerement supérieur par rapport a une étude réalisée par Labani (2016)

avec un taux de (39%).

Dans leurs travaux sur les souches de Staphylococcus aureus, Otmane et al., (2017 et
2020) ont rapporté une résistance moyenne des souches vis-a-vis de la Rifamycine (13,09%) et

de la tétracycline (47,62 %), ce qui correspond aux résultats que nous avons obtenus

I1.5 Résultats des tests complémentaires

Les résultats des tests complémentaires sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau IX. Résultats des tests complémentaires

Résultats
Famille Test Pus Urine
Test de synergie (BLSE) 36/36 | 10/10
Ce test est réalisé sur les souches BLSE BLSE

d’entérobactéries ayant des ZI de CTX <27 Négatifs | Négatifs

Enterobacteriaceae | Test de double disque (figure 51 a) 19/36 | 00/10
Si le test de synergie est négatif, un test de Positifs | Positifs
double disque est réalisé : le test est positif s’il

y a une différence de diamétre >5.

Test de synergie (BLSE) (figure 51 b) 12/12

Ce test est réalisé sur les souches de BLSE -

Pseudomonas ayant des ZI de CAZ <27 Négatifs
Pseudomonadaceae | Test de double disque (figure 52) 5/12

Lorsque le test de synergie était négatif, nous Positifs -

sommes passé au test de double disque (le test
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est positif s’il y a une différence de diametre

>5)
Détection de la résistance inductible a la 7133 2/4
Staphylococaceae | clindamycine : image de D (figure 53). Positifs | Positifs

screening test: Résistance a I’oxacilline dueau | 17/33 |00/ 4

géne mecA (figure 54). Positifs | Positifs

Les résultats de tests complémentaires ont révélé une absence d’image de synergie pour

les deux types de prélévements, que ce soit chez les Entérobactéries ou P. aeruginosa.

Quant a la détection de la résistance inductible a la clindamycine, nous avons trouvé 9
souches ayant une image de D, c’est-a-dire une résistance inductible. Nos résultats sont en

corcondence avec ceux de Deotale et al., 2010.

Figure 51 : Résultats des tests complémentaires chez les entérobactéries :
a) Test de double disques, b) test de synergie (Photos originales, 2022)
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Figure 53 : Résultats de test de détection de la résistance inductible a la clindamycine : a)
image de D négative, b) image de D positive (Photos originales, 2022).
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Figure 54 : Résultat de test de screening (Photo originale, 2022)
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Conclusion

La découverte des antibiotiques est une avancée majeure dans le domaine de la santé
humaine. Ces derniers permettant de lutter contre les infections bactériennes et contribuent a
sauver de nombreuses vies. Cependant, 1’émergence et I’extension de I’antibiorésistance
compromet leur efficacité et représente une grave menace de santé publique. On craint alors un
retour a une ere préantibiotique ou la moindre infection bactérienne est susceptible d’entrainer

la mort.

Notre étude a permis de déterminer les germes responsables de deux types d’infections :
infection urinaire et infection du pied diabétique et d’évaluer leur profil de résistance. Les
résultats des prélevements urinaires montrent une prédominance des entérobactéries avec une
prévalence de 90,5% dont 21 souches appartenant a Escherichia coli, 10 souches a Klebsiella

pneumoniae et 7 souches a Proteus mirabilis.

Les prélévements de pus nous ont permis de recenser 111 germes pathogenes.66
souches appartiennent aux entérobactéries, 33 souches a Staphylococcus aureus et 12 souches

a Pseudomonas aeruginosa.

L’¢tude du profil de résistance de I’ensemble des bactéries isolées, montre que les
souches d’entérobactéries €taient tres résistantes vis-a-vis ’AMP, I’AMX, ’AMC et le CZ.
Les souches de Staphylococcus aureus étaient résistantes a I’FC, I’E et la pénicilline, alors que

les souches de Pseudomonas aeruginosa présentaient une résistance moyenne vis-a-vis du CIP.

Pour les tests complémentaires, le phénotype BLSE a été absent chez les souches
d’entérobactéries et Pseudomonas aeruginosa. Le test de double disque était positif chez 19

souches d’entérobactéries.

La résistance inductible a la clindamycine a été retrouvée chez 19 souches de
Staphylococcus aureus et le test de screening s’est avéré positif chez 17 souches de

Staphylococcus aureus.

La lutte contre le probléme de I’antibiorésistance commence d’abord par I'éducation des
patients et du personnel soignant et par une prise en charge multidisciplinaire et concertée. Une
antibiothérapie raisonnée est alors recommandée afin de réserver certaines molécules aux
souches multirésistantes, sans oublier la surveillance de la résistance des souches aux
antibiotiques qui doit étre continue et systématique afin de définir les stratégies thérapeutiques

adaptées aux données de I’épidémiologie locale.




Conclusion

Enfin, aucune étude n’est complétement parfaite. Durant toute la période de notre stage
pratique, nous avons rencontré des contraintes que ce soit sur le plan théorique ou pratique, en

perspective, nous proposons :

e D’augmenter le nombre des prélévements et la durée de I’étude.

e Optimiser les méthodes d’identification bactériennes.

e Effectuer des gammes de concentrations minimales inhibitrices des antibiotiques.

e Faire une caractérisation génotypique des mécanismes de résistance aux ATB.

o Tester I’effet antibactérien des extraits naturels et les huiles essentielles des plantes

médicinales contre les souches incriminées pour établir des traitements alternatifs.
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Annexe |
1.1 Matériel non biologique
Outils de Appareillages Solutions Colorants et Autres
laboratoire réactifs
v' Lames et v L’eau v Fuschine Disques
lamelles v' Etuve oxygénée v" Violet de d’antibiotiques
v’ Pipettes v Bec v' L’eau gentiane Disques
Pasteur benzéne v Physiologique | v Bleu de d’oxydase
v' Tubes a v Microscope v L’eau distillée méthylén Galerie API 20
essa}l optique 4 _L’huile_é e E .
stériles immersion v' Bleude Galerie API
i v Autoclave o .
v Ecouvillons ) . v' L’huile de toluidine STAPH
N v/ Bain marie i .
v' Boites de vaseline v' Kovacs Milieux de
s v Balance
Pétri v" Lugol v TDA culture
. v Autoclave
v Portoir v Alcool v VP1 Bandelettes
v Pince v' Sérum réactives
1 L v VP2 o
métallique physiologique urinaires
v’ Seringue v Acide v Nitl
stérile chloridrique v Nit2
v Anse de v ZymA
platine v ZymB
v Pied de
coulisse
v Récipient
stérile

Galerie AP1 20F (Photo original)

Disques d’antibiotiques (Photo original)
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1.2 Composition des milieux de cultures

Gélose nutritif (GN)

Composition g/L

Caractéristiques

Photo

v’ Peptone (10g) La gélose nutritive est un
v' Extrait de viande (3g) milieu & usage général qui
v’ Extrait de levure (3g) favorise la croissance d'un
v Agar (189) large éventail d'organismes
v Chlorure de sodium (5g) | non fibreux. La gélose
v pH=7,3 nutritive est populaire parce
gu'elle permet la croissance
de divers types de bactéries
et de champignons, et qu'elle
contient de  nombreux
éléments nutritifs
nécessaires a la croissance
des bactéries.
Gélose Chapman (MSA)
Composition g/L Caractéristiques
v’ Peptone (10g) Utilisé pour I’isolement des
v’ Extrait de viande (1g) Staphylocoques pathogenes
v' Extrait de levure (3g) qui donnent des
v' Agar (159) colonies jaunes par
v Chlorure de sodium fermentation du mannitol et
(750) virage du rouge de phénol.
v Mannitol (10g) Sa forte teneur en chlorure
v" Rouge de de sodium inhibe la
phénol (0,0259) croissance de la plupart des
v pH=7,5 autres especes.
Gélose Hektoen (HK)
Composition g/L Caractéristiques
v' Peptone pepsique du Milieu seélectif différentiels
viande (15g) des bactéries entéro-
v' Extrait de viande (3g) pathogeénes ;
v’ Extrait de levure (39g) particulierement de
v" Chlorure de sodium (5g) | salmonella et de shigella.
v Sels biliaires (49) La composition du milieu
v" Lactose (129) permet la différenciation des
v’ Salicine (29) colonies fermentant
v" Saccharose (129) rapidement un des 3 sucres
v Fuchsine acide (0,19) et/ou produisant de L‘H>S
v" Bleu de bromothymol (Centre noir).
(0,0659)
v Agar (189)
v pH=75
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Gélose Mueller Hinton (MH)

Composition g/L

Caractéristiques

AN

Extrait de viande (3g)
Hydrolysat de caséine

Est un milieu de référence
pour les tests de sensibilité

(17 ,79) des germes aux
v' Amidon (15g) antibiotiques et sulfamides.
v Agar (10g)
v pH=74

Gélose au cetrimide

Composition g/L Caractéristiques Photo
v’ Peptone de gélatine (16g) | Est un milieu sélectif ;
v’ Peptone de caséine (10g) | composé ammonium
v’ Cétrimide (0.29) quaternaire ; agit comme
v' Sulfate de potassium inhibiteur d’une grande

(100) variété de germes destinés a
v" Chlorure de magnésium | I’isolement et au
(1,49) dénombrement de
v Agar (10g) Pseudomonas aeruginosa.
Bouillon cceur cervelle (BHIB)
Composition g/L Caractéristiques Photo
v Peptone de gélatine (16g) | Est un milieu nutritif
v’ Peptone de caséine (10g) |tamponné; a la base
v’ Cétrimide (0.29) d’infusion de tissus de coeur
v' Sulfate de potassium et de cervelle et de
(109) peptones ; qui apporte les
v' Chlorure de magnésium | protéines et les autres
(1,49) nutriments nécessaires a la
v' Agar (10g) croissance des
v pH=71 microorganismes exigeants.
Chromagar orientation
Composition g/L Utilisations
v' Chromopeptone (16.1g) | Est un milieu non sélectif
v" Chromogen Mix (1,39) servant a lisolement, a
v Agar (159) I'identification directe, a la
v' pH=6,9 différenciation et a
I'énumération des agents
pathogenes  des  voies

urinaires.
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Annexe |1

11.1 Matériel biologique

Prélevements des urines

Préléevements de pus

Plasma sanguin

Les Souches de référence
Sur milieu chromogéne
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Annexe 111

111.1 Tableau d’interprétation de PECBU

Leucocytes/ml UFC/ml Interprétation
(Leucocyturie) (Bactériurie)
<10* <103 Absence d’infection urinaire
<104 >10° Présence d’une infection
urinaire
<104 Entre 103 et 10 ° Début d’une infection ou
surtout un prélévement
contaminé
<104 <103 Leucocyturie sans
bactériurie

111.2 Tableau de lecture de la galerie API STAPH

(Fauchere, 1997)

TESTS COMPOSANTS ACTIFS QrEe REACTIONS | ENZYMES RESULTAT
(mgleup.) NEGATIF POSITIF
1] Aucun Témoin négatif rouge —
GLU D-glucose 1,56 | (Témoin positif) (D-GLUcose)
FRU D-fructose 1.4 acidification (D-FRUctose)
MNE D-mannoze 1.4 acidification (D-ManMosE)
MaL D-maliose 1.4 acidification (MALtose)
LAC {nng;:\?adb?}ﬁnej 1.4 acidification (LACtose) rouge * jaune
TRE D-tréhaloze 1,32 | acidification (D-TREhalose)
MAN D-mannitol 1,36 | acidification (D-MANnRitol)
XLT wylitol 1.4 acidification (XyLiTol)
MEL D-mélibiose 1,32 | acidification (D-MELibiose)
MIT 1+ NIT 2 /10 min
NIT nitrate de potassium 0,08 | Reéduction des MITrates en nitrites incolore-rose péle | rouge
Z¥YM A+ Z¥MB /10 min
PaL L-naphtyl phosphate 0,0244 | Phosphatase AlLcaline jaune | violet
VP 1+ WP 2710 min
VP sodium pyruvate 1,804 F\;ﬂi?ignmgf::ér; méthyl-carbinol incolore-rose pale violet-rose
RAF D-raffinose 1,56 | acidification (RAFfinose)
X¥L D-xylose 1.4 acidification (XYLose)
SAC D-zaccharose 1,32 | acidification (SACcharose) rouge jaune
MDG | gcooyamosce | 128 |Gucopmranosice)
NAG M-acétyl-glucosamine 1,28 | acidification (N-Acétyl-Glucosamine)
ADH L-arginine 1,804 | Arginine DiHydrolase jaune orange-rouge
URE urée 0.76 | UREase jaune rouge-vioket
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111.3 Tableau de lecture de la galerie APl 20 E

Microtube

ONPG

ADH
LDC

CIT

HS

URE

TDA

IND

VP

GEL

GLU a
ARA

Substrat
Ortho-Nitro-
Phényl-
Galactoside
Arginine
Lysine

Ornithine

Citrate

Thiosulfate
de sodium

Urée

Tryptophane

Tryptophane

Pyruvate de
sodium

Gélatine
emprisonnant
des
particules de
charbon
Substrat
carboné

Nitrates
(NO3)

Caractére

recherché
ﬁ-
galactosidase

Arginine
dhydrolase
Lysine
décarboxylase
Ornithine
décarboxylase
Utilisation du
citrate

Production
dH2S

Uréase

Tryptophane
désaminase

Production
dindole

Production
daceétoine

Gélatinase

Utilisation de
substrat
carboné

Nitrate
réductase

Lecture directe ou
indirecte (Test si
nécessaire)
Lecture directe

Lecture directe

Lecture directe

Lecture directe

Lecture directe

Lecture indirecte
Test : ajouter 1
goutte de
Perchlorure de Fer
Lecture indirecte
Test : gjouter 1
goutte de réactif de
Kovacs

Lecture indirecte
(Attendre 10
minutes)

Test : ajouter 1
goutte de KOH et
d'a-napthol
Lecture directe

Lecture directe

Lecture indirecte
dans la cupule GLU
Test : gjouter 1
goutte de réactif de
Griess

Ajouter de la poudre
zinc en cas de
résultat négatif

Résultat +

Résultat
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Annex 1V

IV.1 Liste des antibiotiques a tester selon la famille

Familles Groupe Antibiotiques Mode d’action
d’antibiotiques
Pénicilline Paroi  bactérienne,  par
Pénames Ticarcilline toxicite selective :
B — lactamines Oxacilline s agissent sur la synthese
Ampicilline QU. peptidoglycane  en
Pipéraciline |n_h|b§n_t _Ies PLP. _
Céfotaxime !_'lnhllt?lthn_Qes PLP aboutit
Céphémes Céftazidime a I|_nh|b|t|on de la
Céfoxitine formatlon_ des ponts
Carbapénémes Imipenéme pentacycliques responsa bles
de la structure réticulée de
Monobactames Aztreonam la .
— - paroi.
Amoxicilline + acide
clavulanique
Oxapénémes
Ticarciline +acide
clavulanique
Polymixines Rifampicine Ils possedent une charge
positive et agissent comme
des agents tensio-actifs. IlIs
agissent sur la membrane
cellulaire en se fixant sur
les phospholipides d’ou
rupture de la barriere
osmotique.
Quinolones Ciprofloxacine Inhibition sélective de la
Acide nalidixique synthése de I’ADN

Fluoroquinolones

Lévofloxacine

bactérien en agissant sur
deux : I’ADN gyrase et
I’ ADN topo- isomérase 1V.

Macrolides

Erythromycine

Clindamycine

Des inhibiteurs de la
synthése des protéines, ils
agissent au niveau de la
s/unité 50S du ribosome.

Sulfamides + Triméthoprime

Triméthoprime +
Sulfaméthxazole

Agit sur deux enzymes:
dihydroptéroate synthétase
et dihydrofolate réductase

Phénicols Chloramphénicol Sous unitt 50S du
ribosome. Inhibition de la
polymérase.

Cyclines Sous unité  30S du
ribosome. Inhibiteurs de la

Tétracycline phase d'élongation de la
chaine polypeptidique, ils
empéchent la fixation de
I'aminoacyl-ARNt

Amikacine Sous wunitt  30S du

Aminosides Tobramycine ribosome.

Gentamicine Erreur de lecture du code

Vancomycine

génétique lors de la
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traduction des protéines.

Non classé

Fosfomycine

Acide fusidigue

V.2 Valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibitions selon la standardisation des

tests de sensibilité aux antibiotiques a I’échelle nationale 8éme Edition 2020.

» Pour les Entérobactéries :

Antibiotiques a testes Charges de Diametres critiques (mm)

disque R I S
Ampicilline 10 ug <13 14 -16 >17
Amoxicilline acide clavulanique 20/10 g <13 14 - 17 >18
Céfazoline 30 ug <19 2022 >23
Cefoxitine 30 pg <14 15-17 >18
Céfatoxime 30 pg <22 23 -25 >26
Aztréonaum 30 ug <17 18-20 >21
Imipeneme 10 g <19 20-22 >23
Amikacine 30 pg <14 15-16 >17
Gentamicine 10 ug <12 13-14 >15
Acide naldixique 30 pg <13 14-18 >19
Ciprofloxacine 5 ug <21 22 - 25 >26
Chloramphénicol 30 g <12 13-17 >18
Triméthoprime 1,25/ 23,75 <10 11-15 >16

+ sulfaméthxazole Hg

» Pour Staphylococcus aureus :

Antibiotiques a Charges de Diameétres critiques (mm)
testes disque R I S
Pénicilline 10 ug <28 - >29
Oxacilline CMI
Cefoxitine 30 pg <21 - >22
Gentamicine 10 pg <12 13-14 >15
Amikacine 30 ug <16 - > 18
Erythromycine 15 ug <13 14 - 22 >23
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Clindamycine 2 ug <14 15-20 >21
Vancomycine CMI
Ciprofloxacine 5 ug <15 16 - 20 >21
Lévofloxacine 5ug <15 16 - 18 >19
Triméthoprime+ | 1.25/23.75 ug <10 11-15 >16
sulfaméthoxazole
Rifampicine 5 ug <16 17-19 >20
Tétracycline 30 ug <14 15-18 >19
Chloramphénicol 30 ug <12 13-17 > 18
Acide fusidique 10 ug <24 - >24
» Pour Pseudomonas aeruginosa :
Antibiotiquesa | Charges de Diamétres critiques (mm)
testes disque R I
Ticarciline 75 pg <15 16 - 23 >24
Ticarciline 75/10 pug <15 15-23 > 24
+acide
clavulanique
Ceéftazidime 30 pg <14 15-17 >18
Pipéraciline 100 pg <14 15-20 >21
Aztréonam 30 pg <15 16 - 21 >22
Imipenéme 10 ug <15 16 - 18 >19
Amikacine 30 g <14 15-16 >17
Gentamicine 10 pg <12 13-14 >15
Tobramycine 10 pg <12 13-14 >15
Ciprofloxacine 5 ug <18 9-24 >25
Lévofloxacine 5 ug <14 15-21 >22




