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Résumé

La résistance aux antibiotiques des bacilles a Gram négatif non fermentants est un majeur
probleme de la santé publique. Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumanii sont des
pathogenes opportunistes a Gram négatif non fermentants, responsables essentiellement
d’infection nosocomiales. Notre étude a été menée essentiellement sur 1’étude de la
sensibilité aux antibiotiques des bacilles a Gram négatif non fermentants a partir de plusieurs

prélévements, au niveau de service maternité -hopital de Méchéria-

L’identification des souches a été effectuée selon les techniques de coloration de Gram, test
oxydase, catalase et la Galerie APl 20NE. L'antibiogramme a été réalisé par méthode de
diffusion d’antibiotique sur gélose suivi des tests de confirmation de la résistance : test Hodge
modifié THM et le test de disque d’ IMP-EDTA.

L’application de I’ensemble de tests d’identification nous a permis de rapprocher deux isolats
a I’espéce Pseudomonas aeruginosa et un isolat a 1’espéce Acinetobacter baumanii parmi les

trois souches isolées.

La plupart des isolats ont été résistants a tous les antibiotiques, y compris les carbapénemes,
mais ils ont resté sensibles a la colistine, dont certains isolats ont été des producteurs de
carbapénémases qui se sont révélées étre des metallo-R-lactamases, d’aprés les études

récentes.

La résistance aux antibiotiques est devenue un sujet prioritaire pour les autorités sanitaires au
niveau mondial. L’avenir de la lutte contre les infections bactériennes, et en particulier celles
causées par les bacilles a Gram négative non fermentants, dépend essentiellement des

principes de bon usage des antibiotiques.

Mots clés : Bacille a Gram négative non fermentant, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas

aeruginosa, résistance aux antibiotiques
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Abstract

Antibiotic resistance in non-fermenting Gram-negative bacilli is a major public health
problem. Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter baumanii are non-fermenting,
opportunistic Gram-negative pathogens, mainly responsible for nosocomial infections. Our
study was carried out primarily on the study of the sensitivity to antibiotics of non-fermenting

Gram-negative bacilli from several samples, at the maternity service -hospital of Méchéria-.

The identification of the strains was carried out according to the techniques of Gram staining,
oxydase test, catalase and the APl 20NE Gallery. The antibiogram was performed using the
antibiotic agar diffusion method followed by confirmatory resistance tests: modified Hodge
THM test and IMP-EDTA disc test.

Application of the set of identification tests enabled us to match two isolates with
Pseudomonas aeruginosa and one isolate with Acinetobacter baumanii among the three

strains isolated.

Most of the isolates were resistant to all antibiotics, including carbapenems, but they remained
susceptible to colistin, some isolates of which were producers of carbapenemases which were
revealed to be metallo-f-lactamases, according to recent studies.

Antibiotic resistance has become a priority topic for health authorities worldwide. The future
of the fight against bacterial infections, and in particular those caused by non-fermenting

Gram-negative bacilli, depends crucially on the principles of good antibiotic use.

Key words: non-fermenting Gram-negative bacilli, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas

aeruginosa, antibiotic resistance
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Introduction

L’arrivée des antibiotiques dés les années 1940 avait donné une incroyable puissance aux
médecins. Des nombreuses infections allaient étre vaincues grace a ces armes radicales contre
les nombreuses maladies dues aux bactéries pathogenes. Cependant, avec I'utilisation
croissante et parfois injustifiée de ces molécules, les bactéries ont appris a se défendre et a
s'adapter et certaines sont devenues résistantes aux antibiotiques (Christian, 2014).

La résistance des bactéries aux antibiotiques reste un probleme majeur de santé publique, la
situation apparait particuliérement préoccupante en milieu hospitalier, ou se dissémine les
bactéries responsables d’infection qui sont les plus souvent : les staphylocoques et certains
bacilles a Gram négatif ; entérobactéries, Pseudomonas et Acinetobacter, parce que c'est un
environnement favorable aux échanges de matériel génétique entre les bactéries propices au

développement des résistances bactériennes multiples (Soussy, 2007).

Les bactéries a Gram négatif constituent une large catégorie de micro-organismes qui sont
incapables de retenir une coloration de cristal violet en raison de la structure distincte de leur
paroi cellulaire. Parmi ceux-ci, les entérobactéries de méme que les bactéries non-fermentants
forment deux groupes largement responsables de plusieurs maladies infectieuses (Laurent et
al., 2008 ; Piednoir et al., 2011).

Les bacilles a Gram négatif non fermentants (BGNnFs) sont des bactéries aérobies strictes,
pathogénes opportunistes, responsables d'infections nosocomiales caractérisées par un mode
de production énergétique ne faisant pas intervenir la fermentation, les bactéries les plus
souvent de ce groupe sont les espéces Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii
(Chenika, 2013).

Avec un large arsenal de facteurs de virulence, ces bactéries provoquent une gamme
d’infections aigués et chroniques en milieu communautaire, mais surtout en milieu hospitalier

ou il est impligué dans diverses infections associées aux soins (Memdouh et Reddaf, 2018).

Dans certains cas, ces bactéries peuvent pénétrer dans I'organisme par le biais de cathéters, de
ventilateurs respiratoires, ou directement dans une plaie. L’entrée de ces micro-organismes
peut conduire a une infections respiratoire, urinaires, du site opératoire ou a une septicémie.
Ces types d'infections affectent majoritairement les personnes immunosupprimées et les
personnes ageées, representant genéralement la clientéle des établissements de soins de santé
(Marilyse, 2015).

Page 1



Introduction

Les différents agents antimicrobiens développés avec le temps représentent des outils
thérapeutiques de choix pour le contréle des infections causées par ces micro-organismes.
Malheureusement, l'incidence de la résistance aux antibiotiques chez les BGNnFs a augmenté
a un rythme alarmant au niveau mondial (Nordmann et al., 2011; Woodford et al.,
2011 ;Canton et al., 2012 ; El Salabi et al., 2013).

A. baumannii et P. aeruginosa illustrent parfaitement cette capacité d’adaptation des
microorganismes face a un environnement hostile, grace a leurs résistances naturelles a des
nombreux antibiotiques et aussi a leurs capacités d’acquérir de nombreux mécanismes de
résistance (Touati, 2013).

La détection de cette résistance permet de prévenir et de ralentir la diffusion de souches

multirésistantes et d’optimiser le choix de I’antibiothérapie (Liazid, 2012).

Le but de ce travail présente un aspect fondamental qui vise a étudier la sensibilité aux
antibiotiques des BGNNFs isolées au niveau de service de maternité de 1’hopital de Mécheria.

La premiére partie de ce travail sera bibliographique divisée en trois chapitre ; le premier
décrira les BGNnFs en particulier les deux souches: Pseudomonas aeruginosa et
Acinetobacter baumannii, le deuxiéme sera sur les antibiotiques et leurs modes d’action, et le
troisieme chapitre parlera sur les mécanismes de résistances de ces bactéries aux déférentes
antibiotiques. La seconde partie présentera le matériel utilisé et les méthodes suivies pour
réaliser cette étude. La troisiéme partie exposera les résultats obtenus et une discussion.
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Synthése bibliographique Chapitre |

I. Bacilles & Gram négatif non fermentants

1. Généralités :

Les bacilles a Gram négatif non fermentants occupent une place tres importante en
pathologie humaine infectieuse. Cette importance s’explique aussi bien par la variété des
espéces bactériennes qui les composent et leur incidence au niveau de la santé des populations
(Achkour, 2012).

Les BGNnNFs sont des bactéries aérobies strictes qui se développent habituellement sur milieu
ordinaire et qui sont caractérisées par un mode de production énergétique ne faisant pas

intervenir la fermentation (Richard et Keredjian, 1995).

Les BGNnNFs sont des bactéries ubiquitaires, largement présentes dans I’environnement, se
développent entre 4 et 42 °C. lls ne survivent habituellement que quelques heures dans un
environnement sec. En revanche, ils peuvent survivre et se multiplier dans 1’environnement
hydrique. Elles sont dites pathogenes opportunistes, elles peuvent étre responsables
d’infections cliniques sur des terrains débilités. Elles peuvent coloniser les patients au niveau

du nez, de la gorge, du tube digestif et de la peau (Berthelot et al., 2005).

Les BGNnFs comportent Pseudomonas, Acinetobacter, Moraxella, Kingella, Alcaligenes,
Achromobacter, Bordetella, Flavobacterium et Sphingobacterium. Et les espéces
Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii sont les bactéries les plus fréquemment
isolées lors d’infections nosocomiales (Berthelot et al., 2005). Ces bactéries caractérisees par
une résistance naturelle a de nombreux antibiotiques, et pouvant acquérir de nombreuses

autres mécanismes de résistance (Enoch et al., 2007).

2. Pseudomonas aeruginosa :

2.1. Définition :

Pseudomonas aeruginosa a été décrit pour la premiere fois en 1882 par Carle Gessard sous
le nom de « bacille pyocyanique ». Le mot issu du grec pseudo (=simili ou imitation) et
monas (=unité) désignait les germes du début de la microbiologie (Boudouda, 2015). Le mot
aeruginosa en latin qui signifie vert de gris, fait référence au pigment produit par la bactérie et
qui donne a la colonie sa couleur caractéristique (Richard, 2010).
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Pseudomonas aeruginosa est I’espéce la plus étudiée en termes de répartition géographique et
d’habitats préférentiels (Pirnay et al., 2009).

Figure 1. Pseudomonas aeruginosa vue au microscope électronique

(Michael, 2016)

2.2. Classification :

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie a Gram négatif appartenant du regne Bacteria,
de la division Proteobacteria, Classe Gammaproteobacteria, Ordre Pseudomonadales, Famille

Pseudomonadaceae, et du Genre Pseudomonas (Brenner, 2005).

Cette espéce comporte 17 sérotypes. Cette classification repose sur la diversité de la chaine O
des lipopolysaccharides (LPS), un complexe ou sont étroitement associés glucides, lipides et
protéines. La spécificité antigénique de la chaine O repose sur le mode de liaison des LPS
(Handcock et al., 1979; Handcock, 1984; Handcock, 1985).

2.3. Habitat :

Pseudomonas aeruginosa est ubiquitaire et vit comme saprophyte dans I’ecau douce, la
mer, les sols humides et a la surface de trées nombreux végétaux. Elle vit également a I'état

commensal dans l'intestin de I'nomme et des animaux. Elle est isolée rarement de la peau et
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des muqueuses de I'hnomme et des animaux (Richard, 2010). De nombreuses souches pouvant
se developper a basse température (souches psychrophiles) contaminent les denrées
alimentaires ou produits pharmaceutiques conservés au réfrigérateur. Elle peut aussi
contaminer le matériel hospitalier, hotelier (robinetterie), médical (sondes, trocarts, cathéters)
ou chirurgical (instruments, matériels de prothese), les solutions antiseptiques, les solutés

injectables, des produits médicamenteux ou cosmétiques Palleroni, 1894).

2.4. Caractéres bactériologiques :

2.4.1. Caracteres morphologiques :

P. aeruginosa est une bactérie Gram négatif, non sporulant, mobile grace a un flagelle
mono-triche polaire. Les souches de cette espece sont constituées de bacilles de 0,5 a4 0,8 um

de diamétre sur 1,5 a 3,0 um de longueur (Beaulac, 1995).

La morphologie de P.a de méme que pour tout le genre Pseudomonas est facilement
distinctive grace a la production de la pyocyanine, un pigment bleu-vert fluorescent, dérivé de
la phénazine. La production de pyocyanine est largement favorisée par I'utilisation d'un milieu

tres bien aéré contenant peu de sels (Christian, 1995 ; Elmeskini, 2011).

2.4.2. Caracteres biochimiques :

P. aeruginosa a un metabolisme oxydatif, non fermentaire, aérobie stricte, plusieurs isolats

ont montré une capacité a croitre en milieu anaérobie.

C'est une bactérie présentant une réaction positive au test oxydase, nitrate réductase, catalase,
ADH (Arginine-deshydrogénase) et citrate de Simmons, hydrolysant la gélatine (gélatinase
tres active). Il donne une réponse négative aux tests LDC (Lysine Décarboxylase), ODC
(Ornithine Décarboxylase), indole, B-galactosidase, uréase, production d'hydrogéne sulfuré,

hydrolyse de I'amidon, hydrolyse de I'esculine et Iécithine (Touati, 2013).

P. aeruginosa assimile de nombreux composés carbonés (acétamide, acétate, D-alanine, L-
arginine, butyrate, géraniol, glucose, lactate, malonate, mannitol, propionate), mais elle
n‘utilise ni I'adonitol ni I'inositol ni le maltose ni le mucate ni le saccharose ni le sorbitol ni le
tréhalose (Touati, 2013)
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P. aeruginosa n'est pas capable de fermenter les sucres mais peut les attaquer (le glucose en
particulier) par voie oxydative, entrainant une acidification du milieu. Les milieux MEVAG
(Milieu pour I'Etude de la Voie d'Attaque des Glucides) ou de Hugh et Leifson sont

spécialement destinés a mettre cette propriété en évidence (Lie, 2002).

2.4.3. Caractéres culturaux :

La croissance de P. aeruginosa est possible a des températures varient de 5 a 42°C, avec un
optimum de croissance a 37° C. La bactérie se cultive facilement dans un milieu synthétique
minimal simple en présence de NH4 + comme source d'azote, de glucose et d'asparagine
comme source de carbone (Fick et al., 1989)

Un milieu sélectif contenant du cétrimide peut étre utilisé afin d’isoler Pseudomonas

aeruginosa a partir de prélevement polymicrobiens. Les aspects des colonies sont de trois

types :

+ Colonies LA (Large): grandes, rugueuses avec un centre plus bombé et un bord
irrégulier.

+ Colonies SM (Small) : rondes, petites, convexe et lisses

+ Colonies M (Muqueuses) : bombées, opaques, visqueuses, filantes ou parfois coulantes
(Gellen-Dutremer, 2007).

2.5. Pathogénicité :

e P. aeruginosa est responsable d’infections sur un nombre extrémement variable de sites
(ceil, oreille, plaie, brilure, vessie, meéninges, appareils pulmonaire et digestif) (Rossignol,
2007).

e P. aeruginosa est responsable de 16 % des infections pulmonaires, de 12% des infections
du tractus urinaires, de 8% des infections touchant les grands brdlés et de 10% des
infections du sang (bactériémie et/ou septicémie). Cette bactérie est également une des
causes majeures de mortalité et de morbidité chez les personnes atteintes de
mucoviscidose (Rossignol, 2007).

e Les contaminations par P. aeruginosa sont multiples et faciles. L’origine de ’infection a
P. aeruginosa peut étre endogéne (le malade est porteur de fagon asymptomatique puis
s’auto-infecte), ou exogene (les bactéries peuvent alors provenir des malades comme du

personnel soignant) (Richard, 2010).
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2.6. Facteurs de virulence :

La virulence de P. aeruginosa dépend des facteurs qui sont soit directement associés a sa
cellule (flagelle, pilli, LPS, alginate), soit excrétés dans le milieu extracellulaire (exotoxines,
les phospholipases, la lectine...) (Richard, 2005).

o Le flagelle et les pilis qui participent & la mobilite de la bactérie, permettant un
déplacement sur des surfaces plus ou moins solides (Sophie, 2011).

e P.aeruginosa presente les LPS, localisés dans la membrane externe, ils sont connus par
I’activité endotoxique, ils sont également impliqués dans la stimulation de la réponse
inflammatoire et dans les interactions avec les tissus hotes, et les antigénes O qui les
composent pourraient aussi étre un moyen de défense de la bactérie contre la phagocytose
(Veron, 1983).

e [’alginate joue un role important dans la formation du biofilm qui favorise I’adhésion aux
cellules épithéliales (Fox et al., 2006) et protége la bactérie de la phagocytose, des
anticorps, de I’action des antibiotiques et des désinfectants (Ruimy et Andremont, 2004).

e Pseudomonas aeruginosa produit des sidérophores, qui permettent a la bactérie de se
multiplier en absence de fer libre. (Touati, 2013)

e Les protéases permettent pour P. aeruginosa la destruction des barriéres a 1’invasion et la
mise a disposition de nutriments favorisant sa croissance. (Eyquem et al., 2000)

e La lectine pourrait étre impliquée dans la reconnaissance et 1’adhésion bactérie-hoOte,
bactérie-bactérie ou encore bactérie-biofilm. (Adam, 1997 ; Benhaj et al., 2011)

e Pseudomonas aeruginosa produit la pyocyanine, ¢’est un pigment bleu impliqué dans
de nombreux mécanismes de pathogénicité, ses propriétés oxydoréductrices lui
permettent d’oxyder la glutathione, d’inactiver la catalase des cellules épithéliales
bronchiques et ainsi de participer aux lésions liées au stress oxydatif (Pouneh, 2009 ;
Barir et Ghilani, 2012).

2.7. Epidémiologie :

P. aeruginosa a la capacité de survivre pendant longues périodes dans I’humidité. Les
infections associées a cette bactérie connues pour étre difficiles a traiter, en raison de sa
capacité a bien résister a beaucoup d’antibiotiques, et d’acquérir de nouveaux mécanismes de

résistance tres rapidement. Ce qui le qualifie de pathogéne opportuniste impliqué par
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excellence dans les infections nosocomiales les plus redoutables (Memdouh et Reddaf,
2018).

Il est responsable d’infections sur un nombre extrémement variable de sites (ceil, oreille,
plaie, brdlure, vessie, méninges, appareils pulmonaire et digestif). On observe aussi de rares
cas de septicémies. P. aeruginosa se classe en France, au troisiéme rang des bactéries
responsables d’infections nosocomiales mais au premier rang dans le cas d’infections
nosocomiales pulmonaires (Richard, 2010).

Les études épidémiologiques ont montré que les infections dues & P.aeruginosa sont
endémoépidémiques avec une part de transmission croisée non négligeable pouvant atteindre
50% des cas (Elrouini, 2018).

Les épidémies de souches de P.aeruginosa multirésistantes dans les unités de soins intensifs

sont souvent associées avec une grande fréquence de mortalité (Elrouini, 2018).

3. Acinetobacter baumannii :

3.1. Définition :

En 1954, Brisou et Prevot ont décrit le genre Acinetobacter (du Grec Akinetos, signifiant
immobile). Ce genre comporte 12 especes, parmi eux Acinetobacter baumanni qui a nommé

en I’honneur des biologistes américains Paul et Linda Baumann (Hélene, 2016).

Figure 2. Acinetobacter baumannii vue au microscope électronique (Kateryna,
2017)
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Cette espéce est régulierement responsable d'infections humaines et fréguemment résistant a
de nombreux antibiotiques. A. baumannii est le seul Acinetobacter a l'origine de véritables

épidémies hospitalieres (Flandrois, 1997; Avril et al., 2000).

3.2.Classification :

Le genre Acinetobacter compte de nombreuses espéces, sa classification est complexe et

en remaniement fréquent (Dortet et al., 2006).

Acinetobacter baumannii est une bactérie a Gram négatif appartenant du regne Bacteria, de la
division Proteobacteria, Classe Gammaproteobacteria, Ordre Pseudomonadales, Famille

Moraxellaceae, et du genre Acinetobacter (Héléne, 2016).

3.3. Habitat :

Bien que la plupart des espéces d’Acinetobacter soient ubiquitaires (sol, eau, végétaux,
hommes), Acinetobacter baumannii n’a pas de réservoir naturel connu en dehors de 1’hopital
(Peleg et al., 2008).

Lors d’épidémies hospitali¢res, A. baumannii est retrouvé dans 1’environnement clinique
immédiat du malade (appareils de ventilation, lit, matelas, tables...) et dans I’environnement
humide (siphons de lavabo, linge humide...) ainsi que sur les mains des soignants. En effet, ce
germe possede une capacité de survie prolongée dans 1’environnement, il résiste longtemps
dans des conditions environnementales variées, et résiste bien a la dessiccation. La durée

moyenne de survie sur une surface séche a été estimée a un mois (Camille, 2014).

3.4.Caracteres bactériologiques:

3.4.1. Caracteres morphologiques :

Acinetobacter baumannii sont des bacilles a Gram négatif, mesurant de 1 a 1.5 pm de
diameétre sur 1.5 a 2.5 um de longueur, immobiles, non sporulés, parfois capsulés, trapus,
souvent associés en paire ou en courtes chaines, formes filamenteuses dans les cultures agées
(Touati, 2013).
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3.4.2. Caracteres biochimiques :

A.baumannii est une bactérie aérobie stricte, non fermentante, catalase positive, oxydase
négative. Beaucoup de tests biochimiques sont classiquement négatifs : la tryptophanase, la
nitrate réductase, la DNase, la B-galactosidase, la thiosulfate réductase, ou la décarboxylase

pour la lysine (Peleg et al., 2008).
3.4.3. Caractéres culturaux :

A.baumannii est une bactérie cultivant facilement sur les milieux usuels, tels la gélose au sang
ou la gélose trypticase soja, a une température de 37°C. Cependant, A. baumannii posséde
également la faculté de cultiver a 44°C, ce qui permet de le distinguer d’autres especes du

genre Acinetobacter (Hélene, 2016).
Cette bactérie peut présenter deux aspects de colonies différents :

+ Colonies « Smooth » ou lisses : les souches capsulées vont former sur la boite des
colonies muqueuses de couleur blanche-grise.

+ Colonies « Rough » ou rugueuses : les souches non capsulées vont présenter des
colonies non muqueuses, d’aspect rugueux, de couleur blanche-grise et de taille plus petite
(Bouvet et Joly-Guillou, 2007).

3.5. Pathogénicité:

A.baumannii est une bactérie reconnue comme responsable d’une grande variété
d’infections nosocomiales séveres, parmi les infections nosocomiales, les pneumopathies
acquises sous ventilation mécanique (PAVM) et les septicémies sont les plus fréquentes
(Dijkshoorn et al., 2007).

Elles est également communément associée a des bactériémies nosocomiales,

particulierement dans les services de soins intensifs (Wisplinghoff et al., 2004).

A.baumannii est une bactérie responsable des infections urinaires et des infections cutanées,
essentiellement de surinfections de plaies chez des patients avec des brdlures ou des
traumatismes severes, aussi la méningite qui est associée a une mortalité importante
(Wisplinghoff et al., 1999 ; Yang et al., 2012 ).
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Enfin, d’autres types d’infections nosocomiales existent mais sont plus rarement rapportées
dans la littérature, comme des endocardites liées a des valves prothétiques, ou des

endophtalmies ou kératites post chirurgicales (Peleg et al., 2008).

3.6. Facteurs de virulence:

A.baumannii est un pathogene opportuniste, peu ou pas virulent chez [I'individu sain.
Cependant, la bactérie peut compter sur un certain nombre de facteurs de virulence pour se

développer chez des patients fragilisés ou persister a I'hépital. En voici quelques exemples:

e L’hydrophobicité de la surface cellulaire favorise la colonisation de différents polymeres
(Longo et al.,, 2014). Grace notamment a la protéine de membrane externe OmpA,
A.baumannii peut adhérer aux cellules épithéliales de I’hote (Choi et al., 2005 ; Lee et
al., 2010).

e La production d’exopolysaccharides protége la bactérie vis-a-vis des défenses de 1’hote
(Tomaras et al., 2003).

e Le quorum-sensing est un mécanisme de régulation largement présent chez les bactéries a
Gram négatif. A. baumannii possede plusieurs de ce systeme ayant un réle dans I’auto-
induction de multiples facteurs de virulence (Niu et al., 2008).

e Le biofilm permet de résister aux défenses immunitaires, aux antibiotiques et aux
antiseptiques, ainsi qu'aux environnements hostiles (Vidal et al., 1996 ; Tomaras et al.,
2003).

e La captation du fer est sous la dépendance d'un sidérophores du type aérobactine et appelé
acinétobactine et de protéines de membrane externe dont la synthése est réprimée en
présence de fer dans I'environnement (Touati, 2013).

3.7. Epidémiologie :

Les capacités de survie d’A. baumannii sur une surface séche et sa résistance a la dessiccation
font de cette bactérie un pathogene redoutable en milieu hospitalier ou il peut fréguemment

étre responsable d’épidémies (Jawad et al., 1998).

Dés les années 1980, A.baumannii a été identifié comme responsable d’épidémies
hospitaliéres, notamment en Europe et aux Etats-Unis (Peleg et al., 2008). Ces épidémies

frappent en majorité les unités de soins intensifs (Towner, 2009).
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La manifestation la plus frappante et la plus menagante est la multiplication d’événements

endémiques ou épidémiques a A. baumannii MDR (Dijkshoorn et al., 2007).

Le seul point positif est que les infections potentiellement séveres comme les bactériémies ou
les pneumonies en soins intensifs nécessitant une intubation ne semblent pas étre associées a
une augmentation du taux de mortalité ou a une augmentation de la durée d’hospitalisation
(Fournier et Richet, 2006).
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Il. Antibiotiques
1. Définition :

Les antibiotiques sont définis comme toute substance antibactérienne d’origine biologique,
synthétique ou semi synthétique (Lavigne, 2007). Ayant le pouvoir d'inhiber et méme de
détruire les bactéries et autres microorganismes. L’étendue de 'activité antibactérienne d'un
antibiotique definit son spectre. Plus un antibiotique détruit des types de bactéries différentes,

plus son spectre est large.

Les antibiotiques sont caractérisés par :
e Activité antibactérienne (spectre d’activité)
e Toxicité sélective (mode d’action)
e Activité en milieu organique (pharmacocinétique)

e Bonne absorption et diffusion dans I’organisme (Mehdi, 2008).

2. Classification des antibiotiques:

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

chimique, le mécanisme d'action et le spectre d'action (Yala et al., 2001).
2.1. B-lactamine :

2.1.1. Définition :

Les B-lactamines constituent la famille d’antibiotique la plus vaste et la plus importante,
aussi bien par le nombre que par la diversité des molécules utilisables par leurs indications en
thérapeutique et en prophylaxie des infections bactériennes. Cette famille comprend un grand
nombre de molécules, toutes caractérisées par une structure de base : le noyau de base est le
cycle B-lactame (Figure 3). Les antibiotiques de cette famille sont bactéricides (Cavallo et
al., 2004).

B
~—~—NH
O

Figure 3. Structure du noyau B-lactame. (Kong et al., 2010).
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2.1.2. Classification :

La base commune a toutes les R-lactamines est le noyau B-lactame. A partir de ce cycle,
quatre sous-familles ont été développées par adjonction de chaines latérales : les pénemes
(pénicillines), les céphémes (céphalosporines), les monobactames et les carbapénemes
(Figure 4) (Bryskier, 1984).

o}

1 H H (o}

R™ "NHs—" S CH3 )]\ H H s
¢ 7. R “NH—;—
N._2 CH; 7
O 2 —N 2/

+ Thiazolidine COOH o) R3
=N-péname H H + Dihydro-1,2-thiazine COOH

Pénicillines ‘\ / = N-céphéme

H’/ s H Céphalosporines
N
(o) H
Azétidin-2-one
Q H H = Squelette §-lactame

X K2

HO ,"j-' ' HO N—Jr—r"‘z
N/ H N

2 COOH O SChid

carbapénémes Monobactames

Figure 4. Structure des R-lactamines (Hervé, 2017)

2.1.2.1. Pénames :

Egalement appelées les pénicillines, les molécules de ce groupe possédent un cycle
thiazolidine accolé au noyau B-lactame. Elles se différent par la nature de leur chaine latérale
(Nauciel, 2000).

2.1.2.2. Céphémes :

Constituées d’un noyau B-lactame associé a un noyau dihydrothiazine (Yala et al., 2001).
On distingue quatre générations de céphalosporines. Elles sont classées en fonction de leur
date d’apparition, qui correspond a chaque fois a l’acquisition de nouvelles propriétés

(Bryskier, 1984) :
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v" Premiére génération : Exp : Céfalotine, Céfazoline. Parmi eux, certaines ne sont plus

commercialisées (Allain, 2008).

v' Deuxiéme génération : Elle est caractérisée par une meilleure résistance aux R-
lactamases et un spectre d'action plus large, une activité a faible concentration, une bonne

diffusion tissulaire. Exp : Céfamandole, céfuroxime, céfoxitine (Allain, 2008).

v Troisieme génération : Exp : Céfotaxime, Ceftazidime, Ceftriaxone (Toure, 2004)

v Quatrieme génération : Elle reste active chez les entérobactéries ayant acquis une

résistance aux céphalosporines de 3™

génération par hyperproduction d'une
céphalosporinase, et inactive en cas de B-lactamase a spectre étendu. Exp : Céfépime,

Cefpirome (Hincky, 2008).

2.1.2.3. Carpapénémes :

Carbapénémes constituent un atome de carbone et une liaison insaturée en C2 et C3
(Wolff et al, 2009). Elles présentent un trés large spectre d’activité et une grande stabilité vis
a vis de la plupart des B-lactamases. L’imipenéme, le méropeneme et 1I’ertapénéme sont les
antibiotiques les plus disponibles en clinique (Zhanel et al, 2005). Le doripénéme garde une
meilleure activité sur les bacilles & Gram négatif et particulierement sur les aérobies stricts
(Zaharet al, 2009).

2.1.2.2. Monopactames :

Monopactames caractérisent par la présence du noyau monocyclique azétidine, limité au

cycle B-lactame (Exp : Aztréonam) (Cavallo et al., 2004).

Ils sont tres actifs sur les entérobactéries et Pseudomonas aeruginosa. L’Aztréonam chef de
file de cette classe a une activité antibactérienne contre les bactéries a Gram négatif et

présente une bonne stabilité vis-a-vis des B-lactamases de spectre restreint (Ramoul, 2003).

De plus, les monobactames constituent les seules B-lactamines non hydrolysées par la

métallo- B-lactamases (Ramoul, 2003).
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2.1.3. Mode d’action des R-lactamine :

Les B-lactamines ont un mécanisme d’action identique, elles inhibent la synthése de la

paroi bactérienne (Cavallo et al., 2004).

En phase de croissance, il existe simultanément des phénomenes de synthese et de destruction
du peptidoglycane. L’équilibre entre ces deux phénomeénes est rompu par les antibiotiques

inhibant la synthése du peptidoglycane (Perronne, 1999).

Les cibles des pB-lactamines sont les Protéines liant les pénicillines (PLP), les f-lactamines se
fixent sur les PLP a la place du dipeptide d’alanine avec lequel elles présentent une analogie
structurale (Ramoul, 2013). Cette fixation bloque la synthése du peptidoglycane et de ce fait
la croissance bactérienne ; c’est I’effet bactériostatique des p-lactamines (Touati, 2013).

Tandis que I’effet bactéricide résulte de phénoméne secondaire déclenché par 1’inhibition des
PLP, puis une altération du peptidoglycane qui induit une activation déréglée des autolysines
pariétales (mureine hydrolase et endopeptidase) conduisant a la lyse bactérienne (Pourriat et
al., 2005).

Chez les bactéries a Gram négatif, les B-lactamines doivent d’abord traverser la membrane
externe par I’intermédiaire de porine, diffuser dans 1’espace périplasmique et atteindre leur

cible située sur la partie externe de la membrane cytoplasmique (Moulin et Coquerel., 2002).

2.2. Aminosides :

Les aminosides ont en commun un ou plusieurs cycles glucosidiques et un cycle
cyclohexane substitué, en position 4,6 pour la majorité d'entre eux (Amikacine, Dibékacine,
Gentamicine, Isépamicine, Kanamycine, Nétilmicine, Sisomicine et Tobramycine). Ce sont
des cations, stables aux variations de température et de pH, tres hydrosolubles, qui possedent

un large spectre antibactérien (Poole, 2004).

Les aminosides perturbent la synthese des protéines au niveau de la fraction 30S du ribosome
entrainant la destruction bactérienne (Yala et al., 2001).

Ils se fixent sur le ribosome et provoquent la fixation d'un ARNt incorrect sur I'ARNm, ce qui
perturbe la reconnaissance codon-anticodon et induit la synthése de protéines erronées
(Marty, 2000).

Page 16



Synthése bibliographique Chapitre 11

2.3.  Quinolones:

Appelés aussi fluoroquinolones car contenant un atome de fluor en position 6, dérivé de la
quinoléine (Thomas, 2006). Les quinolones sont des agents antibactériens obtenus par
synthese chimiques, qui se dérivent d’acides carboxyliques hétérocycliques diversement
substitués (Page et al, 1999). Toutes les quinolones actuelles présentent une structure
bicyclique, avec un azote en position 1, un carboxylate en position 3 et un carbonyle en
position 4. Ex : Ofloxacine, Ciprofloxacine, Lévofloxacine, Trovafloxacine, Gémifloxacine,

Moxifloxacine et Garénoxacine (Faure, 2008).

Les quinolones sont spécifiques a I’ADN bactérien ou ils agissent sur deux enzymes
impliquées dans la réplication et a la transcription : ADN gyrase et ADN topo- isomérase 1V,

provoquant un effet bactéricide (Larouche, 2001).

2.4.  Autres antibiotiques :

+ Glycopeptides : Ex : Vancomycine Teicoplanine (Nauciel et Vildé, 2005).

+ Tetracyclines : Ex : Oxytetracycline -Doxycycline —Glycylcyclines (Bryskier, 1999).

+ Oxazolidinones : Ex : Linézolide (Nauciel et Vildé, 2005).

+ Sulfamides : Ex: Sulfaméthoxazole, Sulfaméthizole, Sulfaguanidine (Lambert,
1995).

+ Polymixines : Ex : Polymixine B, Colistine (Avril et al., 2000).

+ Sulfamides+  Trimethoprime : Ex:  Sulfaméthoxazole+  Trimethoprime
(Cotrimoxazole) (Bryskier, 1999).
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I11. Résistance aux antibiotiques des bacilles a Gram négatif non fermentants
1. Définition de la résistance aux antibiotiques :

Une souche bactérienne est dite résistante & un antibiotique donné, quand elle est capable
de se développer en présence d’une concentration en antibiotique significativement plus

élevée que celle habituellement active sur les souches de cette espece (Leclerc et al, 1995).

2. Types de résistance aux antibiotiques :

Les bactéries sont naturellement résistants & de nombreux antibiotiques et peut acquérir de
nombreux mécanismes de résistance comme pour les fB-lactamines, les aminosides et les

fluoroquinolones (Berthelot et al., 2005) :
2.1. Résistance naturelle :

La résistance naturelle ou intrinséque est un caractére d’espeéce qui touche toutes les
souches de I’espéce considérée. Elle est stable, transmise a la descendance (Lozniewski et al.,
2010).

2.2. Résistance acquise :

La résistance acquise est un caractere qui ne concerne que quelques (ou parfois de
nombreuses) souches d’une espéce donnée. Elle est moins stable, mais elle se propage
souvent de facon importante dans le monde bactérien. Elle résulte d’une modification du

capital génétique de la bactérie (Lozniewski et al., 2010).
3. Meécanismes de résistance aux antibiotiques:

Les modes de résistance connus actuellement qui résultent de la pression de sélection

exercee par les antibiotiques sont au nombre de quatre :

+ La diminution de la perméabilité (porines) a I’antibiotique
+ L’efflux actif
+ La modification de la cible

+ L’inactivation enzymatique par la sécrétion d’une enzyme

Une méme bactérie peut présenter plusieurs de ces mecanismes de résistance (Droussi, 2020).
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La diminution de la perméabilité
de la membrane empéche
I"antibiotique d’entrer

Antibiotique
[
Pompe

Antibiotique
refoulé

Les antibiotiques sont
décomposés par les enzymes

Figure 5. Principaux mécanismes de la résistance des bactéries aux antibiotiques

(Tortora et a/, 2012).

3.1. Résistance enzymatique :

C’est un mécanisme trés fréquent, trés important mais aussi trés varié. Ces enzymes

produites inactivent I'antibiotique en le modifiant ou en I'hydrolysant (Poole, 2004).
a. Enzymes hydrolysantes :

Dans le cas des BGNnFs en particulier Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter
baumannii, la résistance bactérienne aux f-lactamines est due principalement a la production
d’enzymes de type R-lactamases (classes A, C et D) ou métallo-enzymes (classe B) capables

d’hydrolyser le noyau B-lactame (Philippon et Arlet, 2006).

Les pB-lactamases & spectre étendu (classe A) sont trés actives sur les pénicillines et
moyennement actives sur les céphalosporines de premiére génération. Ils touchent également
les céphalosporines de troisieme génération (Ceftazidime et Cefotaxime), les Carbapénémes
et les monobactames (Aztréonam) (Vora et Auckenthaler, 2005).
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Les métallo-B-lactamases (classe B) sont caracterisés par la présence d’un ou deux atomes de
Zn2+ dans leur site actif pour hydrolyser des B-lactamines (Nordmann et Guibert, 1998).
L’activité enzymatique des carbapénemases est inhibée par ’EDTA, qui chélate les ions zinc
(Nordmann, 2002). Ils hydrolysent tous les B-lactamines a 1’exception les monobactames
(Conly et al., 2011).

L’enzyme VIM (Verona Imipénimase) est la MBL la plus fréguemment isolée chez P.
aeruginosa et I'un des moyens les plus importants de résistance a I'imipénéme (Lee et al.,
2005).

Les céphalosporinases AmpC (classe C) affectent principalement 1’activité de la Ticarcilline,
de I’association Piperacilline/Tazobactam, de 1’ Aztreonam et dans une moindre mesure des

céphalosporines et des Carbapénémes (Bagge et al., 2002 ; Nordmann et al., 2009).

Les oxacillinases (classes D) hydrolysent les Uréidopénicillines, I'Oxacilline, la Méthicilline
et Cloxacilline mais ils n’hydrolysent pas les céphalosporines de 3°™ génération
(Ceftazidimes) ni I’Aztréonam, et leur activité est inhibée par NaCl ((Bradford, 2001;
Héritier et al., 2005 ; Hélene, 2016).

b. Enzymes modifiantes :

C’est un mécanisme majeur de la résistance aux aminosides repose sur 1’acquisition
d’enzymes plasmidiques inactivatrices des aminosides. Trois classes d’enzymes ont été

décrits chez P. aeruginosa et Acinetobacter baumannii :

+ Aminoside N-amino-acétyltransférases (AAC) qui catalysent 1’acétylation des fonctions —
NH2.

+ Aminoside phosphotransférases (APH) permettent la phosphorylation des fonctions-OH.

+ Aminoside nucléotidyltransférase (ANT) qui permettent la nucléotidylation des fonctions-
OH (Wright, 1999 ; Cho et al., 2009).

Les agents pathogenes a Gram négatif y compris P. aeruginosa et A. baumannii sont capables
de produire des méthylases qui permet la méthylation de I’ARNr 16S et confére une
résistance aux aminosides (Gentamicine, Tobramycine et Amikacine) (Doi et Arakawa,
2007; Peleg et al., 2008).
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3.2. Résistance par modification de la cible :

Les BGNnNFs peuvent devenir résistantes aux antibiotiques par des mutations ponctuelles
au niveau de la cible, affectant ainsi I’affinité de celle-ci pour I’antibiotique. C’est un
mécanisme principal de la résistance aux fluoroquinolones (Mcdermontt et al., 2003 ;

Yoneyama et Katsumata., 2006).

P. aeruginosa et A. baumannii peuvent subir des mutations au niveau des géenes Par C codant
pour une sous-unit¢ de I’ADN gyrase, ou pour une sous-unité de la topoisomérase IV

(Bergogne-Berezin, 1997).

La modification des protéines liant les pénicillines (PLP) a 1’origine de la résistance aux
carbapénémes chez P. aeruginosa et A. baumannii n’est que trés rarement investiguée mais
il semble que la régulation de I’expression des PLP puisse étre associée a une diminution de

sensibilité aux carbapénémes (Fernandez-Cuenca et al., 2003).

3.3. Résistance par diminution de la perméabilité :

L’imperméabilité est due aux modifications des OMP ayant pour conseéquence la
prévention de 1’entrée des molécules antibiotiques. Elle joue un rdle dans la résistance chez
P. aeruginosa et A. baumannii aux B-lactamines (Livermore, 2002; Quale, 2006 ; Héléne,
2016), ce mécanisme peut signaler une résistance de bas niveau aux aminosides (Evans et al.,
1994).

La résistance aux carbapénemes est reliée a la perte de la porine OprD chez P. aeruginosa et
CarO chez A. baumannii en 1’absence de toute carbapénemase (Limansky, 2002; Livermore,
2002).

Un défaut de charge négative au niveau du lipopolysaccharide résulté d’une altération de
différents génes impliqués dans leur biosynthese réduit la pénétration intracellulaire des

aminosides chez P. aeruginosa (Goldberg e al., 1992 ; Evans et al., 1994).

3.4. Résistance par efflux actif :

Ce sont des mécanismes de transport membranaire universellement répandus chez des
organismes vivants. Ils ont un réle clé dans la physiologie bactérienne (Transport de

substances nutritives et export de substances toxiques) (Sibylle, 2011).
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L’antibiotique rentre dans la bactérie, mais avant qu’il puisse se fixer sur sa cible, il est pris en
charge par des protéines membranaires et excrété vers I’extérieur de la bactérie (Droussi,

2020).

Ce systéme fonctionne avec une protéine de la membrane cytoplasmique qui est le
transporteur ou pompe, une protéine de la membrane externe qui forme le canal d’excrétion et
une protéine péri-plasmique chargée d’assurer la liaison entre les précédentes (Droussi,
2020).

La resistance aux P-lactamines et aux fluoroquinolones par efflux actif s’effectue par le
systeme RND (Resistance Nodulation-Division) de type MexAB-OprM pour P. aeruginosa
(Livermore, 2001), et de type AdeABC (Ade : Acinetobacter drug efflux) pour A. baumannii
(Coyne et al., 2011).

Les pompes d’efflux intervenants dans la résistance aux aminosides sont MexXY pour P.
aeruginosa (Vogne et al., 2004), et AdeABC ou la pompe AdeM de type MATE

(Mmultidrug and toxic exclusion) pour A. baumannii ( Decré , 2012).
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Matériel et méthodes

1. Objectif :

Notre étude a été menée sur la recherche, I’identification et 1I’étude de la sensibilité aux
antibiotiques des bacilles a Gram négatif non fermentants a partir de plusieurs prélévements,

au niveau de service maternité de I’hopital de Méchéria (Ikhwa Rahmani).

2. Lieu et durée d’étude :

Notre travail expérimental a été effectué durant la période deux mois a partir de 15 Janvier
jusqu’a 15 Mars, au niveau du laboratoire de la microbiologie du centre universitaire, Salhi
Ahmed, Naama (C.U.N).

Les prélevements que nous avons effectués sont provenus du service maternité de I’hopital de

Méchéria (Ikhwa Rahmani).

3. Présentation de I’hopital de Méchéria (Ikhwa Rahmani):

L’hopital de Méchéria (Ikhwa Rahmani) est un hopital populaire situé au centre de la

ville, il comprend trois services : laboratoire, pédiatrie et maternité.

Le service de maternité comprend 23 lits, il comporte un bureau d’admission obstétrique,
chambre de garde, deux blocs ; bloc d’accouchement et bloc opératoire, salle pré-travail
comprend 7 lits, salle de réveille comprend 3 lits, bureau pour les médecins, salle de soins,
bureau de chef service, et en fin une salle sanitaire. Ce service emploie 4 gynécologues, 17

sages-femmes et 11 infermiéres.

L’hopital est coordonné par I’administration du grand hopital « Ikhwa Chnafa ».

4. Prélévements :

Nous avons effectué 22 prélevements; a partir de différente sites: des personnels

hospitaliers, des patients, ou de 1’environnement hospitalier (Tableau 1).

On fait passer un ecouvillon imbibé par 1’eau distillé stérile sur le site désiré pour chaque
prélevement, sauf pour les cathéters ou on a coupé une partie de 4 ou 5 cm, puis on la met

dans 1ml de I’eau physiologique stérile.
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En fin, tous les prélevements sont acheminés vers le laboratoire.

Tableau 1. Répartition de différents prélevements.

Personnels hospitaliers Patients Environnement hospitalier
_ N° de ) N° de ) N° de
Site . Site . Site .
préléevement prélévement prélévement
Plaie 2 Lits de bébé 2
Main 3
Balance de bebé 2
Cathéter 3

Bacin 2

Cutter électrique 2

Autoclave 1

Drat 2

Chariot 1

Poignée de port 1

Lavabo 1

5. Ensemencements :

On a réalisé 1’ensemencement par écouvillons de chaque prélévement directement sur
milieu Mac Conckey (Photo 1) et Cétrimide (Cetrimide est un milieu sélectif pour les bacilles
pyocyaniques) (Photo 2), a I’exception des prélévements des cathéters qui ont été ensemencés
par étalement ou on a mis 0.1 ml de la suspension préparée et homogénéisée déja, sur les

mémes milieux. Les boites ensemencées ont été incubé a 37°C pendant 24 h.

Elles sont ensuite purifiées aprés plusieurs passages sur le méme milieu.
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Photo 1. Boite de Pétri coulée en Mac Conkey et ensemencée par ecouvillonnage.

Photo 2. Boite de Pétri coulée en Cétrimide et ensemencée par écouvillonnage.
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6. ldentification :
L’identification des germes bactériens a été réalisees par:

+ Coloration de Gram
+ Test catalase
+ Test oxydase
+ Galerie APl 20NE.

6.1. Coloration de Gram (Gram, 1884) :

Elle permet d’observer la morphologie des bactéries, leur groupement, et leurs affinités

tinctoriales.

> Principe :

La coloration de Gram repose sur une différence fondamentale entre la composition
chimique des parois des bactéries a Gram positif et a Gram négatif. L’action successive des

colorants mis en évidence cette différence.

Sur un frottis bactérien préparé, le premier colorant violet de gentiane va colorer les bactéries,
puis il sera solubilisé par 1’alcool lors de la phase de décoloration uniquement pour les
bactéries a Gram négatif, et le deuxieme colorant ; la fuchsine va colorer en rose les bactéries

a Gram négatif, tandis que les bactéries a Gram positif vont conserver leur couleur violette.

> Technique :

v' Réaliser un frottis et le fixer

v' Coloration au Violet de Gentiane : la lame est plongée pendant 1 min dans cette
coloration.

v Rincer a I'eau distillée.

v" Mordancage au Lugol : étaler le Lugol et laisser agir 1 min

v Rincer a I'eau distillée.

v Décoloration a l'alcool : verser une goutte I'alcool sur la lame inclinée obliquement

pendant 10 secondes.
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v Rincer a I'eau distillée.
v Coloration a la Fuchsine: Mettre quelques gouttes de Fishine et Laisser agir 1 minute.
Lavez doucement a I'eau déminéralisée.

v" Rincer a I’eau distillée

<

Sécher entre deux feuilles de papier filtre

v Observer au microscope optique a l'objectif X100 a I’aide d’huile d’immersion.

» Résultats :

+ Les bactéries a Gram positif sont colorées en violet.

+ Les bactéries a Gram négatif sont colorées en rose (Photo 3).

.. +X100

Photo 3. Résultat de coloration de Gram.

6.2. Test oxydase (Guillaume, 2004):

2 Principe :

Le test oxydase consiste a mettre en évidence la capacité de la bactérie a oxyder un réactif

incolore (la NN-diméthyl-paraphényléne diamine) en un dériveé rose violacé.
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> Technique :

v Mettre un disque oxydase sur une lame.
v" Prélever une colonie des bactéries pures a I’aide d’une anse de platine et la mettre sur le
disque.
2 Résultats :

Une réaction positive se traduit par une coloration violette.

Photo 4. Résultat de test oxydase.

6.3. Test catalase :

2 Principe :

Le test catalase consiste a mettre en évidence la capacité de la bactérie a catalyser peroxyde
d’hydrogéne en eau et oxygene :

2H202 ——> 02+2H20
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> Technique :

v' Placer une petite quantité d'une colonie sur une lame de microscope
v Ajouter une goutte de peroxyde d'hydrogéne 3%.

» Résultat :

Le catalase positive se traduit par la production des bulles de gaz, si il ny a aucune production
de bulles, ceci indique un resultat négatif.

Photo 5. Résultats de test catalase.

6.4. Galerie API 20 NE :

2 Principe :

La galerie APl 20NE est une version miniaturisee et standardisée des techniques

biochimiques conventionnelles pour 1’identification des bactéries & Gram négatif.

Il comporte 20 microtubes contenant des substrats sous forme déshydratée, les tests sont
inoculés avec une suspension bactérienne. Les réactions produites pendant la période
d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par 1’addition des

réactifs.
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> Technique :

v' Mettre de 5 ml de I’cau distillée stérile sur le fond de la boite (partie alvéolée) pour
créer une atmosphére humide.

v" Placer la galerie sur le fond la boite.

v’ Réalisez une suspension bactérienne dans I’eau physiologique en ajustant la densité au
point 0,5 de McFarland et homogénéiser soigneusement.

v Remplir les microtubes des tests NO3 a PNPG (et non les cupules) avec la suspension
précédente a 1’aide d’une pipette Pasteur stérile.

v Transférer environ 200 pl de la suspension précédente dans une ampoule d’APT AUX
Medium pour remplir les microtubes et les cupules des tests GLU a PAC en veillant a
créer un niveau horizontal ou légérement convexe, mais jamais concave.

v Remplir les cupules des trois tests soulignés (GLU, ADH, URE) par d'huile de paraffine
stérile pour former un ménisque convexe.

v Fermer la boite d'incubation et incuber a 29°C + 2°C pendant 24 heures.

<

Ajouter une goutte de chaque réactif (NIT1 et NIT2) dans la cupule NO3.
v’ Ajouter une goutte de réactif Kovacs dans la cupule TRP.
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Photo 6. Réalisation de la Galerie APl 20NE.
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> Résultat:

La lecture de ces réactions se fait a I'aide du Tableau de Lecture (Annexe 3), et l'identification
est obtenue a I'aide du tableau d’identification (Annexe 4).

7. Conservation des souches :

v' Préparer des tubes de gélose nutritive (GN) inclinée.
v Ensemencer en stries les tubes par la souche désirée.
v" Incuber les tubes en 37 C° pendant 24 heures.

v’ Conserver les tubes a 4°C.

Photo 7. Tube de GN inclinée préparé pour la

conservation des souches.
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8. Antibiogramme (CA-SFM, 2019):

2 Principe :

Antibiogramme est basé sur I’observation de la croissance bactérienne en présence d’un
gradient de concentration d’antibiotique, obtenu par diffusion a partir de disques dans un
milieu gélosé.

Il a éteé réalisé selon les recomendations de CA-SFM (Comité de 1’Antibiogramme de la
Société Francaise de Microbiologie) (CA-SFM, 2019).
Elle permet de catégoriser une souche bactérienne en sensible (S) ou résistante (R), et

d’orienter I’antibiothérapie.

> Technique :

v’ Réaliser une suspension a partir d’une culture bactérienne pure et jeune (de 24 h sur
milieu gélose), en ensemengant une colonie bien isolée dans 5 ml de I’eau
physiologique, puis réaliser une dilution jusqu’a 10° de fagon & obtenir une
concentration finale de 107 UFC/ml, (correspondant a une densité optique de 0,08 a 0,1
a une longueur d’onde de 625 nm, soit une densité égale a 0,5 Mc Farland).

v" Ensemencer les boites de Muller-Hinton par la suspension diluée a 1’aide d’une
écouvillon.

v Déposer les disques d’antibiotiques a la surface des géloses a I’aide d’une pince stérile.
Les antibiotiques testés sont les suivants : Ticarcilline, Ticarcilline / Acide clavulanigue,
Pipéracilline, Tobramycine, Ceftazidime, Colistin sulfate, Imipénéme

v Mettre les boites a incuber pendant 18 a 24 heures a 37 °C.

» Résultat :

Les différents diamétres des zones d’inhibition obtenus autour des disques d’antibiotiques
sont mesurés. L’interprétation en Sensible (S) ou Résistante (R) est effectuée selon les critéres
définis par le CA-SFM (Tableau 2 et 3).
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Tableau 2. Concentrations, diametres critiques et régles de lecture interprétative pour
Pseudomonas aeruginosa (CA-SFM, 2019).

Familles Antibiotique | Signe | Charge des Diametre critique
d’antibiotiques testé disques (mm)
(ng) : :
Sensible Résistante
()= (R) <
B-lactamines Ticarcilline TIC 75 18 18
Ticarcilline+tac | TCC 75-10 18 18
clavulanique
Pipéracilline PIP 30 18 18
Ceftazidime CAZ 10 17 17
Imipénéme IMP 10 20 20
Aminosides Tobramycine ™ 10 16 16

Tableau 3. Concentrations, diamétres critiques et régles de lecture interprétative pour

Acinetobacter baumannii (Richard et al, 2019)

Familles Antibiotique | Signe | Charge des Diameétre critique
d’antibiotiques testé disques (mm)
(ng) . v
Sensible Résistante
S)= (R) <
B-lactamines Ticarcilline TIC 100/10 21 18
Ticarcilline+ac | TCC 75/10 20 15
clavulanique
Pipéracilline PIP 100 21 18
Ceftazidime CAZ 30 18 15
Imipénéme IMP 10 24 21
Aminosides Tobramycine ™ 10 17 17
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9. Test Hodge Modifie (Nordmann et al., 2012):

2 Principe :

Ce test permet la mise en évidence d’une enzyme hydrolysant I’imipenéme chez une souche

résistante a cet antibiotique a I’aide d’une souche sensible.

> Technique :

v

Ensemencer par écouvillonage une dilution au 1/10¢éme d’une suspension de densité
égale a 0.5 Mc Farland de la souche E. coli ATCC 25922 sur une gélose Muller Hinton.
Déposer un disque d’imipenéme chargé a 10 ug au centre de la boite.

Ensemencer la boite par la souche testée de maniére radiale a partir du disque jusqu’au
bord.

Ensemencer de maniére radiale un témoin négatif et un témoin positif sur la méme boite
pour faciliter I’ interprétation.

Incubation pendant 18 h a 37°C

» Résultat :

La présence d’une distorsion de la zone d’inhibition autour du disque d’imipenéme au contact

de la souche testée est interprétée comme un résultat positif.

Test de Hodge négatif
= souche non productrice de carbapénémase

— Culture confluente d'£. colf

= ¢ Diametre d'inhibition d'E. cdi

Test de Hodge positif
= souche productrice de carbapénémase

Figure 6. Principe du test Hodge Modifié (Jennifer, 2013).
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10. Test IMP-EDTA (Yong et al., 2002):

> Principe :

Ce test permet de différencier les métallo-p-lactamases (MBL) des autres p-lactamases
hydrolysant les carbapénémes.

> Technique :

v' Ensemencer par écouvillonnage une dilution au 1/10éme d’une suspension de densité
égale & 0.5 Mc Farland de la souche testé sur une gélose Muller Hinton.

v Déposer deux disques d’imipenéme a deux centimétres d’intervalle auxquels on rajoute a
I’un d’eux 4pul d’EDTA (solution 0.5M.

v"Incubation pendant 18 h a 37°C.

2 Résultat :

Les diameétres des zones d’inhibition autour de ces disques sont mesurés et comparés. Si
les souches dont le diamétre d’inhibition autour du disque IPM—EDTA est supérieur a celui
obtenu avec le disque d’IPM seul d’au moins 6mm, elles sont considérées comme souches

productrices de MBL.

Figure 7. Test IMP-EDTA (Arijit, 2014).
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Résultats et discussion

. Résultats :

1. Prélévements :

Durant la période de notre étude, nous avons realisé 22 prélevements au niveau de service
Maternité, dont 13.63% se sont révélés positifs (3 prélevements), et 86.37% se sont montrés

négatifs (19 prélevements) (Figure 8).

13.63%

86.37%

® Prélévements positifs = prélévements négatifs

Figure 8. Répartition des prélevements selon la présence des BGNnfs.
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2. Résultat d’identification des souches BGNnFs isolées :

2.1.Fréquence des souches isolées :

Sur un total de trois prélevements positifs, trois souches ont été identifiées et isolées, ou

nous avons trouvé deux souches de Pseudomonas aeruginosa (66.6%) et une souche de
Acinetobacter baumannii (33.4%) (Figure 9).

33.40%

66.60%0

m Pseudomonas aeruginosa m Acinetobacter baumannii

Figure 9. Répartition des BGNnNFs isolées et identifiées a partir du service de
maternité.
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2.2.Répartition des préléevements positifs :

La répartition des bactéries isolées & partir du service de maternité selon la source du

prélevement est montrée dans le tableau ci-apres :

Tableau 4. Répartition des souches selon la source de prélevement.

Souches isolées Source de prélévement

Pseudomonas aeruginosa - Bacin (une souche)

- Lavabo (une souche)

Acinetobacter baumannii - Poignée de port (une souche)

2.3. Résultat d’identification des souches BGNnFs :

D’aprés I’observation macroscopique sur les boites ensemencées, on distingue trois types
de colonies :

%+ Colonies incolores, rondes, petites, convexes et lisses, porte les caractéres de
Pseudomonas aeruginosa (Photo 8).

<+ Colonie muqueuses de couleur blanche-grises, porte les caractéres d’Acinetobacter
baumannii (Photo 8).

Photo 8. Aspect des isolats bactériens sur milieu Mac Conkey.
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# Colonies ne sont pas pigmentées, ils sont lisses, ronds porte les caractéres de
Pseudomonas aeruginosa (photo 9).

Photo 9. Aspect des isolats bactériens sur milieu Cétrimide.

Apres la coloration de Gram, les trois souches purifiées sont apparues sous forme de
bacilles roses, isolés ou en diplobacilles.

Sur I’ensemble de trois souches isolées, deux souches ont fait virer la couleur du réactif

d’oxydase au violet ce qui montre qu’ils sont oxydase positif.

Toutes les trois souches isolées sont catalase positive, qu’ils ont décomposé 1’eau

oXygénée en eau et en oxygene qui se traduit par le dégagement des bulles de gaz.

Apres la réalisation de la galerie AP1 20NE, les trois souches de BGNnFs ont des biotypes

comme suivants :

Tableau 5. Biotypes des souches identifiées

Souche Biotype
Pseudomonas aeruginosa 1154575
Pseudomonas aeruginosa 1354575
Acinetobacter baumannii 0204042
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Photo 10. Pseudomonas aeruginosa identifiée par Galerie APl 20 NE, biotype
1154575
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NB :

Nous n’avons pas complété 1’essentiel de notre travail dans le laboratoire qui est I’étude de la
sensibilité aux antibiotiques des souches isolées, en raison la décision du ministére de
I’enseignement supérieur et de la recherche scientifique d’arréter les études et I’annulation de

la partie pratique suite au dissémination de la pandémie du Covid-19.

Pour cela, on a fait une synthese des résultats de certaines études réalisées :

» Etude de Mamdouh et Reddaf, 2018 :

A partir des différents prélévements (pus, urines, sonde...) provenant de malades hospitalisés
dans les différents services du CHU de Constantine, 27067 bactéries ont été isolées dont 630

ont éte des P. aeruginosa (2.33%).

Aprés la réalisation de I’antibiogramme, les souches de P. aeruginosa se sont révélées
résistantes a plusieurs familles d’antibiotiques testées, a part la Colistine, pour laquelle tous

les isolats sont restés sensibles.

50 -

30 A
20
10
0 = - u
TIC pIp CAZ FEP ATM  jp

Antibiotiques

Taux de résistance (%)

Figure 10. Taux de résistance aux antibiotiques chez P.a (Mamdouh et Reddaf,
2018).
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Pour les béta-lactamines, les taux de résistance sont : 69.57% a la Ticarcilline, 67.09% a la
Pipéracilline, 57.66% a la Ceftazidime et 55.92% a I’ Aztréonam.

Les taux de résistance aux aminosides sont : 53.16% pour 1’Amikacine et 34.16% pour la

Gentamicine. Alors que le taux de résistance a la Ciprofloxacine est de 25.25% (Figure 10).

» Etude de Seba et al, 2020 :

Durant une période de trois mois, 83 prélevements des secrétions endotrachéales ont été
effectués des patients de différents groupes d'age admis dans les unités de soins intensifs en
Inde. Les BGNnFs ont constituées 60,24% des isolats de P. aeruginosa (54%) suivi
d’A.baumannii (30%).

Apreés la réalisation de 1’antibiogramme, moins de 15% de P.aeruginosa ont été résistants aux
céphalosporines de 3°™ et 4°™ générations, aux aminosides et a la Colistine, tandis que plus

de 20% ont été résistants aux carbapénemes et a la Ciprofloxacine.
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Figure 11. Résistance aux antibiotiques de P.aeruginosa et A.baumannii (Seba et al,
2020).

Page 42



Résultats et discussion

Dans le cas d'A .baumanii, 60 a 70% ont été résistants aux carbapénémes, aux
céphalosporines de 3°™ et 4°™ générations et a la ciprofloxacine et plus de 60% aux

aminosides (Figure 11).

» Etude de Meliani et al, 2020 :

A partir de 900 prélevements, 240 souches de BGnFs responsables d'infections chez des
patients hospitalisés dans les différents services (services de soins intensifs, services des

brdlés, endocrinologie et urologie) de I'népital d'Annaba-Algérie ont été isolés.

Parmi elles, 60 souches (25%) ont montré une résistance a I'Imipéneme. P.aeruginosa

prédominait avec 39 souches (65%), suivi par A. Baumannii avec 21 souches (35%).
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Figure 12. Sensibilité aux antibiotiques des Pseudomonas aeruginosa et

d'Acinetobacter baumannii (Meliani et al., 2020).
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Toutes les souches d’A. baumannii sont totalement résistantes a la Ticarcilline, a la
Ticarcilline/Acide clavulanique, a la Pipéracilline/Pazobactam, a [I'Aztréonam, a la
Ceftazidime, a la Cefépime, a la Céfotaxime, a la Gentamicine et a la Tobramycine (Figure
12), toutes ces souches ont produit des carbapénémases et seules 3 souches possedent la BLM

révélée par 'lEDTA.

La situation est différente pour les souches de P. aeruginosa, qui ont présenté moins de
résistance a la Ticarcilline, & la Ticarcilline/acide Clavulanique et a la Ceftazidime (61,5%), a
la Pipéracilline/Tazobactam (46.2%), Céfépime et Aztréonam (76,92%) et Tobramycine
(69,23%), et une résistance totale a la Céfotaxime et a la Gentamicine (100%) (Figure 12), et
12 souches (30,77%) ont produit des carbapénémases qui se sont révélées étre des BLM.

Tandis que la Colistine a inhibé toutes les souches isolées.

“» Etude de Moulana et al, 2020 :

A partir des différents prélevements, 50 isolats d'A. baumannii ont été collecté a partir de

plusieurs unités des hopitaux affiliés a I'université des sciences médicales de Babol.

Tous les isolats ont été résistants a tous les antibiotiques, la seule classe d'antibiotiques a
laquelle les isolats étaient sensibles était le Sulfate de colistine (94%) et le Triméthoprime-

Sulfaméthoxazole (14%).

Figure 13. Résultat positif de test Hodge Modifié sur Muller Hinton (Moulana et al.,
2020)
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La production de carbapénemase a été confirmée par le test Hodge modifié pour 42 (84%)

isolats d'A. baumannii. (Figure 13).

> Etude de Yanfeng et al., 2020 :

A partir des différents prélevements, 62 isolats cliniques de P. aeruginosa ont été isolées a
partir de patients admis dans différents services du premier hopital affilié de la faculté de

médecine de Baotou.

L’antibiogramme des isolats obtenus a montré une résistance a I’Imipénéme et Méropénéme,
Pipracilline, Céftazidime et Céfepime, cepandant les taux de résistance a I'amikacine et a la

tobramycine ont été trés faibles (Figure 14).
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Figure 14. Taux de résistance aux antibiotiques des isolats de P. aeruginosa (Yanfeng
et al., 2020).
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Parmi les 62 isolats de P. aeruginosa, 32 (51,6 %) isolats ont éte identifiés comme produisant
des MBL, par le test IPM-EDTA (Figure 15).

Souche de référence Souche cliniqgue MBL de P.a
ATCC27853 de P.a (+)

Figure 15. Résultat de test IPM-EDTA (Yanfeng et al., 2020).
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1. Discussion :

P. aeruginosa est un pathogéne courant lors d'infections cliniques. Une enquéte a montré
qu’elle était l'agent pathogéne le plus courant (17%) de [linfection par pneumonie

nosocomiale acquise dans les hopitaux. (Walter et al., 2018).

Ainsi que Acinetobacter baumannii a recu une attention croissante ces dernieres années en
raison de leur potentiel a provoquer des infections graves et de leur capacité a développer

rapidement une résistance aux antibiotiques. (Namiganda et al., 2019)

Au cours de la période de notre étude, le taux de nos prélévements positifs effectués au niveau
de service de Maternité a I’hopital de Méchéria a été tres faible (13.63%) par rapport les autre
études (Meliani et al, 2020 ; Seba et al, 2020), a cause de la différence dans les nhombres

totaux des prélévements, et la durée de 1’étude.

Nous avons marqué une fréquence de P. aeruginosa (66.6%) élevées a celle d'A. baumannii,
ces résultats sont en accord avec les études des plusieurs auteurs (Grewal et al., 2017 ;
Meliani et al, 2020 ; Seba et al, 2020), en désaccordant Madhavi et Sunita (Madhavi et
Sunita, 2019).

Yanfeng et al ont trouvé que les souches de P. aeruginosa proviennent essentiellement du
service respiratoire suivi de Neurochirurgie (Yanfeng et al., 2020) cette étude est différente de
celle de Memdouh et Reddaf qui ont constaté que ces souches sont isolées plus fréquemment

dans le centre des brilés et le services de Chirurgie viscérale. (Memdouh et Reddaf, 2018).

La situation est différente pour les souches d’Acinetobacter baumannii ou Seba et al ont
trouvé que le plus grand nombre de ces isolats a été trouvé chez des patients hospitalisés dans
des unités de soins intensifs (USI). (Seba et al, 2020), Moulana et al ont également trouvé
cette résultat. Mais Meliani et al ont marqué le nombre le plus élevé dans le service

d’endocrinologie (Meliani et al., 2020).
Tandis gque, notre étude a été réalisée seulement au niveau de service maternité.

Les caractéres internationaux de P. aeruginosa et A. baumannii sur les mileux Mac Conkey et

Cétrimide sont similaire a celles de nos isolats.

Aprés la coloration de Gram, les 3 souches purifiées sont apparues sous forme de bacilles

roses, elles sont donc des bacilles a Gram négatif.
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Nos résultats sont similaires a plusieurs études liées a P. aeruginosa et A. baumannii
(Singlten, 2005 ; Bricha et al., 2009; Hélene, 2016).

Tous les isolats de notre étude ont été catalase positive, ils ont décomposé 1’cau oxygénée en
eau et en oxygene qui se traduit par le dégagement des bulles de gaz.
Cependant, seulement deux souches ont été oxydase positive, elles ont oxydé la NN-diméthyl-

paraphényléne diamine en un dérivé rose violace.

Ces résultats sont en concordance avec la littérature (Peleg et al., 2008 ;Touati, 2013). I

s’agit donc de colonies de P. aeruginosa ou A. baumannii.

Ainsi, les résultats obtenue par la Galerie API 20NE sont les mémes que ceux rapportés dans
la littérature (Dhayanithi, 2010 ; Nkang, 2009 ; Boudouda, 2015). Ce qui révéle et assure

que la souche est Pseudomonas aeruginosa.

Les BGNnFs et surtout Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii
multirésistants sont les principales causes des infections nosocomiales dans le monde. Ce sont
les agents pathogénes prioritaires actuels de I'Organisation mondiale de la santé pour la
résistance, la surveillance de la résistance aux antimicrobiens et la découverte de nouveaux
antibiotiques. (Motbainor et al. 2020).

Outre ses résistances naturelles a de nombreux antibiotiques, Pseudomonas aeruginosa et
Acinetobacter baumannii sont caractérisés par ses capacités a acquérir de nouvelles
résistances vis-a-vis de composés habituellement actifs, a cause de la grande diversité des
plasmides de ces bactéries (Chastre, 2003).

Les souches de Pseudomonas aeruginosa se sont révélées résistantes a plusieurs familles
d’antibiotiques testées. Dans les études récentes, ils ont été observé que les especes
Pseudomonas aeruginosa ont présenté une résistance maximale a I'lmipenéme, Céfotaxime et
Gentamicine (Meliani et al., 2020), tandis que dans autres études elles ont présenté moins de
résistance a ces antibiotiques et a  Ticarcilline, Pipéracilline, Ceftazidime, Céfépime
Aztréonam, Amikacine, Ciprofloxacine/pefloxacine, Doripéneme, Meropénéme, et
Cefoperazone/Sulbactam (Mamdouh et Reddaf, 2018; Seba et al, 2020; Yanfeng et al.,
2020).

Les études de Meliani et al et Mamdouh et Reddaf ont trouvé que les souches de

Pseudomonas aeruginosa sont sensibles a la colisline (Meliani et al., 2020 ; Mamdouh et
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Reddaf, 2018). Ces etudes sont cohérentes avec 1’é¢tude de Madhavi et Sunita (Madhavi et
Sunita, 2019) et s’opposent 1’étude de Seba et al (Seba et al, 2020).

Toutes les souches de A. baumannii sont totalement résistantes a I’Imipénéme, a la
Ticarcilline, a la Ticarcilline/acide clavulanique, a la Pipéracilline/Tazobactam, a
I'Aztréonam, a la Ceftazidime, a la Céfépime, a la Céfotaxime, a la Gentamicine et a la
Tobramycine selon 1’étude de Moulana et al (Moulana et al, 2020), alors que Seba et al ont
observé une résistance partielle aux mémes antibiotiques en plus  aux
Cefoperazone/Sulbactam, Doripéneme, Meropéneme, Ciprofloxacine, Amikacine et

Ceftriaxone.

Ils ont observeé aussi une sensibilité totale a la Colistine et Tigercycline (Seba et al, 2020).Ces
résultat est similaires a celles de Moulana et al mais ils ont constaté aussi une sensibilité a le
Triméthoprime-sulfaméthoxazole (Moulana et al, 2020), Madhavi et Sunita ont également

remarqué cette constatation (Madhavi et Sunita, 2019).

Il a été constaté que la résistance aux carbapénémes a été due a l'imperméabilité des
carbapénémes par la perte de la porine OprD2 chez P. aeruginosa et CarO chez A.
baumannii et a I'expression de I'enzyme carbapénémase (métallo ou oxa) (Limansky, 2002;
Livermore, 2002).

Pour la résistance acquise a I’'Imipénéme, plusieurs mécanismes peuvent intervenir: la
modification de la cible ou la modification de la barriéere de perméabilité. Ce dernier
mécanisme, implique soit la mise en place de pompes a efflux, soit une diminution du flux

entrant d’antibiotiques par 1’intermédiaire des porines (Liasid, 2012).

La Colistine est une option thérapeutique de dernier recours pour lutter contre ces souches.
Cependant, ces derniéres années, ils ont acquis une résistance croissante en plus de sa toxicité,

ce qui conduit a de nombreux échecs thérapeutiques (Ahmed et al., 2016).

La résistance a la colistine est liée a des modifications de la composition du LPS des bactéries
a gram-négatif. Ces modifications ont toutes comme conséquence de diminuer la charge
négative du LPS, essentiellement via 1’ajout de résidus chargés positivement, entrainant ainsi
une diminution d’affinité de la colistine (elle-méme chargée positivement) pour sa cible
d’action. D’autres mécanismes de résistance plus rarement incriminés sont la synthése d’une

capsule externe (qui absorbe la colistine par trapping et empéche ainsi sa fixation sur le LPS)
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ou la surexpression de certaines pompes a efflux (entrainant I’expulsion de 1’antibiotique de la

bactérie vers le milieu extra-cellulaire) (Youri, 2020).

Compte tenu de la résistance croissante aux carbapénemes, plusieurs études mettent
également en évidence des tests phénotypiques tels que le test Hodge modifié pour une

détection de premiere ligne des isolats producteurs de carbapénémase.

La production de carbapénémase qui se sont révélées étre des MBL chez Pseudomonas
aeruginosa a été confirmée par le test Hodge modifié et le test IMP-EDTA dans plusieurs
études (Meliani et al., 2020 ; Yanfeng et al., 2020).

Les résultats du THM présentés par Meliani et al et Moulana ont montré que la plupart des
isolats d'A .baumannii ont été des producteurs de carbapénémase. Ces résultats sont étayes par
plusieurs études qui ont montré que le THM est un test de dépistage utile pour la production
de carbapénémase (AL-Harmoosh et Jarallah, 2015 ; Rar et Al-Jubori, 2017).

Le test de disque d’IPM-EDTA est I’'un des méthodes les plus fiables pour la détection de la
production de MBL, ce qui est montré dans I’¢tude de Meliani et al (Meliani et al., 2020).

La forte proportion de MDR observée dans les deux BGNnNF est probablement liée aux
contaminations et a la transmission croisée de ces bactéries de I'environnement hospitalier
(Solomon et al., 2017).

Tous les isolats d'’A. Baumannii et P. aeruginosa ont été résistants a au moins trois
antibiotiques représentatifs de différentes classes. Par conséquent, une intervention urgente
vers les pratiques de prévention des infections nosocomiales requises et le traitement des

patients sous soins doivent étre guidés par des tests de sensibilité aux antibiotiques.
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Conclusion

Au terme de ce travail, nous avons confirmé que la résistance aux antibiotiques est
devenue un sujet prioritaire pour les autorités sanitaires au niveau mondial. En effet, depuis
ces derniéres années, nous avons assisté a une augmentation fulgurante de la résistance aux

antibiotiques, en particulier chez les bacilles a Gram négatif non fermentants.

Notre étude a montré une prévalence significativement faible de BGNnFs, les plus courants

étant P. aeruginosa et A. baumannii.

Et selon les études réalisé par d’autres auteurs, la plupart des isolats ont été resistants a tous
les antibiotiques, y compris les carbapénemes, mais ils ont resté sensibles a la colistine, dont
certains isolats ont été des producteurs de carbapénémases qui se sont révélées étre des
métallo-R-lactamases.

On peut deduire que le taux de la résistance des souches aux antibiotiques est relativement
¢levé ce qui implique que I’émergence de BMR en milieu hospitalier est devenu probléme
inquiétant. Ceci est favorisé par ’accumulation de divers mécanismes de résistance au sein

des souches résistantes.

La détection et I'identification précoces de ces organismes résistants sont cruciales, car elles

peuvent éclairer davantage leur prévalence et leur réle pathogene.

Notre perspective est 1’utilisation des tests moléculaires afin de rechercher les supports

génétiques et le type de la résistance chez les BGNnFs.

L’avenir de la lutte contre les infections bactériennes, et en particulier celles causées par les
BGNnNFs, dépend essentiellement de la synergie des actions publiques et privées pour soutenir

la recherche sur les solutions alternatives a 1’antibiothérapie classique.

Ceci devrait étre réalisé sans pour autant oublier de rappeler les principes de bon usage des
antibiotiques car ils resteront encore pendant plusieurs années la premiére source de

traitement contre la majorité des infections bactériennes

Une utilisation judicieuse des agents antimicrobiens disponibles, une surveillance réguliére de
la sensibilite aux antimicrobiens et des mesures strictes de contréle des infections sont
nécessaires pour contrbler cette résistance aux antibiotiques émergente entre les bacilles a

Gram négatif non fermentatifs.
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Annexe 1. Matériels utilisés.

+ Appareillages :

= Plaque chauffante
= \ortex
= Autoclave.

= REéfrigérateur.

«+ \erreries :
= Flacons stériles.
= Boites pétri.
= Anse de platine.
= Pipettes pasteur.
= Pipettes graduées

<+ Milieu de culture :

= Gélose nutritive.

= Gélose Mueller Hinton.

=+ Antibiotiques :

Photo 12.

= Microscope optique.
= FEtuve.

=  Bec Bunsen.

=  Tubes a essais.

= Erlenmeyers

= Béchers
= Burettes
= Cétrimide.

=  Bouillon coeur cervelle.

| L

5
5
:
=

-

Antibiotiques a tester.
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Annexe 2. Compostions des milieux de culture utilisés.

Gélose nutritive :

Extrait de viande.......................oeall. lg
Extraitde levure..................ooeiiii 25¢g
Peptone.......ccoovvviiiiiiiii 5¢g
Chlorure de sodium........................... S5g
AT o I5¢g
Eau distillée...........oooveiiiiiiiiinnn, 1L

PH. 7

Gélose Mueller-Hinton :

Hydrolysat acide de caséine (peptone)

................................................ 175¢g
Extraitde viande  ........................ 2¢g
Amidon.........oooiiiiiiii 15¢g
Calcium.........ccooviiviiiiiininnnn.. 20225 mg
Magnésium ................oeeeel. 102 12.5 mg
AT .o I5¢g
Eaudistillée ...l 1L
PH.. oo 7,4 +/-0,2

Cétrimide :

Peptone de gélatine ....................... 16 g
Peptone de caséine ....................... 10g
Cétrimide ... 02¢g
Acide nalidixique .................oeene. 15 mg
Sulfate de potassium ....................... 10g
Chlorure de magnésium.................... ldg
AGAr o 4¢
L’eaudistillée....................oeene. 990ml
Glycérole........ccoviviiiiiiiiiiiinnn 10 ml
PH 7.1

Bouillon coeur cervelle (BCC) :

Peptone.........ooooiiiiiii 10g
Extrait de cervelle........................ 125¢
Extraitdecoeur ...........ooooiiiiiia 5¢g
Chlorure de sodium........................... S5¢g
Hydrogénophosphate disodique
anhydre.............c.o 25¢g
GIUCOSE ..ot 2g

Eau distillée...............cooviiiiiniin. 1L

PH..oo 7.4+/-0.2
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Annexe 3. Tableau de lecture de la Galerie AP1 20 NE (Boukhatem, 2013).

Test Substrat Réactions/enzymes Résultat
Négatif Positif
NO3 Nitrate de potassium Réduction des
nitrates en nitrites NIT1+NTI2/5min
incolore | Rose-rouge
Réduction des Zn/5mn
nitrates en azote RoOse " Incolore
TRP Tryptophane Formation James/ immédiate
d’indole Incolore Rose
vert
pale/jaune
GLU Glucose Fermentation Bleu vert Jaune
ADH Arginine Arginine Jaune Orange/
dihydrolase rose/rouge
URE Urée Uréase Jaune Orange/rose/ro
uge
ESC Esculine Hydrolyse Jaune Gris/marron/
(B-glucosidase) noir
GEL Gélatine Hydrolyse Pas de Diffusion du
(protéase) diffusion pigment noir
du pigment
PNPG p-nitrophénil-p- [-galactosidase Incolore Jaune
Dgalactopyranoside
GLU Glucose assimilation transparence | Trouble
ARA Arabinose assimilation transparence | Trouble
MNE Mannose assimilation transparence | Trouble
MAN Mannitol assimilation transparence | Trouble
NAG N-acétyl- glucosamine | assimilation transparence | Trouble
MAL Maltose assimilation transparence | Trouble
GNT Gluconate assimilation transparence | Trouble
CAP Caprate assimilation transparence | Trouble
ADI Adipate assimilation transparence | Trouble
MLT Malate assimilation transparence | Trouble
CIT Citrate assimilation transparence | Trouble
PAC Phényl-acétate assimilation transparence | Trouble
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Annexe 4. Tableau de I’identification (API 20 NE).

API 20 NE V7.0 NO3[ TRP[GLUJADH[URE[ESC] GEL [PNPG [GLUa| ARAa|MNEa| MANa [NAGa] MALa] GNTa | CAPa] ADIa [MLTa[ CITa]PACa] OX
Achromobacter denifrificans 0)J]0]0|1 0|0 0 1 0 0 0 0 1 8 PO 96 | 99 | 94 | 9 00
Achromobacter xylosoxidans oo 1lofo| 1o EEM o [30] 1 [ 1|1 |KOHE : 3./ 96 [100
Acinstobacter baumanniifcalcoaceticus 2]10]8]o0}|1 1 1 0 67 | 70 1 1 1 1 20 98 80 00 | 99 |8 0
Acinetobacter hagmolyticus 1joj14f0f0O0]O m 0 1 o 0 0 0 0 0 2 EENK: 1160
Acinetobacter juniijohnsonii 1]ojJojoj1jofo 0 24 | 8 2 0 0 0 0 99 4 9 70| 0 | 0O
Acinetobacter lwoffii alofloJol2]o]o] o J11] 1 0 1 1 0 0 |70 [20]46 ]| 1]36]| 0
Acinefobacler radioresistens 2l12jJoj2|lojlofo 0 19 | 2 0 0 2 0 0 9 00 I 2 Ik 0
Aeromonas hydrophila/caviae 99 89  9¢ 8 Bl 89 |9 08 | 99 | 80 8 99 99 | 99 | 9 84 1 L 37 | 1 [EE
Aer.salm.ssp masoucida/achronmogenes 219 ool 2]33] 0 66 | 0 | 33 | 50 2 21 2 0 0 2 0 0 00
Aeromonas salmonicida ssp salmonicida iy 0 |57 |36 0 00| 99 18 84 1 0 96 B4 99 99 0 1 99 1 Q 00
Aeromonas sobria 00 86 96 86 NI 99 | 99 00 -l 99 99 99 DO 00 | 9 0 B 0 00
Alcaligenes faecalis 1 1 gjJolo]lo]o 1 0 1 0 0 0 0 0 3 7 00 | 9 : 98
Alcaligenes faecalis 2 J ojlojojojo]o 0 3 0 0 0 0 0 99 el S W 69 | 73 gD
Bergeyella zoohelcum olo|o|o EENoO|[74] O o lo ] 2 0 0 0 1 0o lo]o]o] o [EE
Bordetella avium olo|lo|lo]JoJofJo] o 4 ol o 0 0 0 0 [ 959 100100 100
Bordetella bronchiseptica oo oA ool o Jololo oo o]l ol s IENEFREIERI
Brevundimonas diminuta/Oligella urethralis| 1 [ 0]1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 2 1 LM 33| O 00
Brevundimonas vesicularis 16| 0|0 | 0|0 BEEM12| 34 | 72 | 1 1 3 10 | 72 1 1 1 40 | 0 [JJ ©8
Burkholderia cepacia 39| 0 24] 1 1 |46 | 70| 72 D0 99 55 99 5] 9 99 DD | 99 | | 99
Burkholderia pseudomallei dd 0 | 0 JEER O | 5 D0 | D0 IR 99 DO D0 Y] DO DO 99 DO 9 || 94 (100
Chromobacterium violaceum 9 (Il 99 100 Y 00 | Y i 0 | 66 | 10 9 0 00 0 Il 36 | O [
Chryseocbacterium indologenes 20 i 1 0 | 70 QLN 22 | 55 | 12 | 37 1 o] 66 1 0 1 1 12 ] 12
Chryseobacterium meningosepticum ' 8 1 0| 5 IEENE: g 86 1 BO M 70 | 61 0 0 1 0 |25 O IRk
Comamonas festosteronifPs.alcaligenes gjJo|s]l4]0]4 1 11 3 3 4 1 2 42 | 55 | 38 K 32| 3 [EbE
Delftia acidovorans g OJlojJojJo]oO 1 0 1 1 0 B 0 0 99 (Al 89 | 99 il 8 00
Grimontia hollisae Rt 31| 00 [0 |0 | 3 |10|67 |68 | O |24 | 1 | 44| 0] 0 LW 0] 0 Kb
Mannheimia haemolytica/ Pasteurelatrehalbos! Kl O | 2 | 0| 0| 2 | 0 [ 0ojo] o0 0 0 ojJofojJofo]0o| 0|
Mathylobacterium mesophiticum 21000 |0 kWl 0|0 0 | 21140 0 0 1 0|7 |0]|65 8 0 [k
Moraxella lacunata i 0 [0 [0 | 0|0 W O 0100 0 o jJofofOof[Oof9]1]| 0 [k
Moraxella spp J4fofofo|0 0] 1 1 0[O0 1 0 0 1 117 ] 1 011 1 g
Myroides spp 011 {00 EEY ' BEEN © 1100 0 1 (O I I I O O I 100
Ochrobacirum anthropi M 0| 0|0 Ry 1|0 1 IE 60 | 20 6 NN 99 KA 99
QOligella ureolytica {000 WL 0[O0 O 1 0 [0 0 0 0 1 1 il ¢ 95 | lr{l 96
Pasteurelia aerogenes 00 N 57 U 100 Ul 100 | 99 9 1 80 | 99 | 9 0] 0 0|0
Pasteurella multocida L 1 [0 0[O0 [O0[10]1 0 [ 2 1 1 2 1 0] 1 10| 0 [
Pasteurela pneumolropica g 61126 0 JEEN 0 | 0 | 6 | 1 8 0 g 3 6 0] 1 6§ |0 0 &
Pasteurefia spp H1l2]2(1[1[1] 4 ]18] 1 1 1 1 1 1 011 ]13[1]0 |
Photobacterium damselae M 0 REREEREEN 2 [0 11 |11 ] 0| 6 0 1 6|0 [0[0[63[0] 0 [l
Plesiomonas shigelloides CHERREER 0 | 0 | 0 @EIIMEEN 0 | 12| O 98 | 99 0 LN 0| 0 KE
Pseudomonas aeruginosa M oo KN 201 E 1 1 1 89 || 8 1 I 3 | 99 N 8
Pseudomonas fluorescens 27( 0|0 @l 11 [39] 1 7 K ; ; 1 9 |l 99 16 Bk
Pseudomonas luteola 0 [ 13|71 1 RLDY 30 [t 99 il 12 6 | B 62 | 1 112
Psetidomonas mendocing Wl 0|0 IREW 0|0 |0 0 00 Y 0 0 0 0 IR D0 | IV 00 | 100 B 100
Pseudomonas aryzihabitans ojojojof1]0]|11] 1 00 | 99 || 99 00 B 84 M 2 EEREEN 0 | 1
Pseudomonas putida 3101 IkEQ 1|0 (0] 1 56 | 57 | 5 2 1 g 1 D0 58 [k
Pspudomonas stutzeri oot 1 o[1[o KW +[10[e7]0 37 | 87 [IEH oo | 55 I 100
Psychrobacter phenylpyruvicus 60| 0|0 |0 O[O O 1|10]0 0 ocjJojofof1 31| 0 [kl
Ralstonia picketti 321011 ]11]13]0]1 0 Welm 35| 1 10 | 14 | 0 |EEREEE 62 EERIERN 16
Rhizobium radiobacter Efl 0 | 0 | O | 65 WL 1 R DO | 100| 100 | 100 || 99 | 99 | 90 WM 00 IR
Shewanella putrefaciens group S 01|01 (71K 0|6 |11] 0 0 10 1 |71 1 EdE 2| 0 Kb
Sphingobacterium mulfivorum 010|110 |E 00 R 99 99 | 9 99 Y R 0 (0| 0| 1|0 0 [EE
Sphingobacterium spiritivorum 0f0]0 0|1 i O WOIVBMRUDE 1 WER 10 WUVHRUIM 0 | 0 [ 0 | 0|0 O [EE
Sphingormonas paucimohilis 100010701 Bl 1 [WEORIEERE: 15 | 64 [MEER 34 | 9 | 3 [ 61 [45( 1 |73
Stenotrophomonas maltophifia 11 (0(0]0 EENERRIBEIN > K 2 IEBEEM 2 | 1) 0 MERNERY 0 |7
Vibrio alginolyticus KRR 0 | 0 (65 (AN 10 (W 1 | 18 ST |74 Il 1 | 0 IR 1) 0 RE
Vibrio cholerag 99 100 99 REEEN %9 | 99 88 gl 78 97 | 9% BN 99 | 97 e 100
Vibrio metschnikovi BEIERREOE] o 9 2 % 9% HEIE 9 BB
Vibrio parahaemolyticus 99 99 100 MECEER 93 97 90 | 81 82 | 99 MM 9% 90 MEEME ¢ KRN %
Vibrio vulnificus UEERELE O | 1 IREMEERRCE © [ 0 (10 9 | 1 [ 6128 | 0| 0 EAEIEGN 0 Kb
Wautersia paucula 012310 (1[0 (1 (110101 EEEEIEEREEREN 14 R
Wesksella virosa/Empedobacterprevis  [12{ 5 [0 | O | O] 1 i} O | 1 |1 ] 1 | QO JOJOf1 |1 [O0Of[3]|1][0 g




Annexe 5. Tableaux de taux de résistance aux antibiotiques.
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Tableau 1. Taux de résistance aux antibiotiques (Mamdouh et Reddaf, 2018).

Antibiotique

Ticarcilline
Pipéracilline
Ceftazidime
Cefépime
Aztréonam
Imipénéme
Gentamicine
Amikacine

Ciprofloxacine

Nombre de

souches Testées

620
906
600
575
608
590
600
600
590

Résistantes

432
414
346
321
340
155
205
319
149

Taux de résistance
Nombre de souches

(%)

69.57
67.09
57.66
55.73
55.92
26.27
34.16
53.16
25.25

Tableau 2. Résistance aux antibiotiques de P.aeruginosa et A.baumannii (Seba et al, 2020)

Antibiotiques

Ceftazidime
Cefoperazone/Sulbactam
Doripenem
Imipénéme
Meropéneme
Ciprofloxacine
Amikacine
Gentamicine
Colistine
Cefotaxime
Ceftriaxone

Tigecycline

Pseudomonas aeruginosa

(%)
14.81%
14.81%
22.22%
22.22%
22.22%
25.92%
11.11%
11.11%
14.81%

NA

NA

NA

(%)
NA

Acinetobacter baumannii

73.33%
73.33%
73.33%
73.33%
73.33%

60%
60%
00%
80%
80%
00%
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Tableau 3. Taux de résistance aux antibiotiques des isolats de P. aeruginosa (Yanfeng et al.,

2020).

Antibiotiques Taux de resistance de P. a (%)
Imipénéme (IPM) 13.8
Meropéneme (MEM) 10.3
Piperacilline (PIP) 115
Ciprofloxacine (CIP) 5.3
Levofloxacine (LVX) 5.3
Gentamicine (GM) 7.7
Ceftazidime (CAZ) 14.8
Piperacilline/Tazobactam (TZP) 8.6
Cefepime (FEP) 14.9
Tobramycine (TM) 3.3

Amikacine (AN) 3.3



