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Abstract

The objective of this work is the biochemical characterization of various clinical isolates thus to
evaluate their resistance to the various families of antibiotic. These isolates of various origins are
obtained from a medical analysis laboratory at the town of Tébessa on a 3 months period.

The bacilli with negative Gram are major micro-organisms in question of various types of
infections, this study aims at negative the Gram bacilli of clinical origin; these bacilli gathered in
two groups fermenting which are the Enterobacteriaceae and not fermenting
(Pseudomonasaeruginosa and Acinetobacterbaumannii). On the whole 211 stocks of negative Gram
bacilli that was isolated by using an agar from orientation CHROMagar, 189 stocks of them are
Enterobacteriaceae (E.coli; Klebsiellapneumoniae, Proteusmirabilis, Providencia stuartii) in
decreasing order, and 18 stocks between Pseudomonas and Aacinetobacter

The results show that the urineis the origin of the majority of the isolates with a percentage of
92% then the pus of 3% and 5% moreover other samples.

The results evaluating it resistance to antibiotics show that with the total of the
Enterobacteriaceae none of the isolated stocks were producing of a BLSE, whereas 50% of the
stocks were resistant to sulphamides and associated and 37% of resistances to the quinolones, and
a remarkable sensitivity to the other families of antibiotics tested.

In addition, this study revealed a resistance of Pseudomonas aeroginosa to 3rd generation
cephalosporines with the rates77% to the céfoxitine and 30% to the céfotaxime, then with furan and
fosfomycine with rates of 100% and 60% respectively

This forces a continuous monitoring on end to prevent evolution of resistance.

Key words: Antibiotic, résistance, clinical isolates, identification, Bacilli Gram negative



Résumé

L’objectif de ce travail est la caractérisation biochimique de différents isolats d’origine clinique
ainsi d’évaluer leurs résistances aux différentes familles d’antibiotique. Ces isolats de différentes
origines sont obtenus d’un laboratoire d’analyse médicale a la ville de Tébessa pendant une période
de 3 mois.

Les bacilles a Gram négatif sont des microorganismes en cause majeurs de différents types
d’infections, cette étude vise les bacilles Gram négatif d’origine clinique ; ces bacilles regroupes en
deux groupes fermentant qui sont les entérobactéries et les non fermentant
(Pseudomonasaeruginosa et acinetobacter baumannii). Au total 211 souches de bacilles Gram
négatif ont était isolées en utulisant une gélose d’orientation CHROMagar, 189 souches d’entre eux
sont des entérobactéries (E.coli ; Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis , Providencia stuartii)
en ordre décroissant , et 18 souches entre Pseudomonas et Aacinetobacter

Les résultats montrent que les urines sont 1’origine de la plupart des isolats avec un pourcentage
de 92% ensuite les pus de 3% et 5% du reste d’autres prélévements.

Les résultats de I’évaluer de la résistance aux antibiotiques montrent qu’aux total des
entérobactéries aucune des souches isolées était productrice d’une BLSE, alors que 50% des souches
étaient résistantes aux sulfamides et associés et 37% de résistances aux quinolones, et une sensibilité
remarquable aux autres familles d’antibiotiques testés.

Par ailleurs cette étude a révélé une résistance des souches de Pseudomonas aeruginosa aux
ceéphalosporines de 3éme génération avec des taux de 77 % des souches a la céfoxitine et 30% des
souches a la céfotaxime, ensuite aux furane et fosfomycine avec des taux de 100% et 60%
respectivement

Ceci impose une surveillance continue afin de prévenir de 1’évolution de résistance.

Mots clés : résistance, antibiotique, isolats cliniques, Identification, bacilles Gram négatif
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Introduction générale

Tout au long de I'histoire, il y a eu une bataille continuelle entre I'hnomme et lamultitude de micro-
organismes qui causent l'infection et la maladie. La peste bubonique, la tuberculose, le paludisme,
et plus récemment, le virus de I'immunodéficience acquise humaine, ont affecté une partie
substantielle de la population humaine provoquant unemorbidité et une mortalité importante. A
partir de milieu du 20eme siecle, des avancées majeures dans le développement des médicaments
antibactériens et autres moyens de luttecontre les infections ont aidé a renverser la tendance en
faveur de I'nomme. En ce quiconcerne les infections bactériennes, la situation s’est
considérablement améliorée lorsquela pénicilline est devenue disponible au début des années 1940.
Cependant, cette révolutionn’a pas duré longtemps. Presque aussitét de I’utilisation de médicaments
antibactériens, lesbactéries ont répondu en manifestant diverses formes de résistance, notamment,
en raisonde I’utilisation massive et parfois inadéquate des antibiotiques. La multirésistance
auxantibiotiques concerne principalement les bactéries a Gram négatif (Frasa et al., 2008).

Les bacilles a Gram négatif représentent un groupe bactérien hétérogéne qui comprend les
entérobactéries et d’autres genres comme pseudomonas. et Acinetobacter

Les infections dues aux bacilles a Gram négatif sont devenues de plus en plus fréquentessurtout
en milieux hospitalier que communautaire.

Les entérobactéries forment une vaste famille de bactéries a Gram négatif, et sont a 1’origine de
maladies de gravité trés variable, en raison de mécanismes pathogéniques distincts. Parmi ces
bactéries, les genres Proteus, Morganella et Providencia sont souvent considéré comme
responsables des contaminations et/ou des colonisations, mais sont fréguemment impliqués dans les
infections hospitaliéres et méme au cours desinfections communautaires (O’Hara et al.,2000).

Les germes appartenant E.coli , Klebsiella, Proteus et providencia sont des composants de la
flore bactérienne normale de l'intestin de I’homme et des animaux et sont trés répandus
dansl'environnement (O’Hara et al.,2000). En raison de leurs habitats variés, ils ont plusieurs voies
possiblesd'infection humaine. Les modes de transmission peuvent inclure des sources nosocomiales,
comme la nourriture et I'équipement hospitaliers, des solutions intraveineuses et le contacthumain a
travers des surfaces de la peau contaminés (Manos et al.,2006) provoquant des infectionsprimaires
et secondaires (O’Hara et al.,2000).

Ces organismes sont intrinsequement résistants a la nitrofurantoine et la tétracycline, mais sont
naturellement sensibles aux [-lactamines, aux aminosides, aux fluoroquinolones, et aux
triméthoprime/sulfaméthoxazole (O’Hara et al.,2000) (Manos et al.,2006).

Les bacilles a Gram négatif non fermentants sont de plus en plus incriminés dans lesinfections
nosocomiales ou autres, notamment les espéces Acinetobacter baumannii etPseudomonas

aeruginosa qui sont considérées comme des bactéries opportunistes. (Touati,2013)



Introduction générale

Ces deux especes, autrefois sensibles a la quasi-totalité des antibiotiques sont aujourd’hui
responsables d’infections

En Algérie, et dans de nombreux pays, les souches A. baumannii et P. aeruginosasont parmi les
especes les plus fréquentes apres Staphylococcus aureus, responsablesd’infections (Touati,2013)

Au cours des dernieres décennies, la résistance des bactéries vis-a-vis des agentsanti-infectieux
a été croissante, notamment en raison de I’utilisation fréquente et parfoisinadéquate des
antibiotiques a large spectreles bactéries responsables d’infection sont le plus souvent, le
staphylocoque, les entérobactéries (Klebsiella et E. coli) , Pseudomonas aeruginosa et
Acinetobacter baumannii.

Par le présent travail, nous nous sommes intéressés aux bacilles a Gram négatifs groupe des
entérobactéries et les bacilles Gram négatifs non fermentant au niveau des produits pathologiques,
au niveau de la région de Tebessa. En utilisant divers outils d’identification et d’antibiogramme,
I’ensemble de nos travaux avaitpour but d’établir une caractérisation biochimique des germes en
cause ainsid’évaluer leurs résistances et sensibilité aux antibiotiques.

La premiere partie de ce document présentera une synthése bibliographique sur les différentes
familles d’antibiotiques et les différents mécanismes de résistance aux antibiotiques et sur lestypes
d’infections et les germes en causent

Puis, dans une seconde partie, nous detaillerons les outils méthodologiques utilisés avant

d’exposer les résultats de notre travail.
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l. Les antibiotiques et la résistance bactérienne
1. Introduction aux antibiotiques

Selon Waksman, inventeur de la Streptomycine en 1943, on désigne sous le vocable
d’antibiotique « toutes les substances chimiques produites par des micro-organismes, capables
d’inhiber le développement et de détruire les bactéries et d’autres organismes ».Cette définition est
considérée actuellement comme un peu trop stricte et on lui préfére I’énoncé suivant: on appelle
antibiotique «tout composé chimique, élaboré par un organisme vivant ou produit par synthese, a
coefficient chimiothérapeutique élevé dont 1’activité thérapeutique se manifeste a trés faible dose,
d’une maniere spécifique, par 1’inhibition de certains processus vitaux, a I’égard des virus, des
micro-organismes ou méme de certaines cellules des étres pluricellulaires» (Turpin et Velu).

D¢s 1877 Pasteur et Joubert mettaient en évidence 1’inhibition du développement d’une culture
bactérienne par une autre culture microbienne. En 1935 les sulfamides sont inventés et étudiés par
Trefouel et I’équipe de Bovet a I’Institut Pasteur. La pénicilline est découverte en 1929 par Fleming
et préparée en grande quantité en 1941 par Chain et Florey. L’¢re de I’antibiothérapie commence.

Les antibiotiques se distinguent des antiseptiques en ce que leur action sur I’homme, par voie
générale, n’est pas toxique, en premiére analyse. Les antiseptiques ne peuvent étre administrés que
par voie locale. Cependant certains produits appelés antiseptiques urinaires sont administrés par
voie générale (nitrofurannes, oxyquinoléines, acide nalidixique, etc.), certains antibiotiques sont
toxiques pour 1’hote. Les antiseptiques sont considérés comme bactéricides, c’est-a-dire qu’ils

tuentles bactéries.

2. Histoire des antibiotiques

Les travaux sur la microbiologie par plusieurs auteurs apres la deuxieme guerre mondiale ont
connu une évolution rapide, marquant un progrés par 1’application des antibiotiques en milieu
médical, et la lutte contre les maladies infectieuses. Cette histoire a commencé en 1877. Apres les
travaux sur la cristallographie, la fermentation, la soie et la biere (Rosset, 2003), Pasteur et Joubert
(1877), ont remarqué que les bactéries se développent moins a la présence des moisissures dans le
milieu. Ces observations impliquent [’utilisation des moisissures grace a leurs actions anti
microbienne pour lutter contre les infections. Pour cela Ernest Duchesne en 1897 a rapporter dans
sa these que les palefreniers enduisent les plaies des chevaux avec de la moisissure pour éviter
qu’elles ne s’infectent. Il s’agit des moisissures qui recouvrent le cuir place dans les endroits chauds,

humides et sombres des écuries (Duchesne, 1897).
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Aprés cette intéressante remarque, une découverte par Fleming en 1929 qui a dévoilé et d’une
facon inattendue, une inhibition de staphylocoque par un Penicillium notatum développé dans une
boite de pétri. La molécule produite par cette moisissure qui empéche la croissance du
microorganisme a ¢été étudié, il s’agit de la pénicilline. La forme stable de ce premier antibiotique
et utilisable in-vivo sur des souris a été élaborée en 1940par Chain et ses collaborateurs (Chain et
al., 1940).

Pendant la méme période c’était la premiere utilisation de cette substance antimicrobienne sur
Albert Alexander comme premier patient, un policier de 43 ans qui a eut la joue infectée par un
staphylocoque lors d’une blessure accidentelle, aprés divers traitements inefficaces de I’infirmerie
Radcliff, le patient a recut sa premiére dose de pénicilline avec succes thérapeutique au bout de 4
jours (Andremont et Tibon-Cornillot,2007).

La production industrielle de la pénicilline a commencé en 1942 avec les compagnies
pharmaceutiques Merck, Lederle, Squibb et Pfizer (Lerner, 2004). C’est le point départ des
antibiotiques, ces molécules et leurs applications dans le domaine médical, ont inspiré de
nombreuses études vers des substances naturelles et synthétique pour lutter contre les infections

microbiennesdont la chronologie est présentée par la Figure 1.

Phénylpropanoides Aminoglycosides Béta-lactamines de 2eme génération
Chloramphénicol Streptomycine céphalosporines
1946 1946 - 1950 1962
Macrolides Streptogramines L i
- - opeptides
Sulfamides Erythromycine | L Synercides nf ptznfyci ne
1936 1952 1962 - 1999 2003

1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000

Quinolones Oxazolidinone
Béta-lactamines de 1ére génération Acide nalidixique Linézolides
Penicillines 1960 - 1962 1979 - 2000
1929- 1941
Tétracyclines Glycapeptides Béta-lactamings de 3éme génération
1949 Vancemycine céphalosporines
1956- 1973 1976- 1985
Fluorequinolones
1978 - 1980

O Antibiotiques d’origine naturelle o Antibiotiques d’origine synthetique ou semi Synthétique

Figure 1: Chronologie de découverte des antibiotiques (Singh et Barrett, 2006)




3. Classification des antibiotiques selon leurs modes d’action

Les antibiotiques sont soit bactériostatiques, soit bactéricides, en fonction de leur concentration
dans le milieu intérieur, ou expérimentalement, dans le milieu de culture.

— La bactériostase : est un phénoméne de ralentissement ou d’inhibition de la multiplication des
germes dans un milieu donné. Au bout d’un temps donné, en présence d’antibiotique, le nombre de
germes bactériens vivants est inférieur au nombre de germes qui seraient vivants dans un milieu et
des conditions de culture identiques mais en absence d’antibiotiques. On définit une concentration
minimale inhibitrice (CMI).

— Action bactéricide. Certains antibiotiques manifestent une action bactéricide. lls tuent les
germes dans le milieu de culture. Au bout d’un certain temps, le nombre de germes viables a diminué
par rapport a leur nombre avant incubation. On définit une concentration minimale bactéricide
(CMB).Lorsque la CMB est beaucoup plus ¢élevée que la CMI on dit qu’il est bactériostatique.

De ce fait, jusqu’aujourd’hui, sur les 10 000 antibiotiques découverts, seulement 150 sont utilisés
en médecine thérapeutique (Walsh, 2003). Environ 80% de ces antibiotiques naturels sont produits
par des bactéries et 20% par des moisissures. Les différents antibiotiques exploités en médecine
thérapeutique peuvent étre classés par leurs structures chimiques et par leurs modes d’action. Les
cibles décritesjusqu’aprésent sont la paroi, la membrane, 1’acide nucléique et les ribosomes des

micro-organismes.

3.1 Les antibiotiques qui ciblent la paroi bactérienne

La paroi bactérienne est une structure rigide composée de peptidoglycane. Il s’agit d’un réseau
tridimensionnel d’acides amines et de chalnes polysaccharidiques, constituées de
Nacetylglucosamine (NAG) et d’acide N-acétylmuramique (NAM). Trois modes d’action sont
utilisés par les antibiotiques présentés par le Tableau 1.
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Tableau 1: Classification des antibiotiques qui ciblent la paroi bactérienne (Bégué et Astruc, 1999;

Perronne,1999)

du

Mode d’action Famille Sous-famille Exemple Spectre d’action
inhibiteurs  de | Pénicillines | pénicilline G Germe a Gram Positif
latranspeptidase
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I i<
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o etanaérobie
imipénéme
Céphalospor | Premiére e ) Germes a Gram positif et &
ines Geénération %N . S Gram négatif
o
O OH
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SYN o ];QVO Pseudomonas
(o)
NH, coo
ceftazidine
inhibiteurs de la | Glyco- Vancomycine Germes a Gram positif
polymérisation peptides

peptidoglycane
inhibiteurs  de
laformation
d’acide N-

AcétyleMurami
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Fosfomycine
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3 \\ OH
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3.2 Les antibiotiques qui ciblent la membrane plasmique

Certains antibiotiques ont pour cible la membrane plasmique bactérienne avec une
actionbactéricide. Ces antibiotiques de type polypeptidique présentent une toxicité lors de
leuradministration. Ce sont des molécules naturelles produites par des bactéries du genreBacillus.

On peut les diviser en deux sous familles.
e Les polypeptides tensio-actifs

11 s’agit des polymyxines ou colistines qui sont des antibiotiques cycliques (Figure 2) isolés de
Bacillus polymyxia. On dénombre les polymyxines A, B, C, D, E, F, K, M, P, S, et T, maisseulement

les polymyxines B et E sont exploitées en thérapeutique.

H—N;i 0\/‘»1)‘\#\ H
o]

N
Hy
H o
H—N H N—H =
\_s_{q,.. H N/
\
/H H H
H—N H N o
\ \
\_\ Ny, H (o]
o H H H “ N_
M o o i Ly Y
% X \
» b H 9 N—H
“OH
Ul H

Figure 2: Structure de la polymyxine M (Kipnis et Guery, 2010)

H
l

Ces antibiotiques agissent comme des détergents de par leur caractére amphiphile ets’insérent
parmi les phospholipides membranaires. Cette insertion perturbe la perméabilitéde la membrane
bactérienne entrainant la mort cellulaire.

e Les polypeptides non tensio-actifs

Dans ce groupe, on note la tyrocidine, la bacitracine et la gramicidine (Figure 3). Ce dernierest

un meélange d’antibiotiques composé de gramicidine A (environ 80%), de gramicidine B(6%) et

gramicidine C (14%) qui sont produits par Bacillus bevis.

Figure 3: Structure de la Gramicidine
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La structure primaire de la gramicidine est composée d’un ensemble d’acides aminés quialternent
les conformations L- et D- (Sarges et Witkop, 1965). Cette alternance va entrainerune variété de
conformations pour sa structure secondaire en fonction de sonenvironnement. Deux formes existent
dont la forme double hélice (ou forme poreuse) et laforme simple hélice (ou forme canal) (Wallace,
1998). En s’insérant dans la membrane plasmique, la gramicidine forme des canaux et augmente

laperméabilité de la membrane (Bourinbaiar et Coleman, 1997).
3.3 Les antibiotiques qui ciblent les ribosomes

Les ribosomes sont des organites présents dans les cellules eucaryotes et procaryotes (cellule
bactérienne). Leur structure se compose de protéines et d’ARN. Ils synthétisent lesprotéines en
décodant I’information contenue dans I’ARN messager. Ces organitescomportent une petite SOUS-
unité (qui se charge de lire I’information portée par I’ARNmessager) et d’une grande sous-unité qui
se charge d’intégrer les acides aminés.

La plupart des antibiotiques qui ont pour cible les ribosomes interférent avec la synthéseprotéique
en induisant des erreurs de synthese ou en inhibant cette synthése. La cellulebactérienne est ainsi
dans une incapacité de synthétiser des protéines qui lui sont vitales.Les familles des antibiotiques

concernées ainsi que leur mode d’actions sont présentées parle Tableau 2
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Tableau 2: Classification des antibiotiques qui ont pour cible les ribosomes (Le Minor et Véron,
1989; Houvenaeghel, 1992; Thévenot, 2003

Mode Famille Sous famille | Exemple Spectre d’activité
d’action
Inducteur Aminosides H Germes a Gram
d’erreurs de He Y~ LN positif
decodage HM Ho ij (saufstreptocoques)
Omwz M, | et a Gram négatif
e~
Netilmicine
Inhibition Macrolides, Macrolides 3" 4 Germe a Gram
del’elongatio | LincosamidesS /S: ond o -, | positif et négatif
n par lesite P | ynergistines(M o:} /—/(;«9735_ sauf Enterobacter et
LS) il Pseudomonas
O\%ZOH
Erythromycine
Lincosamides
Lincomycine
Synergistines Q N H o
Ay rL .
A 2
Nisvard
"o, o
O'KH/N(CZHS)C
Dalfapristine
Inhibition Phénicoles T"' Germe a Gram
del’activite S gy | POsitif et négatif
de lapeptidyl J ] ycompris Neisseria,
transferase O Y streptocoque,
o Y Haemophilus et
G ¢ Salmonelle
Chloramphénicol
Inhibition de | Cyclines HiC . CHs
la fixation de HO\ cHy N
I’AR o
detransfert NH,
OH
OH 0O OH 0 ©
Tétracycline
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3.4 Les antibiotiques qui ciblent ’ARN

Pour ce mode d’action, on dénombre la famille des rifamycines, composée des rifamycines A,B,
C, D, E, S et SV. Ces antibiotiques ont une structure chimique macrocyclique et sont isolésde
Streptomyces nordia mediterranei. La rifampicine (Figure 4) et la rifabutine sont desmolécules hémi
synthétisées a partir de la rifamycine B.

Figure 4: Structure de la rifampicine

En se liant a ’ARN polymérase, ces antibiotiques bloquent la formation de la chaine d’ARN
messager et par conséquent on assiste a un arrét de la synthese protéique.Les rifamycines sont des
antibiotiques actifs sur les bactéries a Gram positif, sur Mycobacterium, quelques bactéries a Gram

négatif et surtout les Neisseria meningitidis (Méningocoque) (Tenstdt, 2010).
3.5 Les antibiotiques qui ciblent ’ADN

L’ADN est la cible des quinolones, qui forment une large famille d’antibiotiques de syntheéseet
dérivent de I’acide nalidixique. Ils sont caractérisés par un large spectre d’activité, unebonne
biodisponibilité orale, et une bonne diffusibilité dans les tissus. Les molécules de cettefamille sont
classées par génération (Figure 5) a I’instar des céphalosporines (Andriole, 2000;Hooper et
Rubinstein, 2003).

11
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Figure 5: Structure de quelques quinolones de différentes générations

Les quinolones de la premiére génération regroupent I’acide nalidixique, 1’acide pipemidiqueet
la fluméquine. lls sont actifs sur les bactéries a Gram négatif et leurs utilisations selimitent
principalement dans le traitement des infections urinaires du fait de leur mauvaisediffusion dans les
tissus.

Dans le groupe de la seconde génération, la norfloxacine est caractérisée entre autres, parl’ajout
d’un atome de fluor a I’acide nalidixique en position Ce et de la pipérazine en positionCy, renforcant
I’activitéantibactérienne. L’ajout du fluor caractérise les fluoroquinolones. Laciprofloxacine dérive
de la norfloxacine avec I’apport d’un radical (cyclopropyl) sur I’azote N1. C’est un groupement qui
améliore la biodisponibilité de la molécule. Toutes cesmodifications chimiques a partir des
quinolones de la premicre génération ont permisd’élargir leur spectre sur les bactéries & Gram
négatif et avec une activité sur Pseudomonasaeruginosa. Leur spectre d’action s’étend sur les
bactéries a Gram positif excluantStreptococcus pneumoniae. Certains antibiotiques de ce groupe
comme la norfloxacine, laloméfloxacine et I’enoxacine, par leur biodisponibilité insuffisante, sont
exploités uniquement dans le traitement des infections urinaires. Les autres antibiotiques tels que
laciprofloxacine, I’ofloxacine sont utilisés pour le traitement d’une grande gamme d’infections.

Concernant les quinolones de la troisiéme génération, on note une activité sur les bactériesa Gram
positif y compris le genre Streptococcus et les espéces Klebsiella pneumoniae etMoraxella
catarrhalis (anciennement Branhanella catarrhalis). Cette derniere activité lesqualifie de «
quinolones des infections respiratoires ». Ce groupe renferme la balofloxacine, la grépafloxacine, la

lévofloxacine, la pazufloxacine, la sparfloxacine et la tosufloxacine.Les nouvelles quinolones dites

12



« de quatrieme génération », en complément du spectred’activité des quinolones de troisieme
génération, ont une activité qui s’étend aux bactériesanaérobies.

Les quinolones sont des antibiotiques qui se présentent avec deux cibles moléculaires dontl’ ADN
et la topoisomérase. Ces antibiotiques possédent une région qui se lie par liaisonhydrogene a I’ADN
bactérien. I s’agit de la région de la molécule qui comporte le groupecarbonyle de la quinone. Cette
molécule établit également une interaction spécifique avecles enzymes de type topoisomérase
(Figure 6). Ce sont des enzymes qui permettent ledéroulement de I’ADN pour sa transcription ou
I’enroulement de I’ADN aprées satranscription. Elles contrélent donc plus loin la synthése des
protéines ou encore la divisioncellulaire de la bactérie. L’interaction des quinolones avec ces

enzymes se fait par lesradicaux qui jouxtent la quinone.

Région de liason hydrogéne avec I'ADN

O O
-
.

R

Région d'auto-assemblage
Figure 6: Régions fonctionnelles des quinolones

Selon plusieurs auteurs, les interactions entre ces antibiotiques avec I’ADN et lestopoisomérases
induisent la formation d’un complexe ternaire qui inhibe 1’activité del’enzyme impliquée dans cette
réaction. Une cartographie de la structure chimique desquinolones qui met en évidence la relation
structure-activité de ces antibiotiques a été doncétablie (Figure 6) (Yoshida et al., 1991; Mitscher et
al., 2003; Shen, 2003).

4. Les résistances aux antibiotiques

La découverte des antibiotiques a constitue un progrés médical extraordinaire, qui a permis
d’améliorer le pronostic des infections. Cependant, une résistance a ces produits s’est rapidement
développée et a évolue jusqu’a constituer un probléme de sante important a I’échelle mondiale. Les
conséquences en sont tres nombreuses, dont une augmentation de la morbidité et de la mortalité, un

accroissement des couts des soins de santé, causé par des hospitalisations plus longues, et la

13
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nécessite d’utiliser des médicaments plus couteux et souvent plus toxiques. Certaines infections
résistent méme a tous les antibiotiques actuellement disponibles sur le marché. (Diallon,2013)

La résistance bactérienne se définit comme la capacité de continuer a croitre ou a survivre
enprésence de I'antibiotique. Les conditions d’activité d’un antibiotique sont de posséder unecible
spécifique, de demeurer sous forme active, d’accéder a la cible et d’interagirefficacement avec elle
en la désactivant. Il existe de nombreux mécanismes aboutissant a 1’expression de la résistance et
suivant soncaractere inné ou acquis : la résistance naturelle et la résistance acquise.

La résistance naturelle est programmée sur le génome et constante a l'intérieur du taxon ;
elleconstitue un critére d'identification stable d’une espéce. Les résistances acquises sont quant

aelles consécutives a des modifications de I'équipement génétique (Diallo,2013)

4.1 Resistance naturelle

La résistance naturelle ou intrinséque a un antibiotique est essentiellement due a la présence de
genes chromosomiques ; elle est donc commune a toutes les bactéries d’'une méme espéce. Elle peut
étre due a des particularités structurales s’opposant a I’action de I’antibiotique sur sa cible comme
la présence d’une membrane externe chez les bactéries a Gram négatif les rendant naturellement
résistantes aux antibiotiques de poids moléculaire élevée comme les glycopeptides. Elle peut étre
aussi due a des particularités métaboliques spécifiques : le bacille de la tuberculose par exemple
n’est sensible qu’a un nombre restreint d’antibiotiques en raison de son métabolisme original. La
résistance naturelle peut enfin étre médiée par I’expression constitutive ou induite d’une enzyme

d’inactivation ou par la mise en ceuvre d’un processus d’échappement vis a vis de 1’antibiotique
(Gansmandel, 2011)

Dans tous les cas, la résistance naturelle fait partie des caractéres normaux de 1’espece ; elle
détermine le niveau de sensibilité « basal » des bactéries et définit le phénotype sauvage d’une

espece. C’est la résistance de classe. Elle est constitutive et touche toute une famille d’antibiotiques
(Gansmandel, 2011)

4.2 Resistance acquise

Ce terme est utilisé pour désigner le résultat d’un processus permettant a des bactéries d’une
espece originellement sensible de devenir résistante a un ou plusieurs antibiotiques L’acquisition de
ces résistances est déterminée par des modifications génétiques consécutivesa des mutations

ponctuelles ou a I’acquisition « de novo » de génes de résistance exogenes.

14
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La capacit¢ de multiplication treés rapide des bactéries favorise la sélection d’éveénements
génétiques favorables et la possibilité d’échange d’information méme entre especes lointaines leur
conférant un trés grand pouvoir d’adaptation aux contraintes du milieu. L’évolution des mécanismes
de résistance aux antibiotiques, et notamment aux [3-lactamines illustre parfaitement ce phénomene.

La résistance chromosomique acquise résulte d’une mutation. La fréquence de ces mutationsest
faible et variable (10° a 10°) mais la mutation est stable et transmissible a la descendance. La
résistance apparait dans ce cas au hasard et n’est donc pas influencée par 1’antibiotique quine fait
que la révéler.

La mutation du géne peut entrainer I’apparition d’une protéine particuliére ou d’unevariabilité
structurelle responsable de la résistance ; elle peut aussi entrainer la disparition oula modification
d’une protéine structurale ou enzymatique normale. En absenced’antibiotiques dans le milieu

exercant une pression de sélection, la plupart des mutantsnaturels vont disparaitre.

4.2.1 Les éléments génétiques mobiles

La résistance aux antibiotiques acquise par les bactéries est principalement due a la présencede
trois types d'éléments extra-chromosomiques portant des genes de résistance : lesplasmides, les
transposons et des cassettes de résistances insérées sur un intégrons (Bennett ,2008 ;Matinez, 2009 ;
Walsh, 2006). Ce type de résistance est transmissible d'une souche ou d'une espéece a une autre
selontrois modes de transmission, a savoir la conjugaison (transfert direct entre deux bactériesayant
établi temporairement un contact physique), la transformation (transfert d'’ADN nu) et latransduction

(transport d’ADN bactérien par des bacteriophages) (Figure 7).

15



Revue Bibliographique

s _
Conjugation | s ol | —
\ X 8
=

|| +transposition/
recombinaison

|| +transposition /
| recombinaison

Figure 7: Les trois modes de transmission du matériel génétique : la conjugaison, la transformation
et latransduction chez les bactéries. Modifiée de (Andersson et al., 2010)

4211 Les plasmides

Les plasmides bactériens revétent une importance toute particuliére dans 1’étude desphénomeénes
de résistance car ils constituent a la fois un vecteur de premier plan pour ladissémination des
résistances et un immense réservoir génétique. Comme les chromosomes, les plasmides codent pour
des protéines et des molécules d'ARN et se répliquent durant lacroissance bactérienne (Synderet al.,
2007). Les plasmides partagent certaines fonctions de partition etquelques recombinases spécifiques
de site avec le chromosome de I'ndte (Synderet al., 2007). Contrairementaux chromosomes, les
plasmides ne portent toutefois pas de genes essentiels a la croissancebactérienne. Ils codent plutot
pour des protéines dont la fonction est de conférer un avantagesélectif comme la résistance aux
antibiotiques ou encore des facteurs de virulence.

4212 Séquences d'insertion et transposons

Les séquences d'insertion, aussi appelées éléments 1S, sont de courtes séquences d'’ADN (0,2 a 6
kpb) qui portent uniquement le géne codant pour la protéine responsable de la transposition, la
transposase, et les sites reconnus par cette enzyme. Ces sites sont des séquences inversées répétées
situées a chaque extrémité de la séquence d'insertion. Généralement d'une taille de 15 a 25 pb, elles
varient de maniere a ce que chaque type d'IS ait des séquences inversees répétées caractéristiques.

Contrairement a d'autres mécanismes qui réorganisent I'ADN, la transposition de ces éléments
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génétiques ne requiert pas de régions d'’homologie étendues pour que la recombinaison puisse
s'effectuer. Ces éléments transposables jouent un role tres important dans I'évolution des bactéries
puisqu'ils sont a lI'origine de multiples réarrangements de leur génome.

Les transposons (2-20 kpb) sont composés de séquences d’ADN qui fonctionnent comme dessites
de recombinaison et de genes codants pour des protéines qui participent a la réaction
derecombinaison. Les sites de recombinaison sont situés aux deux extrémités du transposon
etorganisés en séquences inversées répéetées. La taille de ces répétitions inversées terminalesvarie
entre ~25 et quelques centaines de paires de bases. Les sites de recombinaison ne sontpas des

répétitions exactes et portent les séquences de reconnaissance des transposases.

4.2.1.3 Les intégrons

Les intégrons, plus récemment décrits vers la fin des années 80, jouent un rble majeur
dansl’acquisition et I’expression de geénes de résistance aux antibiotiques, notamment chez
lesbactéries a coloration de Gram négative. Aujourd’hui, alors que I’'implication des intégrons dans
I’adaptation bactérienne au-dela de la résistance aux antibiotiques est avérée, le roled une partie de
ces intégrons, parfois nommés intégrons de résistance (IR), est majeur dans ladissémination de la
résistance aux antibiotiques et notamment chez des souches d’intérétclinique.

Les intégrons ont une organisation commune et sont composés par trois éléments clés : ungene
intl, un site primaire de recombinaison (attl) et un promoteur (Pc) permettant latranscription des
genes capturés ou cassettes. Les intégrons, supports majeurs de la multirésistanceaux antibiotiques,
peuvent contenir jusqu’a 8 cassettes (Cambray et al.,, 2010, Nass et al., 2001). Toutefois,
desintégrons sans cassette ont également été retrouvés (Soto et al., 2003). Pour les intégrons de
classe 1, 2 et3, il a été montré que les cassettes étaient majoritairement composées de génes de
résistancesaux B-lactamines, aminosides (génes aad) et au triméthoprime (génes dfr) (Partridge et
al., 2009, Van Hoek et al., 2011). Plusieurs intégrases d'intégrons (Intl) ont été décrites chez des
souches bactériennes cliniqueset environnementales. Les intégrases des souches cliniques sont
généralement codées par desgenes portés par des plasmides alors que celles des souches
environnementales sont codéespar des géenes situés sur des chromosomes. Les intégrases
appartenant aux intégrons de classe 1, 2 et 3 (Arakawa et al., 1995;Hall et al.,1999 ;Hansson et
al.,2002) de méme que lesintégrases VchintlA (Mazel et al.,1998) et Intl9 (Hochhut et al.,2001)

sont les seules a étre associées a des genes de resistance aux antibiotiques.
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4.3 Mécanisme biochimique des résistances

Les modes de résistance connus actuellement qui résultent de la pression desélection exercéee par
les ATB sont au nombre de quatre :

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

_ L’efflux actif

_ La modification de la cible

_ Ladiminution de la perméabilité (porines) a I’antibiotique

Une méme bactérie peut présenter plusieurs de ces mécanismes de résistance

43.1 L’inactivation enzymatique

Par ce mécanisme, la bactérie acquiert la capacité d’inactiver 1’action des ATBpar la sécrétion
d’enzymes avant méme qu’ils n’aient pénétré au sein du microorganisme (Babic et al.,2006). Les
classes d’antibiotiques visées par ces enzymes sont les 3-lactamines les macrolides lincosamimides-
streptogramines (MLS), les aminosides etles phénicolés.

e Les R-lactamases

La production de bétalactamase est un mécanisme que 1’on retrouve aussi bien chezles bactéries
Gram positives que Gram négative, il s’agit du mode de résistance leplus courant. Le support
génétique qui code pour ces enzymes est soit d’origine plasmidique soit chromosomique. Les R3-
lactamases sont des enzymesd'inactivation de type sérine (classes A, C et D) ou métalloenzymes
(classe B) dontles substrats sont des R-lactamines et qui peuvent étre classées en sous-groupesselon
la structure du noyau de base (péname, oxapéname, péneme, céphéme, oxacépheme, azétididone).
Compte tenu de I'extréme diversité de ce groupeenzymatique, les besoins d'une classification sont
anciens. La premiere classificationbasée sur des criteres scientifiques a été proposée dans les années
75 par Ambler.Elle prend en compte les analogies de séquence peptidique, en particulier celles du
site enzymatique. Ainsi, quatre classes (A, B, C, et D) ont été identifiées.

La classification fonctionnelle de Bush, Jacoby, Medeiros reflete mieux le spectreexact des
enzymes, prenant en compte le profil de substrat (pénicilline, oxacilline, carbénicilline,
céphaloridine, C3G, imipéneme), ainsi que le profil d'inhibition. Ainsiapparait la notion de groupe
fonctionnel tel le groupe 2b qui se subdivise en sousgroupes2ba, 2bc...... Mais ce type d’enzyme a
un potentiel évolutif et une seulemutation (ponctuelle) peut changer le profil d'inactivation et celui
d'inhibition : groupe2b se subdivise alors en 2be. Néanmoins, elle est peu utilisee en pratique
médicale. (Jacoby et al., 2005 ;Bush et al.,1995 ;Philippon et al., 2006).
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e Lesaminosides

L’inactivation enzymatique des aminosides est le mécanisme de résistance le plussouvent
observé. Il permet d’expliquer la résistance de plus de 95% des souchesd’entérobactéries résistantes
aux aminosides, de 95% des souches de Acinetobacterspp., de 50% des souches de Pseudomonas
aeruginosa et de 95% des souches de bactéries a Gram positif (Janna et al.,2006 ;Wright, 2003)

Tous les aminosides posseédent des groupements aminés et des groupementshydroxyles
nécessaires a leur activité et ces groupements peuvent étre la cible detrois classes d’enzymes.
(Azucena et al., 2001 ; Janna et al.,2006; Lambert,1997 ;Wright,1999).

Les phosphotransférases ou APH transférent, un groupement phosphate sur lesgroupements
hydroxylesLes nucléotidyltransférases ou O-adénylyl (ANT ou AAD) agissent par adénylationsdes
groupements hydroxyles. Les acétyltransférases ou AAC catalysent I’acétylation des groupements
aminés. Il convient de noter les points suivants :

- Un seul aminoside peut étre inactivé par plusieurs enzymes

- Une seule enzyme peut inactiver plusieurs antibiotiques.

- Une seule souche peut produire plusieurs enzymes.

Toutes ces enzymes ont une localisation intracellulaire et elles peuvent étre codéespar des genes
chromosomiques ou par des plasmides ou par des élémentsgénétiques transposables ou par des
intégrons.

La résistance d'origine chromosomique est peu importante, car les génes sont soitpeu exprimes
et les souches qui les portent sont faiblement résistantes, soit ils sontnon exprimés et les souches
sont parfaitement sensibles.Un codage par des plasmides ou des éléments génétiques transposables
ou desintégrons est plus fréquent. 1l explique la diffusion importante des genes derésistance aux
aminosides parmi les souches bactériennes.

Le gene majeur de résistance aux aminosides, rencontré chez les bactéries a Grampositif, code
pour une enzyme qui inactive la kanamycine, la gentamicine, la sisomycine, la tobramycine et la
dibékacine. Ce géne est porté par des transposonscomposites ce qui aurait permis sa dissémination
chez de nombreuses espéces debactéries a Gram positif. Le géne codant pour I’APH(3”)-111 présent,

notamment, chezStaphylococcus aureus, a été également retrouvé chez Campylobacter jejuni.
e Les phénicolés

Pour le chloramphénicol et le thiamphénicol, 1’inactivation enzymatique est lemécanisme de
résistance le plus fréquent. Elle agit par acétylation par une chloramphénicol acétyltransférase du

groupement hydroxyle de la molécule. On aidentifié 3 enzymes chez les bactéries a Gram négatif et
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cing chez les bactéries a Gram positif (Wright,2005;Babic et al.,2006). A 1’exception de

Streptococcus pneumoniae, ces enzymes sontcodées par des plasmides. Les chloramphénicols

acetyltransférases sont cependantinactifs sur le florfénicol.

4.3.2 Le mécanisme d’Efflux actif

Ce sont des mécanismes de transport membranaire universellement répandus chezdes organismes

vivants. lls ont un rdle clé dans la physiologie bactérienne : préserver 1’équilibre physico-chimique

du milieu intracellulaire en s’opposant al’accumulation de substances naturelles ou synthétiques

toxiques transport de substances nutritives et export de substances toxiques.On différencie les

pompes a efflux par :

Spécificité ou non des molécules exportées
Structure : une a trois protéines
Type d’énergie nécessaire : ATP ou force proton-motrice

Mode expression : inductible ou constitutif

Il existe cinq grandes familles des systemes d’efflux actif (figure 08)

ABC : ATP binding cassette transporter :12 domaines transmembranaires et un domaine de

fixation de ATP

RND : resistance / nodulation /cell division avec trois composants :

Protéine de transport dans la membrane cytoplasmique

Protéine dans le périplasme formant un canal reliant les deuxmembranes

Protéine dans la membrane externe type porine expulsant le substrat

MFS ou MF: major facilitator superfamily avec 12 ou 14 domaines transmembranaires
SMR : small multidrugresistanceavec 4 domaines transmembranaires

MATE : multidrug and toxic exclusion
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Figure 8:Les 5 grandes familles de pompes d’efflux (Blanco et al.,2013). Chaque famille de pompes est
représentée par un de ses membres. Les principaux substrats efflue et la source d’energie utilisée pour le
transport sont mentionnés. MATE, Multidrug and Toxic Compound Extrusion ; MFS, Major Facilitator

Superfamily ; SMR, Staphylococcal Multiresistance ; RND, Resistance Nodulation Division ; ABC, ATP

Binding Cassette.

Chez les bactéries, il existe des pompes présentes uniquement chez les Gramnégatif c’est le cas
de la Pompe RND, alors que chez les Gram positifs ce sont lespompes MFS et ABC qui sont les
plus répandus.

Le mécanisme de résistance par le systeme des Efflux réside dans 1’excrétion activede I’ATB par
les pompes a protons, il s’agit 1a d’un mode résistance intrinséque des bactéries, toutefois
I’exposition aux antibiotiques entraine la surexpression par mutation de transporteurs, ce qui
entraine une hausse des résistances bactériennesqui peut étre simultanée a des ATB non reliés
structuralement (Chevalier et al.,2008; Shaumacher et al.,2006).Exemples de résistances acquises
dues aux pompes a efflux chez les Gram positif :

Surproduction d’un systéme existant, par mutation (Folster et al.,2009; Zhang et al., 2011)

- CMI augmentées modérément : de 4 a 8 fois

- Exemples E. coli et Gonocoque AcrAB-TolC et MtrCDE : résistance basniveau Tét, Macro
et CMP et sensibilité conservée de FQ et BL

- Exemple Pyo : surexpression de MexAB-OprM : résistance a Tic et Azt etcertaines FQ
5. Les bactéries pathogenes potentiellement résistantes

Actuellement, on compte un peu moins d’une dizaine d’espéces bactériennesconcernées par la
résistance aux ATB. Ces bactéries sévissent pour la grandemajorité en milieu hospitalier et en milieu

institutionnel ; c’est le cas pourStaphylococus aureus méticilline Résistant (SAMR), Pseudomonas
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aeruginosa,Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Clostridium difficile, Enterococcus
résistants aux glycopeptides (EVR) et plus récemmentl’émergence de bactéries « super résistantes
» entérobactéries BLSE (B-lactamasesSpectre Etendue) principalement impliquées dans des
infections nosocomiales(Royce et al., 1994 ;Hocquet et al.,2010 ;Dulon et al.,2011). D’autres
bactéries sont plutét communautaires ; c’est le cas duStreptococcus pneumoniae résistant a la
pénicilline et d’Escherichia coli BLSE (Coque et al., 2008; Dunais et al., 2011). Certaines de ces
bactéries évoluent soit sur un mode pandemique sepropageant de fagon certaine sur tous les
continents ; c’est le cas du SAMR que I’onretrouve également en milieux communautaires depuis
quelques années (Frei et al.,2010). D’autres, en revanche évoluent sur un mode plutét épidémique ;
c’est le cas deClostridium difficile (Clements et al., 2010), des ERV (Dekeyser et al.,2010) et des
entérobactéries BLSE KP oxa 48 (Cuzon et al., 2010).

6. Evolution des bactéries résistantes aux antibiotiques

Les différents modes d’acquisition des résistances donnent une idée de la fréquence de
leursapparitions ainsi que des activités qui les favorisent. L’acquisition de la résistance par
letransfert des genes est celle qui présente la fréquence la plus élevée. Les résistancesbactériennes
acquises par mutation chromosomique concernent 10 a 20% des souchesisolées en clinique
(Courvalin et al., 2001).

D’un pourcentage d’apparition de moins de 10% en 1945, cette valeur atteint environ 80%en
1955. Du fait de I’inefficacité des pénicillines sur les Staphylococcus aureus, d’autresfamilles
d’antibiotiques ont dueétreutilisées. Par conséquent, a cote de I’acquisition de cetterésistance aux
pénicillines, ces souches de Staphylococcus aureus ont acquis de nouvellesrésistances aux
antibiotiques, et sont devenues progressivement des souches multi résistantes.

L’addition des résistances des bactéries est de plus en plus observée et ce phénoméneconstitue
une véritable inquiétude. Les bactéries résistantes a plusieurs antibiotiques sontclassées en fonction
du nombre de famille d’antibiotiques n’ayant plus d’activité sur elles.Par ce mode de classification
basé sur le phénotype des bactéries, on distingue lesmultirésistances de type MDR (MultiDrug
resistant), XDR (Extensively Drug resistant) et PDR(Pandrug resistant).Selon I’ECDC (European
Center for Disease prevention and Control) (2011), les bactériesmultirésistantes de type MDR se
définissent comme résistantes a au moins trois famillesdifférentes d’antibiotiques.Les
multirésistants de type XDR se caractérisent par leur sensibilité a une seule familled’antibiotique
preconisee pour leur traitement.

Enfin, les bactéries multirésistantes de type PDR sont résistantes a toutes famillesd’antibiotiques

disponibles (Magiorakos et al., 2011). Toute bactérie multirésistante de typePDR est aussi une
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bactérie qui remplit les critéres des multirésistances de type XDR qui ellesmémes font partie des

MDR comme I’indique la Figure 11.

MDR

Non - MDR
XDR

Figure 9: représentation des multirésistants de type PDR, XDR et MDR (Magiorakos et al., 2011)

L’acquisition des génes de multirésistance se fait majoritairement par transfertsplasmidiques. Par
ailleurs, il arrive que dans le cas d’une mutation chromosomique, la mutation affecte les porines et
cela induit des résistances simultanées comme par exemplecelles aux [-lactamines et aux
aminosides chez des souches de Pseudomonas aeruginosa. On note aussi par ce mémemeécanisme
des résistancessimultanées aux [B-lactamines, auxquinolones, au chloramphénicol et au

trimethoprime au niveau des souches de Klebsiellaspp, Enterobacter spp. EtSerratia spp.
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1. Les types d’infections et les bactéries en causes

1. L’infection urinaire

L'infection du tractus urinaire (ITU) se caractérise par la multiplication de microorganismes au
sein de l'arbre urinaire (bactériurie) s'accompagnant d'une réaction inflammatoire avec afflux de
leucocytes dans l'urine ou leucocyturie. L'ITU se fait quasi exclusivement par voie ascendante et les
bactéries responsables d'ITU sont presque toujours d'origine digestive. L'appareil urinaire est
normalement stérile, bien que s'ouvrant vers I'extérieur, et la présence de bactéries dans Il'urine
suffirait donc a définir I'I'TU. Mais l'urine est contaminée physiologiquement lors de son émission
par les germes du méat et du tiers inférieur de l'urétre ou du périnée. Aussi, I'examen
cytobactériologique des urines (ECBU) se caractérise par une analyse quantitative de la culture de
I'urine associée a une analyse quantitative de la leucocyturie (Wilson et Gaido 1968)

En outre, l'urine constitue un bon milieu de culture. Aussi, la réalisation et le transport du
prélévement doivent répondre a des regles strictes qui conditionnent I'interprétation de cet examen.
L'ITU est plus particulierement fréquente chez la femme et la jeune fille en raison d'un urétre court,
s'ouvrant a la vulve au voisinage du vagin et de I'anus. Chez le jeune nourrisson avant 3 mois, le
sexe ratio est inversé. Cette plus forte proportion de garcons serait expliquée par une forte
colonisation bactérienne du prépuce a cet age. Cette colonisation rend compte de la difficulté du
prélevement chez le jeune nourrisson male. Le risque d'infection serait moindre chez les garcons
circoncis. (Kass, 1957)

La trés grande majorité des bactéries responsables d'infections urinaires ne sont pas exigeantes

et sont cultivées sur géloses ordinaires (tableau 03). (Francois et al., 2011)
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Tableau 3 : Especes responsables d'infections urinaires (proportion en %).

Especes bactériennes Infections Infections Infections SAU
communautaires nosocomiales d'un
Reéseau AFORCOPI-810 Groupe d'étude hopital
Rapport Onerba 2002 ESCMID pédiatrique
(n=417) Europe c000 2005 (n=221)
(n=421)
Gram negatif
Escherichia coli 68 38 79
Proteus mirabilis 8 7 9
Klebsiella spp. 5 9 3
Pseudomonas 1 6 0,5
aeruginosa
Autres entérobactéries 3 7 1
Acinetobacter spp. 2
Gram positif
Enterococcus spp. 5 17 3
Staphylococcus 3 0,5
saprophyticus
Staphylococcus aureus 3 2 2
Streptococcus agalactiae 3 1
Autres 1 2 1
Levures 10

1.2. Différents facteurs de risque de I’infection urinaire ont été identifiés

* les anomalies anatomiques : chez l'adulte, il pourra s'agir de tout obstacle présent sur les voies
excrétrices (lithiase, hypertrophie prostatique, etc.), et chez I'enfant, de malformations favorisant la
stase urinaire avec en particulier le reflux vésico-urétéral ;

* les anomalies fonctionnelles rencontrées notamment chez le patient diabétique, au cours de la
grossesse ou chez la personne ageée ;

« enfin, les facteurs iatrogeénes, liés a toute intervention sur les voies urinaires, avec en particulier
le sondage urinaire, pour lequel le risque cumulé d'infection urinaire est de 100 % apres 30 jours de
sondage.

L'I'TU peut étre limitée a la vessie (cystite) ou se compliquer d'une atteinte rénale (pyélonéphrite)
caractérisee par la survenue de fiévre et de douleurs lombaires.

L'atteinte du parenchyme rénal fait toute la gravité potentielle de I'infection urinaire. A court
terme, elle peut se compliquer de bactériémie avec localisation secondaire ou de choc infectieux. A
long terme et en cas de répétition, la pyelonéphrite peut étre responsable d'insuffisance rénale et/ou
d'hypertension artérielle.(Wilson et Gaido 1968)
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2. Physiopathologies des pus

Les préelevements appelés « pus » englobent toutes les suppurations, qu'elles soient superficielles
(escarre, ulcere, furoncle, etc.) ou profondes (ostéomyélite, spondylodiscite, d'origine digestive,
etc.). A coté de ces suppurations primitives, on distingue aussi les suppurations secondaires post-
chirurgicales ou post-traumatiques. Ces prélévements de pus sont trés fréquents et constituent une

grosse part de I'activité d'un laboratoire de bactériologie (Denis et al., 2000)
2.1 Pathogenese

Les localisations purulentes sont variées et la nature des agents infectieux impliqués sera aussi
trés diverse. On distingue trois classes :

e classe I : les prélevements proviennent de localisations normalement stériles (cerveau,
adénopathie, bile, os, etc.) et, dans ce cas, si les prélevements ont été effectués dans de bonnes
conditions d'asepsie, les bactéries isolées sont directement impliquées dans le processus infectieux ;

* classes II et ITI : les prélevements peuvent étre effectués soit au niveau de zones profondes
communiquant avec des flores commensales qui peuvent contaminer le prélevement (c'est le cas des
prélevements d'origine digestive) — ce sont les prélevements de classe Il — ; soit dans des zones
superficielles, et ils seront donc contaminés directement par la flore commensale, surtout s'ils sont
effectués par écouvillonnage (c'est le cas des prélevements cutanés a type d'escarre, de brilures, de
morsures, de plaies, etc.) — ce sont les prélevements de classe I11. Les bactéries recherchées seront
différentes selon la localisation de la suppuration, le mode de prélévement (seringue, biopsie,
écouvillon) et le mode de transport (surtout pour la recherche d'anaérobies). Etant donné la diversité
des localisations, tout prélévement de « pus » la nature des agents infectieux impliqués sera aussi
tres diverse (tableau 4) (Dbreuil, 1997)
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Tableau 4 : Microbiologie des infections de la peau.
Tissus non nécrosés Tissus nécrosés
Germes Germes
Tableau Les plus Moins fréquents Tableau Usuels
fréquents
Impétigo S. pyogenes Gangrene | Clostridium perfringens, C.
S. aureus gazeuse septicum
(etc.)
Erysipéle S. pyogenes S. aureus Fasciite Meélange aérobies-
nécrosante anaérobies
S. pyogenes
Ecthyma S. aureus P. aeruginosa Progressif Streptococcus spp.
S. pyogenes + S. aureus (voire Proteus
spp.)
Cellulite S. aureus H. influenzae Cellulite C perfringens
S. pyogenes P. multocida anaérobie | Meélanges aéro-anaérobies
Enterobacteriaceae
Aeromonas spp.
Abces S. aureus
cutaneés
Furoncles S. aureus
Folliculites S. aureus P. aeruginosa

3. Pathologies des liquides d’épanchement

Les liquides d'épanchement correspondent a une quantité anormale de liquide dans les séreuses.
Cette catégorie regroupe :

Les liquides pleuraux ;

Les liquides d'ascite ;

Les liquides péricardiques ;

Les liquides articulaires ;

Les liquides de dialyse péritonéale.

Les liquides d'épanchement peuvent avoir différentes étiologies. Ce sont soit des transsudats
purement mécaniques (cirrhose, insuffisance cardiaque, syndrome néphrotique, etc.), soit des
exsudats consécutifs a une infection ou a un cancer.

Les patients en dialyse péritonéale sont des patients a haut risque infectieux. Les cathéters de
dialyse constituent une porte d'entrée potentielle de bactéries pouvant envahir la cavité péritonéale,
tres frequemment des staphylocoques. L'analyse du liquide de dialyse péritonéale permet d'identifier
la ou les bacteries en cause (Francois et al., 2011)
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3.1 Pathogeneése

Les liquides d'épanchement sont des prélevements précieux a traiter en urgence car l'infection de
ces liquides conduit parfois a des pathologies infectieuses graves, difficiles a traiter, pouvant
entrainer des morbidités et mortalités élevées.

Les arthrites septiques sont des infections sévéres qui peuvent avoir des conséquences
fonctionnelles importantes jusqu'a étre invalidantes. Elles nécessitent un diagnostic d'urgence. Ces
infections sont la conséquence de I'extension d'une infection locale (ostéite, infection des parties
molles) ou d'un traumatisme (injection, pigdre, etc.), ou encore d'une dissémination bactérienne par
voie hématogene & partir d'un foyer primitif (cutané, ORL, respiratoire, urinaire, etc.). Certains
facteurs favorisent ces infections, parmi lesquels le diabéte, un age > 80 ans, une polyarthrite
chronique, une prothese (Grenchert et Jeanne, 2006)

Les bactéries responsables d'arthrites purulentes varient selon I'dge et le mécanisme
physiopathologique de l'infection :chez le nouveau-né et le nourrisson : streptocoque du groupe B,
Haemophilus influenzae, Escherichia coli et Staphylococcus aureus ;chez I'enfant : Staphylococcus
aureus, Streptococcuspyogenes (groupe A), Kingella kingae, pneumocoque ;chez l'adulte :
Staphylococcus  aureus, pneumocoque, Streptococcus pyogenes (groupe  A),
entérobactéries,entérocoques, streptocogues non groupables, méningocogues et gonocoques.
Aprés traumatisme, Pseudomonas aeruginosa, les bactéries anaérobies et Borrelia burgdorferi
(morsures de tiques) peuvent étre impliqués (Grenchert et Jeanne, 2006)

Mycobacterium tuberculosis provoque une ostéoarthrite du genou ou de la hanche, le plus souvent
paucibacillaire (Grenchert et Jeanne, 2006)

Dans les infections sur prothese, les bactéries les plus fréquemment isolées sont : S. aureus, S.
epidermidis, streptocoques, Propionibacterium acnes, entérobactéries, Pseudomonas. Elles peuvent
étre polybactériennes (Grenchert et Jeanne, 2006)

Les pleurésies purulentes sont des infections secondaires de la cavité pleurale, le plus souvent
consécutives a une pneumonie aigué (notamment les pneumopathies d'inhalation) ou a un abceés
pulmonaire. Une inoculation directe postchirurgicale est aussi possible (apres chirurgie thoracique).
Certains facteurs sont favorisants tels que le diabéte, I'éthylisme, le cancer du poumon, les facteurs
a risque de pneumonies d'inhalation. Une pleurésie correspond a une accumulation de liquide entre
les deux feuillets de la plévre. (Grenchert et Jeanne, 2006)

Les bactéries les plus souvent rencontrées chez l'adulte sont les streptocoques oraux, le
pneumocoque, Staphylococcus aureus, les entérobactéries, Pseudomonas aeruginosa et des

bactéries anaerobies. Chez les enfants, les bacteries les plus fréquemment isolées sont : S. aureus,
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le pneumocoque, Haemophilusinfluenzae, Steptococcus pyogenes (groupe A) et les bactéries
anaérobies.

Un épanchement pleural est retrouvé dans 20 a 30 % des tuberculoses pulmonaires, avec plus
rarement un empyéme. Les liquides pleuraux non purulents correspondent le plus souvent a une
insuffisance cardiaque, & une réaction inflammatoire ou a un processus néoplasique (Grenchert et
Jeanne, 2006)

L'ascite correspond a un épanchement intrapéritonéal, le plus souvent abondant, alors que la
péritonite est souvent limitée par une lame liquidienne.

Le liquide d'ascite est souvent stérile. Cette accumulation de liquide dans le péritoine est
retrouvée chez des malades cirrhotiques, insuffisants cardiaques, néphrotiques ou cancéreux.
L'infection du liquide d'ascite fait suite a une bactériémie ou a l'introduction de bactérie lors de
ponction évacuatrice. L'infection du liquide d'ascite chez le cirrhotique intervient dans 10 a 30 %
des cas, dont I'étiologie la plus fréquente est la translocation bactérienne a partir de la flore digestive
ou secondaire & une bactériémie dans le cas d'hémorragies digestives. D'autres étiologies sont plus
rares (origine pulmonaire, urinaire).

Les bactéries les plus frequemment retrouvées sont majoritairement les entérobactéries, puis les
entérocoques, le pneumocoque, les staphylocoques et des bactéries anaérobies. Mycobacterium
tuberculosis peut aussi étre a l'origined'épanchement d'ascite lors de tuberculose péritonéale
(Grenchert et Jeanne, 2006)

La dialyse péritonéale ambulatoire constitue un facteur de risque d'infection. Les sujets en cours
de dialyse font une infection tous les 6 mois environ. 1l s'agit d'une urgence. Le liquide de la poche
de dialyse sera analysé dans les mémes conditions qu'un liquide d'épanchement. Le plus souvent, la
bactérie en cause est un staphylocoque fréquemment multirésistant aux antibiotiques a la suite d'une
pression de sélection constante chez ces patients en dialyse.

Le liquide péricardique correspond a une accumulation de liquide dans la cavité péricardique.
IIs sont le plus souvent secondaires & une pneumonie et sont favorisées par I'immunodépression. Les
especes bactériennes les plus fréquemment isolées sont : S. aureus, pneumocoque, streptocoques
oraux, entérobactéries, Coxiella burnetii et les anaérobies. Mycobacteriumtuberculosis peut aussi
étre responsable d'une péricardite, avec un épanchement liquidien important. Une synthese des
principaux germes retrouves dans ces liquides d'épanchements est présentée dans le tableau 5
(Francois et al., 2011)
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Tableau 5 : Principaux germes retrouvés en fonction des différents épanchements.

Tableau clinique Principaux germes en cause

*Mycobacterium tuberculosis
*Parmi les non-tuberculeux :

— aerobies :

- streptocoques dont S. pneumoniae
Pleurésies - staphylocoques
infectieuses - bacilles a Gram négatif

— anaérobies :

- cocci : Veillonella, Prevotella, Peptococcus, Peptostreptococcus -
bacilles : Bacteroides, Fusobacterium
- Actinomyces, Nocardia

*Bacilles a Gram négatif :

— aérobies :

- Escherichia coli : 60 %

- Klebsiella spp. : 20 %

— anaérobies :

- Bacteroides

*Cocci & Gram positif : Enterococcus

Infections
abdominales

*Pneumocoques, Streptococcus, Staphylococcus aureus, entérobactéries
*Recherches particuliéres : Rhodococcus equi, Legionella, Borrelia,
Péricardites Rickettsia, Mycoplasma, Mycobacterium tuberculosis et mycobactéries
atypiques, Bartonella, Coxiella burnetii, Borrelia burgdoferi

*Sans oublier : virus, champignons, parasites

*Nourrisson/enfant : S. pyogenes (groupe A), staphylococcus aureus,
pneumocoque, Neisseria meningitidis et Haemophilus influenza e,
Kingella kingae

Infections *Adulte : staphylocoques, streptocoques pneumocoques entérocoques,
ostéoarticulaires Neisseria meningitidis gonorrheae, Pseudomonas spp., Entérobactéries
anaérobies

*Recherches particuliéres : M. tuberculosis et mycobacteries atypiques,
mais aussi Brucella, Borrelia burgdorfer, Mycoplasma, etc.

4. Physiopathologies de I'appareil génital féeminin

Les nombreux antibiogrammes réalisés par exces sur des bactéries commensales vaginales
conduisent & des dépenses de santé inutiles et a des traitements inadaptés finalement préjudiciables
a l'état de santé des patientes. En effet, ces antibiothérapies ne soulagent pas les patientes, et
induisent des pathologies vulvo-vaginales et des troubles digestifs parfois majeurs. En outre, elles
favorisent I'émergence dans les flores vaginales, comme dans les autres flores naturelles, de
bactéries résistantes aux antibiotiques, en particulier actuellement des entérobactéries productrices
de B-lactamase a spectre étendu (BLSE) (Nugent et al.,1991)

La concentration bactérienne varie de 10° & 10*2 bactéries par gramme de sécrétion vaginale selon

la nature de la flore. La flore bactérienne dominante est composée d'une diversité de lactobacilles.
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Les espéces les plus souvent retrouvées sont Lactobacillus crispatus, Lactobacillusgasseri,
Lactobacillus jensenii et Lactobacillus iners, mais de trés nombreuses espéces différentes
continuent a étre décrites. La concentration usuelle des lactobacilles en I'absence de pathologie est
située entre 10° et 108 bactéries par gramme de sécrétions vaginales. La flore vaginale normale est
trés diverse. Elle est constituée de 10° a 10® bactéries par gramme de sécrétions vaginales. Les
bactéries d'intérét médical peuvent étre groupées en trois populations de bactéries définies en

fonction de leur origine écologique (Francois et al., 2011) (Tableau 6)

Tableau 6 : Les bactéries d’intérét médical

Groupe | — La flore bactérienne de portage habituel (flore dominante) est spéecifiquement
adaptée a la cavité vaginale : elle est essentiellement constituée de lactobacilles (flore de
Doderlein) de 1 a 4 espéces/femme.

Classiqguement observables a la coloration de Gram sous la forme de gros bacilles a Gram
positif, certaines espéces ont une apparence de bacilles a Gram positif plus fins voire coccoides
en courtes chainettes faisant penser a tort a des corynébacteéries et des streptocoques.

Groupe Il — La flore bactérienne issue de la flore digestive colonise souvent les voies génitales
maternelles. Elle estobservée chez 2 a 80 % des femmes selon les bactéries impliquées. Elle est
constituéee des éléments suivants :

— Streptococcus agalactiae et Enterococcus

— enterobactéries ( Escherichia coli +++), mais aussi Proteus, Morganella, Providencia, Klebsiella,
Enterobacter etSerratia en particulier chez les patientes ayant recu de multiples antibiothérapies
— bacilles a Gram négatif aérobies strictes chez les patientes ayant recu de multiples
antibiothérapies ou ayant étécolonisées par des produits contaminés : Pseudomonas,
Acinetobacter , etc.

— staphylocoques coagulase + et —

— bactéries anaérobies ( Bacteroides spp., Prevotella spp., Porphyromonas spp., Fusobacterium
spp., Clostridium spp.,Peptostreptococcus spp., Veillonella spp., Mobiluncus , etc.)

— Gardnerella vaginalis

— Atopobium vaginae

— mycoplasmes, en particulier Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum ,

— streptococoques viridans (S. acidominimus, S. intermedius, S. morbillorum )

— Candida albicans

Groupe 111 : Des hotes usuels de la flore oropharyngée colonisent plus exceptionnellement la
cavité vaginale. Cela est observé chez 0,1 & 2 % des femmes selon les bactéries en cause. Toutes
les bactéries oropharyngées peuvent étre isolées de la cavité vaginale, mais le plus souvent il
s'agit de :

— Haemophilus influenzae et parainfluenzae

— Streptococcus pyogenes

— Streptococcus pneumoniae

— meéningocoque et autres Neisseria, Branhamella, Capnocytophaga
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4.1 Vaginoses bactériennes

Des syndromes et des tableaux microbiologiques comparables a ce que I'on appelle actuellement
« vaginoses bactériennes » ont été publiés dés la fin du XIX e siecle et au début du XX e siécle. Il
s'agit de perturbation de I'écologie microbienne du milieu vaginal qui induit une prolifération
bactérienne polymorphe (>10% /g de sécrétions vaginales) de bactéries usuellement présentes dans
le vagin (tableau 7). Le nombre de bactéries est 100 a 100 000 fois plus élevé que ce que I'on observe

lorsque la flore vaginale est normale. (Gardner et al., 1955)

Tableau 7 : Principales bactéries de la flore vaginale normale retrouvées en grande quantité dans les
tableaux de vaginose bactérienne et prévalence

Bacteéries Flore normale Vaginoses
Prevotella 40% 91%
Peptostreptococcus 60% 80%

G. vaginalis 11-69 % 90%

M. curtisii et mulieris <6 % 14-96 %
M. hominis 0-22 % 24-75 %
U. urealyticum 50% 50%

M. genitalium 10% <10 %
Atopobium vaginae 0-8 % 40-70 %
Mais aussi : Streptococcus acidominus, S. intermedius,

S. morbillorum, Atopobium rimae, Bifidobacterium urinalis, Leptotrichia amnionii,
Sneathia sanguinegens, etc.

5. Physiopathologies de I’appareil génital masculin

Les pathologies génitales infectieuses sont relativement courantes chez I'hnomme. Trois entités
nosologiques doivent étre distinguées : les ulcérations génitales, les urétrites et les infections plus

profondes (prostatites, épididymites, etc.)
5.1 Urétrites et prostatites

Il est classique de distinguer les urétrites gonococciques, dues a Neisseria gonorrhoeae, et les
urétrites non gonococciques dues a Chlamydia trachomatis, a certains mycoplasmes génitaux
(Mycoplasma genitalium , Ureaplasma spp.), et a Trichomonas vaginalis .

« Neisseria gonorrhoeae est responsable d'urétrite aigué symptomatique, survenant 2 a 5 jours
apres le contact contaminant. L'urétrite se manifeste par un écoulement purulent dans 90 % des cas

; plus rarement, la symptomatologie peut étre fruste.
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« Chlamydia trachomatis (sérotypes D a K) est le principal agent des urétrites non gonococciques.
La symptomatologie apparait en moyenne dans les 10 & 20 jours suivant le contact contaminant.
Dans la moitié des cas, l'urétrite est symptomatique, soit a type d'eécoulement clair, soit a type de
dysurie, pollakiurie ou brdlures mictionnelles ; plus rarement, il existe un écoulement purulent ;
parfois, I'infection est asymptomatique (CLYTI E et al.,2004)

» Mycoplasma genitalium serait responsable d'environ 15 a 25 % des urétrites non gonococciques,
et serait surtout impliqué dans les urétrites récidivantes et les urétrites chroniques, en particulier
chez les homosexuels. L'écoulement est souvent présent, plus volontiers mucopurulent.

« Ureaplasma spp. Est également responsable d'urétrite, mais son implication est plus discutée,
en raison d'un portage génital féminin et masculin totalement L'association Mycoplasma hominis
urétrite masculine, que l'urétrite soit aigué ou chronique, n'a pas été clairement démontrée.

« Trichomonas vaginalis est un protozoaire flagellé responsable de 5 a 15 % des urétrites non
gonococciques.

* Les autres germes sont plus rarement a I'origine d'urétrites : Haemophilus spp., streptocoques,
entérobactéries, etc.

Le principal mode de contamination est la voie canalaire, soit par voie descendante a partir de la
vessie, soit par voie ascendante a partir de l'urétre. Les manceuvres instrumentales (sondage vésical,
endoscopie, biopsie, chirurgie, etc.) sont des facteurs favorisant I'infection.

Les étiologies bactériennes varient en fonction du caractere nosocomial et/ou iatrogene de la
prostatite : Escherichia coli est la premiére cause ; les autres entérobactéries et Pseudomonas
aeruginosa sont plus rarement en cause, de méme que les entérocoques et les mycoplasmes génitaux

(Ureaplasma spp., Mycoplasma genitalium ) (Dominique et al.,2004)

6. Germes pathogeénes des selles

Les diarrhées aigués infectieuses sont responsables, dans les pays en voie de développement du
tiers des déces pardéshydratation. Elles restent fréquentes dans nos régions comme en témoigne la
fréquence des toxi-infections alimentaires familiales ou des collectivités (créches, etc.).

Tous les épisodes diarrhéiques (selles fécales) ou dysentériques (selles aqueuses, non fécales) ne
sont pas infectieux. Toutes les diarrhées infectieuses ne sont pas bactériennes (parasites, levures,
virus). Toutes les diarrhées bactériennes ne sont pas dues a des bactéries spécifiques (diarrhées par
dysmicrobisme, c'est-a-dire par modification dans I'équilibre des flores intestinales). La prescription
d'une coproculture doit étre envisagée aprés avoir éliminé une cause non infectieuse de diarrhée

grace a I'examen clinique et I'interrogatoire.
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De nombreuses bactéries sont incriminees dans I'étiologie des diarrhées infectieuses aigués.
Certaines d'entre elles ont un pouvoir entéropathogéne bien établi (Salmonella sp., Shigella sp.,
Campylobacter sp., Yersinia sp., etc.) (Tableau 8) (Francois et al., 2011)

Tableau 8 : Mécanismes pathogéniques des bactéries entéropathogenes.
Entéro-invasif Cytotoxique | Toxigénique Adhérent
Salmonella C difficile Vibrio cholerae | EPEC
Shigella Shigella Shigella EHEC

Y. enterocolitica | EPEC Y. enterocolitica
Campylobacter EHEC ETEC

D'autres bactéries sont devenues pathogénes apres acquisition de facteurs de virulence. C'est le
cas en particulier d'Escherichia coli, espece représentant 80 % de la flore intestinale aérobie de
I'nomme. E.coli est a la fois une bactérie commensale et une bactérie entéropathogéne par
I'expression de facteurs de virulence acquis et/ou constitutifs. Ainsi, un pouvoir entéropathogene est
actuellement reconnu pour six pathovars d'E. coli :

— Les E.coli entérotoxinogénes (ETEC) sont responsables de diarrhées infantiles dans les pays
en voie de développement et de la diarrhée du voyageur.

— Les E.coli entéroinvasifs (EIEC) sont responsables de dysenteries proches de la shigellose.

— Les E.coli entérohémorragiques (EHEC) sont retrouvés au cours des colites hémorragiques et
du syndrome hémolytique et urémique (SHU) typique.

— Les E.coli entéropathogénes (EPEC) sont la cause de diarrhées infantiles persistantes souvent
épidémiques dans les pays en voies de développement. Certains sérotypes d'EPEC ont également
été incriminés au cours du SHU.

— Les E.coli a adhésion diffuse (diffuselyadhering E.coli [DAEC]) et les E.coli entéroagrégatifs
(EAQQEC) sont a l'origine de diarrhées aqueuses persistantes chez I'enfant.

Le but essentiel de la coproculture est de rechercher, parmi une flore commensale trés abondante,
des bactéries habituellement absentes et réputées pour leur pouvoir pathogene. On peut également,
en plus de la recherche de ces bactéries, mettre en évidence des toxines ou des genes codant pour
les toxines dans les selles (Clostridium difficile, EHEC).

Les recherches sont fonction des différents contextes cliniques ; adulte ou enfant de plus de 2 ans
et contexte par défaut :

- Reéalisation d'une coproculture standard comprenant la recherche de Salmonella spp., de

Shigella spp. Et de Campylobacter spp. (VoireYersinia enterocolitica si le sujet est
diarrhéique).
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Enfant de moins de 2 ans :

- Réalisation d'une coproculture standard en sachant que I'étiologie virale prédomine dans
cette tranche d'age.

Contextes cliniques particuliers :

- Notion de voyage récent en « pays tropical » ;

- Malade sous traitement antibiotique ;

- Toxi-infection alimentaire collective (TIAC) ;

- Patients infectés par le VIH ;

- Syndrome hémolytique et urémique (SHU) ;

- Intoxination alimentaire ;

- Syndrome cholériforme ;

- Détection de colonisation par des bactéries multirésistantes (BMR) ; détection de portage
chez le personnel de restauration (Staphylococcus aureus, Salmonella). (Francois et al.,
2011)

7. Les infections de la sphére oropharyngée

Les infections de la sphére ORL regroupent les atteintes des voies aériennes supérieures, c'est-a-
dire le nez, la gorge et les oreilles.

L'oropharynx est colonisé par de nombreuses populations bactériennes commensales voisines de
celles de la bouche ou du nez. La présence des formations lymphoides des amygdales et du pharynx
(végeétations), constituant l'anneau de Waldeyer, augmente les moyens de défense locaux
antibactériens.

L'angine est une infection douloureuse et fébrile des amygdales voire de I'ensemble du pharynx.
La majorité des angines est d'origine virale. L'angine peut étre isolée ou peut accompagner une
pathologie dont elle constitue I'un des symptomes, souvent le premier (grippe, rougeole, oreillons,
mononucléose infectieuse, scarlatine, rhumatisme articulaire aigu, etc.).

On distingue trois types d'angines a germes spécifiques :

* l'angine érythémateuse ou érythématopultacée due aux streptocoques f-hémolytiques (le plus
fréquent étant le streptocoque du groupe A) ;

* 'angine pseudomembraneuse due au bacille de la diphtérie (Corynebacterium diphtheriae), tres
rare dans nos régions ;

« I'angine ulcéronécrotique de Vincent due a I'association fusospirillaire.
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Le streptocoque B-hémolytique du groupe A (SGA) est le premier agent bactérien en cause dans
I'angine, mais I'angine streptococcique ne représente que 25 a 40 % des angines de I'enfant et 10 a

25 % des angines de l'adulte.

La sinusite aigué purulente correspond a une infection d'une ou de plusieurs cavités sinusiennes

par des bactéries. Les germes les plus souvent rencontrés figurent dans le tableau 9 (Francois et al.,

2011)

infectieux

Tableau 9 : Germes les plus fréquents au niveau des sinus et des fosses nasales dans un contexte

Pus de fosses nasales (sinusite, parfois
rhinopharyngite)

H. influenzae S. pneumoniae,
Moraxella

(Branhamella) catarrhalis

S. aureus

Prélevement de fosses
nasales dans le bilan d'une staphylococcie
récidivante

S. aureus

Sinusite aigué

— Chez I'enfant :

H. influenza e,

S. pneumoniae

— Chez l'adulte :

H. influenza e,

S. pneumoniae,

M. catarrhalis,

S. aureus, anaérobies, Streptococcus
pyogenes (groupe A)

Sinusite chronique

Idem sinusite aigué + bacilles a
Gram

négatif aérobies

+ anaérobies (Fusobacterium spp.,
Prevotella spp.)

+ Aspergillus spp.

Suspicion de coqueluche

Bordetella pertussis
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Matériels et méthodes

1. Materiels et méthodes
1. Objectif du travail

Ce travail représente une étude qui porte une caractérisation biochimique et 1’évaluation dela
résistance aux antibiotiques d’isolats d’origine cliniques. Cette étude a été réalisés dans une période
de 3 mois, a partir de janvier 2017 jusqu’au 30 Mars 2017. Plusieurs types de préléevements et de
produits pathologique ont été étudiés afin d’isoler différents isolats de type bacilles Gram négatif,
L’objectif est d’évaluer la résistance des souches pathogeéne et 1’émergence de résistance aux
antibiotiques chez ces isolats dans la région de Tébessa ce qui a pour but de mettre en évidence le
types des souches bactériennes des différents isolats cliniques dominant de les caractérisés et les

identifiés.

Ce travail a été réalisé au niveau du Laboratoire « Dr Brahimi » a Tébessa, ce dernier est un
laboratoire d’analyse médicale dont plusieurs spécialités, biochimie, microbiologie, immunologie
et hormonologie ; accueillant plus de centaine de patients en moyenne par jour, de différents ages,

construit en 2009.
2. Matériels

2.1 Instrument et appareillages
e Boite Pétri ;

e Gants;

e Anse de platine ;

e Ecouvillons;

e Pince;

e Bec Bunsen;

e Ftuve;

e Réfrigérateur ;

e Portoir;

e Tubesaessai;

e Piedacoulisse ;

e Lames et lamelles ;
e Microscope ;

o Vitek2;
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2.2 Réactifs et produits utilisés

Galerie Api 20 E (Biomérieux) ;
KOVACS;

VPI

VPII

TDA

Huile de vaseline ;

Lugol ;

Violet de Gentiane ;

Alcool ;

Fuchsine basique.

2.3 Les antibiotiques

Matériels et méthodes

Tableau 10 : Tableau des différents antibiotiques utilisé

Famille Les Antibiotiques testé

B-lactamines Céfotaxime (CTX)
Cefoxitine (FOX)

Aminosides Gentamycine (CN)

Amikacine (AK)

Fluoroquinolones

Ciprofloxacine (CIP)

Quinolones Acide.nalidixique (NA)

Sulfamides et associes Sulfamethoxazole+trimet
hroprime (SXT)

Autres Furane (F)
Fosfomycine (FF)
Rofampicine

2.4 Milieux de culture (Annexe 05)

v' Gélose CHROMagar orientation ;
v" Milieu Muller-Hinton;
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3. Méthodes
3.1 Origine de prélévements et la recherche des souches bactériennes

Les prélevements sont de diverses origines, chacun est préleve avec des précautions donnés, les
prélevements provenant de divers produits pathologiques recueilli par le personnel de laboratoire.
Ainsi, des informations concernant chaque prélévement effectué ont été notéesa la réception des

préléevements : type du prélévement, la date, 1’age et le sexe du patient.
3.1.1 Recherche et isolement des germes

On procede directement a une recherche de germes et cela avec un ensemencement en
déchargeant en stries condensées 1’anse de platine du prélévement de produits pathologiques (urine,
pus, prélévement vaginal, sperme, liquides d’épanchement, prélévement de gorge) sur la surface de

milieu sélectif CHROMagar orientation pour I'isolement des bactéries.

3.1.2 Lecture

Aprés ensemencement sur la gélose CHROMagar orientation et incubation a I’étuve a
37°C pendant 24 heures, certains bacilles & Gram négatif se présentent comme suit (figure10) :

E.coli : rose foncé a rougeatre

Klebsiella , enterobacter , citrobacter : bleu metalique

Proteus et providencia : hallo marron

Pseudomonas : créme, translucide
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Figure 10 : L’aspect des colonies sur CHROMagar orientation
3.2 Coloration de Gram

La coloration de Gram est utilisée en microbiologie pour différencier des bactéries Gram

positives et Gram négatives. C’est une étape trés importante dans la classification et la
différenciation des populations de microorganismes.

3.21 Méthode

e Préparation du Frottis

En effectuant une fixation simple a I'eau et a la flamme selon les indications suivantes : sur une
lame, déposer une goutte d'eau stérile. Ajouter a I’anse de platine stérilisée une goutte de la colonie

isolée. Etaler et fixer & la chaleur & environ 40°C pendant 10 & 15 minutes. Poser la lame séchée sur
le portoir reposant sur un bac de coloration.

e Réalisation de la coloration

Coloration primaire : Coloration par le violet de gentiane ou cristal violet. Laisser agir de 30
secondes a 1 minute. Rincer a I'eau déminéralisée.

-Mordangage au lugol (solution d'iode iodo-iodurée) : étaler le lugol et laisser agir 60 secondes ;

Rincer a I'eau déeminéralisée. On peut réaliser une deuxieme fois I'opération identiquement pour plus
de sécurité.
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- Décoloration (rapide) a 1‘alcool (+acétone) : verser goutte a goutte I'alcool ou un mélange
alcool-acétone sur la lame inclinée obliquement, et surveiller la décoloration (5 a 10 secondes). Le
filet doit étreclair a la fin de la décoloration. Rincer sous un filet d'eau déminéralisee.

- Contre-coloration a la fuchsine. Laisser agir de 30 secondes a 1 minute. Laver doucement a

I'eau déminéralisée. Sécher la lame sur une platine chauffante a 40°C, 10 a 15 minutes

3.2.2 Lecture

Les bactéries a Gram + vont rester colorées en violet tandis que celles a Gram — vont prendre la

teinte de la contre-coloration qui sera appliquée dans un dernier temps.

3.3 Méthodes d’identification

Apres la pré-identification des souches par le milieu chromogéne, et la coloration de Gram une
identification compléte se réalise selon deux méthodes, la premiére avec la galerie APl 20E et la

deuxiéme avec un systéme automatiseé Vitek 2

331 Galerie API 20E
3.3.1.1 Principe

L’identification a ét¢ faite par la galerie rapide API systeme (Analytical profil index). API 20E
est un systeme pour l'identification des entérobactéries et autres bacilles a Gram négatifs non
fastidieux, utilisant 20 tests biochimiques standardisés et miniaturisés (figure 12), ainsi qu'une base
de données. Ces galeries API 20E (Biomérieux) sont fournies par I'lPP (Institut Pasteur de Paris), il
s'agit de galerie qui se présente sous forme de produits desséchés que I'on réhydrate par inoculation
de la suspension du germe a tester. (Biomérieux,2000)

Figure 11:Galerie Api 20 E (Biomérieux)
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3.3.1.2 Technique

On réunie fond et couvercle d'une boite d'incubation avec la répartition environ 5ml d'eau distillé
dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide, sans oublié d'inscrire la référence de la souche
sur la languette latérale de la boite.

En effet, on retire la galerie de son emballage individuel et on la dépose dans la boite d'incubation,
puis on prépare l'inoculum bactérien : une colonie dans 5ml d'eau physiologique, son opacité doit
étre équivalente a 0,5 Mc Farland.

Pour inoculer la galerie, il faut remplir & l'aide d'une pipette Pasteur les tubes et les cupules des
tests CIT, VP et GEL avec la suspension bactérienne, et pour les autres tests ; on va remplir
uniquement les tubes (et non les cupules) avec la création d'une anaérobiose dans les tests : ADH,
LDC, ODC, URE, H2S en remplissant leur cupule par I'huile de vaseline stérile.

Enfin, on incube a 37 C° + 1C° pendant 18-24 heures.

3.3.13 Lecture

La lecture des galeries APl 20E se fait selon un tableau de lecture suivant les indications de
Biomériux (Tableaull). Aprés codification des réactions en un profil numérique, on se référe a un
catalogue analytique ou I'identification est donnée avec un pourcentage et une appréciation. (Figure
12)
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Tableau 11 : Tableau de lecture de la galerie Api 20 E (biomérieux, 2002)

Microtube Substrat Caractere recherche Lecture directe ou indirecte (Test si nécessaire) Résultat + Résultat -
ONPG | Ortho-Nitro-Phényl-Galactoside | f-galactosidase Lecture directe
ADH Arginine Arginine dihydrolase
LDC Lysine Lysine décarboxylase Lecture directe -
ODH Omithine Omithine décarboxylase '
CIT Citrate Utilisation du citrate Lecture directe ' .
H;S Thiosulfate de sodium Production d'H25 Lecture directe '
URE Urée Uréase Lecture directe '
—_— Lecture indirecte
TDA Tryptophane Tryptophane désaminase Test - ajouter 1 goutte de Perchlorure de Fer '
N Lecture indirecte
IND Tryptophane Production dindole Test - ajouter 1 goutte de réactif de Kovacs
i o Lecture indirecte (Attendre 10 minutes)
VP Pyruvate de sodium Production d'acétaine Test - ajouter 1 goutte de KOH et d'a-napthol
Gélatine  empnsonnant  des| .. . i
GEL particules de charbon Gélatinase Lecture directe ' .
GLU a ARA | Substrat carboné Utilisation de substrat carboné Lecture directe y— '
Lecture indirecte dans la cupule GLU
NOz/N; |Nitrates (NO3) Nitrate réductase Test : ajouter 1 goutte de réactif de Griess

Ajouter de la poudre zinc en cas de résultat négatif
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Figure 12 : la feuille apreés lecture de code a 7 chiffres

3.3.2 Systeme automatisé Vitek 2 (Biomerieux)
3.3.2.1 Principe

Vitek 2 est un systéme automatisé de détection et d'identification de 1’antibiorésistance proposé
par bioMmérieux (figure 13), y compris des bactéries multirésistantes (BMR). Son concept
d'expertise informatisée est basé sur I'Advanced Expert System, qui permet d'identifier les
phénotypes de résistance par comparaison avec les CMI de référence internationale. Le systeme
expert permet de contourner les difficultés de détection des résistances, notamment celles liées aux
variations des bactéries.

L'automate identifie les bactéries Gram positif en 2 h et les bactéries Gram négatif en 3 h, les
levures en 15 h, les antibiogrammes étant rendus entre 2 et 7 h. Pour le clinicien, ces performances
ont I'avantage de pouvoir prescrire plus précocement 1’antibiotique le mieux ciblé le consommable
se présente sous la forme de cartes miniaturisées de 64 cupules (une par groupe microbien).
(Figurel4)

Vitek 2 peut s'intégrer dans les systémes d'information des laboratoires et des réseaux de
surveillance en temps réel des résistances, en s'adaptant aux spécificités de chaque laboratoire.
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Figure 13 :I’automate Vitek2 avec ses périphériques

1. Interface utilisateur, écran et clavier

2. Porte de remplissage avec indicateur

3. Porte de chargement avec indicateur

4. Porte de collecte des déchets

5. Porte d’accés utilisateur

6. DensiChek plus (densitometre)

7. PC station de travail (environnement Windows + Logiciel de gestion du Vitek 2
Compact)

8. Cassette avec des cartes ID et/ou AST (portoir)

3.3.2.2 Technique

Préparation de la suspension bactérienne ; La préparation de 1’inoculum est toujours manuelle :

- deux tubes secs contenant 3ml de solution saline sont utilisés I’un pour I’identification et I’autre
pour I’antibiogramme.

- avec une pipette, les colonies isolées sont sélectionnées et mises et en suspension homogene
dans les tubes précédents et bien mélangées avec le vortex.

Cette suspension bactérienne est standardisée selon les méthodes appropriées en utilisant le
Densichek Plus.

Le volume de I’inoculum doit étre de 0,5 & 0,63 Mac Farland pour les bactéries Gram négatives.

- Une carte d’identification et une autre d’antibiogramme, sont placées sur la cassette en
plongeant les pailles de transfert dans les tubes contenant la suspension mere.

- Fermeture de la porte aprés le chargement de la cassette dans 1’instrument (chambre

d’inoculation).
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- Le bouton « lancer le remplissage » est actionné ; un voyant lumineux indique au bout de 70

secondes que le cycle de remplissage est terminé.

- La cassette est retirée de la chambre d’inoculation puis placée a I’intérieur du lecteur incubateur

(dans un délai maximum de 10 minutes).
- Un voyant lumineux indique que le chargement des cartes est terminé. La cassette vide est

retirée du lecteur-incubateur.
- L’instrument lit les codes a barres des cartes et de la cassette et envoie automatiquement les

informations au logiciel.
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Figure 14 : 1a carte utilisée apreés ’incubation et lecture des résultats

4. Etude de la résistance aux antibiotiques
4.1 Principe

L'antibiogramme est réalisé par la méthode de diffusion en gélose (méthode des disques), selon
le communiqué du comité de I'antibiogramme de la société francgaise de microbiologie (CA-SFM.
2010), qui repose sur la connaissance du phénotype sauvage caractéristique de l'espéce et de
différents phénotypes de résistance acquis. Ces derniéres sont définies non seulement par des
caractéres de résistance en termes de catégories clinique ("I ou "R"), mais aussi en termes de

diminution significative de sensibilité et par des images typiques (Synergie, Antagonisme)
4.2 Technique

A partir d'une culture pure de 18-24 h sur milieu gélosé Mueller-Hinton, une suspension en 5 ml
de solution saline (0,9 % NaCl) a été préparée en équivalente au standard McFarland 0,5 (~ 108
UFC/ml). A partir de cette suspension bactérienne, une dilution au 1/10 dans I'eau physiologique
(0,9 % NaCl) a été réalisée et bien homogeénéisée ; puis ensemencée par écouvillonnage sur des

boites de Pétri gélosées en Mueller-Hinton.
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e Application des disques d'ATB

Les disques d’antibiotiques correspondant ont été appliqués a 1’aide d’un distributeur ou par un

pince en appuyant légérement ; puis incubés pendant 18-24h a 37°C + 1°C.
4.3 Lecture

La lecture a été faite par la mesurer avec precision les différents diametres des zones d'inhibition,
en comparaison ces résultats aux valeurs critiques figurant dans I’Annexe N°1,2 et 3.

Les bactéries ont été classées dans l'une des catégories : Sensible, Intermédiaire ou Résistance.

5. Tests de détection de Beta lactamase a spectre étendu (BLSE)

Apreés la réalisation I'antibiogramme, en cas de réduction de la sensibilité aux céphalosporines de
troisieme génération, les BLSE ont été mises en évidence par la recherche d'une synergie entre

I'acide clavulanique et les céphalosporines de troisieme génération selon les techniques suivantes.

5.1 Test de synergie
511 Principe

Le teste de synergie permet la détection de B-lactamases & spectre étendue chez une souche
donnée. Ces enzymes peuvent étre mises en évidence par la méthode des disques, qui consiste a
rechercher une image de synergie entre un disque d'antibiotique contenant un inhibiteur de B-
lactamase et les disques de céphalosporines de troisieme génération (cefotaxime, ceftazidime et

céfepime) et I'aztréonam. Cette image dite en "bouchon de champagne™.(Jarlier et al. 1988).
51.2 Technique

La recherche de P-lactamase a spectre étendue est fait dans les conditions standard de
I'antibiogramme, puis en disposant les disques d’ATB : un disque d’Amoxicilline + acide
clavulanique (AMC 20/10) et les disques de C3G (CTX 30ug, FEP 30ug, CAZ 30ug) et 1'aztréonam
(ATM 30pg) a une distance de 20 a 30 mm sur les boites de Pétri (Figure 15). Incubation pendant
18 heurs a 37°C * 1°C.
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Figure 15 : Disposition des disques d’antibiotiques pour le test de synergie.

51.3 Lecture

La production des enzymes BLSE se traduire par I'apparition d'une image de synergie ou bouchon

de champagne entre les disques d'AMC et les C3G.
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V. Résultats et discussion
1. Souches bactériennes

Les résultats de la mise en culture on permet d’obtenir une collection de 211 souches qui ont était
isolés de différents origine 92% des isolats répartis aux urines, 3% aux prélévements de pus 2% aux

spermo-culture et 1% aux prélévements de gorge et d’oreille respectivement (figure 16)

gorge

; %
oreille pv

1% 1%

Figure 16 : réparation des isolats clinique selon I’origine

2. Répartition des souches selon I’orientation de milieu

Les 211 souchesde bacilles Gram négatif isolées et purifiées sur le milieu primaire d’orientation
qui permet la différentiation des souches selon leurs couleurs donc les pré-identifiés (figure 17). Les
souches sont réparties en plusieurs especes selon 1’orientation du milieu : 104 isolat d’Esherichia
coli, 72 isolats de Klebsiella pneumoniae, 14 isolat Pseudomonas aeruginosa , 11 isolat Proteus
mirabilis, 8 isolats d’Acinetobacter baumannii (Tableau 12)

Le tableau détaillé des prélevements et des résultats est représenté dans 1’annexe 4.
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Figure 17 : forme typique des clonies obtenues

Tableau 12 : répartition des isolats

Les espéces Nombre d'especes
Acinetobacter baumannii 8

Escherichia coli 104

Klebsiella pneumoniae 72

Proteus mirabilis 11

Providencia stuartii 2

Pseudomonas aeruginosa 14

Total 211

Ce milieu a servi a un gain du temps en cas de présence d’une contamination ou une flore mixte
ou I’antibiogramme n’aura pas rétablie, des études approfondies ont était faites par Ods en 1994 aux
états unis en utilisant ce milieu de pré-identification

CHROMagar orientation semble étre un milieu bien adapté pour le laboratoire bactériologique.
Il peut servir d’un milieu d'isolement primaire et différentiel auxisolats cliniques de divers sites de
prélevement. Le milieu aide a la détection, I'identification présumée, et différenciation de quelques
bacilles Gram négatifs, particulierement quand des données biochimiques incertaines sont obtenues,
et la détection des cultures bactériennes mixtes, de sorte que 1’identification et I’antibiogramme plus
exactement soient rapportées.

« Le mélange chromogeéne » des substrats dans I'agar semblent étre enzymatique spécifique au
genre et/ou a l'espece pour certains bacilles Gram négatifs et des especes entérococciques sont
généralement plus  rencontré. Des Espéces moins fréquemment trouvées de famille
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Enterobacteriaceae et d'Enterococcus spp on besoin d’étre mieux étudi¢ avant de mettre en compte
leurs couleurs déja apparu. CHROMagar orientation est utile dans l'interprétation des résultats de
culture sans identification compléte du microorganisme. A cet effet, nous soulignons toujours que
les espéces identifiees selon des caracteristiques différentielles sur un milieu primaire sont
seulement une procédure de dépistage et peuvent ne jamais servir a remplacer une identification

complete et les tests approprié (Oddset Bernaerts. 1994).

3. Coloration de Gram

Pour cela une coloration de Gram était établie comme un test confirmatif pour quelques souches

(figure 18)
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Figure 18 : Coloration de Gram pour quelques especes
4. ldentification
Cette étape a été réalisée par deux méthodes :

4.1 Galerie biochimiques Api20 E

Aprés une pré-identification des 211 isolats 07 isolats d’entre eux ont subits une identification
compléte avec la galerie api 20 E (figure 19), les résultats ont étaient interprété avec le profil

biochimique composé d’un code de 7 chiffres dans le tableau suivant : (tableau 13)
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Tableau 13 : Les espéces identifiées par Api 20 E

Code de I’éspece Profil biochimique Espéces

ICY196 0234000 Providencia stuartii
ICY230 2206002 Pseudomona aeruginosa
ICY177 5043102 Escherichia coli
ICY193 5044102 Escherichia coli
ICY183 0337000 Proteus mirabilis
ICY201 5044552 Escherichia coli
ICY151 0536000 Proteus mirabilis

Figure 19 : une espéce Proteus mirabilis identifié par Api 20 E (ICY83)

4.2 Systéme automatisé vitek?2

Parmi les 211 isolats cliniques obtenues 40 isolats bacilles Gram négatif d’entre eux ont subit
des identifications complétes et antibiogrammes réalisé par Vitek 2 compact, les résultats sont

affichés avec le logiciel 1i¢ a I’automate sous forme des rapports apparait comme suit (figure) :
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Ce systeme automatisé fournit une identification et réalise des tests caractéristiques en quelques
heures, qui différent de son ancien modéle par I’identification définitive des bacilles Gram négatif
et quelques Enterococaceae en 3 heures en utilisant une nouvelle technologie basée sur fluorescence
extrémement sensible en détectant les changements métaboliques (Funke et al.,1997) la surveillance
continue des réactions permet une identification plus rapide par rapport aux systémes classique qui
nécessite une incubation de 24 h. d’ailleurs la cinétique de croissance dans ce systéme est

continuellement surveillé et d’un algorithme qui ne dépend pas des especes pour déterminer les CMI

(Gayral et al.,1997)

5. Répartition des Bacilles Gram négatif fermentaire

Apres ’identification des 211 souches de bacilles Gram négatif de différentes origines ; 189
isolats d’entre eux sont classée parmi les enterobactéries ; Esherichia coli représente 1’espece la
prédominante avec un pourcentage de 55 % ensuite Klebsiella pneumoniae (38%), Proteus mirabilis
(6%) ,Providencia stuartii (1%) (figure 21)

Total

1%

.*\

Figure 21 : Répartitiondes entérobactéries

M E.coli
H klebsiella
proteus

H providencia

Ce qui est approximativement semblable a des résultatsau Maroc parmi 511 souches
d’entérobactéries isolées chez des patients consultants a 1’hopital de Moulay Ismail a Meknes,
Escherichia coli représente 1’espéce prédominante (80 %), suivi de Klebsiella pneumoniae spp. (10
%) et de diverses autres especes (10 %) : Proteus mirabilis, Citrobacter freundii, Enterobacter
cloacae(Lahlou et al.,2009)
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6. Répartition des bacilles Gram négatif non fermentaire

Les résultats des bacilles Gram négatif non fermentaires sont de 22 isolats, provenant de diverses
origines, ou 64% de ces bacilles sont des Pseudomonas aeruginosa, et 36% des Acinetobacter

baumannii. (Figure 22)

acinetobacter
36%

pseudomonas
64%

Figure 22 : Répartition des bacilles Gram négatif non fermentaire

Ces résultats se contredisent avec ceux obtenus a la ville de Telemcen ou la répartition des
Pseudomonas aeruginosa dans ma recherche a été plus élevé, ou dans leur recherche sur un total de
44 bacilles Gram négatif non fermentaires identifiés, 36 ont été isolés a partir des patients (72%),
dont 21Acinetobacter baumannii (58.3%)et 15 Pseudomonas aeruginosa (41.7%)(Rabhi, 2012)

7. Répartition des espéces bacilles Gram négatif selon 1’origine

Le nombre d’espéces selon leurs origines, pour Esherichia coli : 100 souches a partir des urines,
une souche a partir de pus, deux souches dans les prélevements vaginaux et une souche dans le
sperme.

Pour Klebsiella pneumoniae : une souche isolée a partir d’un prélévement de gorge, 4 souches a
partir de pus, une souche dans les prélevements vaginaux, 2 souches a partir du sperme et 64 souches
dans les urines ; pour Proteus mirabilis 10 souches ont étais isolées des urines et une du sperme ;
pour Providencia stuartii 2 souches trouvées dans les urines et enfin Pseudomonas aeruginosa 11
souches ont était isolé des urines, 2 autres de pus et une de I’oreille. Les 8 isolats d’Acinetobacter

baumannii sont d’origine urinaire (figure 23)
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Figure 23 : Présentation des genres selon leurs I’origine

Donc on constate que la pluparts des isolats sont obtenus a partir des urines, I’infection urinaire
constitue une des infections bactériennes communautaires les plus fréquentes

L'espece E. coli est le germe le plus freqguemment isolé dans les infections urinaires. Ces résultats
concordent avec ceux de I'étude réalisée par (LEMORT et al., 2006) mettant en relation la présence
de cette bactérie avec la physiologie de l'infection urinaire qui est en général ascendante, et il existe
une forte colonisation du périnée par les entérobactéries d'origine digestive, et en particulier E. coli.
A cela, s'ajoutent des facteurs spécifiques d'uropathogénicité. Ainsi, E. coli possede des andésines,
capables de lier la bactérie a I'épithélium urinaire et d'empécher son élimination par les vidanges
veésicales (Sekhsokh et al., 2008).

Mais pour les autres espéces nos résultats ne sont pas concordant avec ceux en France que des
études montrent que la distribution des souches en prédominance de 2 espéces : P. aeruginosa (23
%) et E. coli (22 %). Puis, par ordre de fréquence décroissante, on trouveAcinetobacterspp (12 %),
Klebsiella pneumoniae (8 %), Proteus mirabilis (7 %), Enterobacter cloacae (6 %) et Serratia spp
(6 %) (Scheftel et al.,1991)

Et en deuxiéme lieu I’infection vaginale et les infections génitales masculine due a Esherichia
coli et Klebsiella pneumoniae dans le cas d’une vaginite bactérienne les entérobactéries ont une
place ce qui a conclu (Bohot et al.,2012) dans leurs étude en citant que Parmi les especes
bactériennes isolées dans les 9 cas de vaginites bactériennes avec prédominance d’un ou de plusieurs

germes, ont eté identifiés : 11 streptocoques, 4 entérobacteéries 4 staphylocoques. (Bohot et al.,2012)
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En revanche, en France selon des études, les bactéries a Gram négatif représentent 95 % des
germes en cause dans les prostatites. A lui seul, Escherichia coli représente 80 % des germes
retrouvés ,32 Plus rarement il s’agit de Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosaou Enterobacter. Les autres bactéries a Gram négatif sont devenues exceptionnelles
(Dominique et al.,2004). Ce qui est proche des résultats déja obtenus

Généralement 1’origine des pus diagnostiqué est le pied diabétique, nos résultats indiquent la
présence des entérobactéries et des bacilles Gram négatif non fermentaires, ces résultats sont
proches des résultats obtenu a Merrakech en 2016 , ou la répartition par familles a objective la
predominance des entérobactéries qui représentaient 42.7% des isolats, suivies des staphylocoques
(24,7%), des streptocoques (15,8 %) puis des bacilles & Gram négatif non fermentant qui occupaient
la quatrieme place avec un taux de 14,6% (Labani, 2016)

Pour les otites une souche de Pseudomonas aeruginosa a était isolé, ce résultat concordant a celui
en 1989a Dakkar, que chez l'adulte, c'est souvent une otite externe qui, par ailleurs, survient a tout
age. L'examen bactériologique identifie en général un bacille a Gram négatif (surtout Pseudomonas

aeruginosa) (Badara,1998)

8. Répartition des isolats selon le sexe

Nos résultats a propos de la catégorie de sexe la plus touché des infections par les bacilles Gram
négatif montrent que les femmes sont les plus touchés par les infections et surtout 1’ infection urinaire

car ¢’est I’infection la plus fréquente (figure 24)
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Figure 24 : répartition des especes selon le sexe ;

(F : feminin ; M : masculin)
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L'importance des infections urinaires chez les femmes peut étre expliquée, d'une par l'existence
de deux pics, l'un au début de I'activité sexuelle et l'autre en période post ménopausique et ces
identifications surviennent plus fréguemment chez la femme que chez I’homme dus a des facteurs
anatomique et physiologique favorisant spécifiqguement l'installation des germes pathogénes (Urétre
court, grossesse...) et d'autre part par le fait que ces derniéres soit plus récences grace au nombre
d'ECBU demandeés aux femmes enceinte. En effet, dans leur étude épidémiologique, Coron et al, en
2008signalent que 40 a 50% des femmes ont au moins une infection urinaire au cours de leur
existence. Chez I'nomme, la fréquence augment apres 50ans, relation notamment avec la pathologie

prostatique (Coron et al, 2008).

9. Evaluation de la résistance aux antibiotiques des entérobactéries

L’antibiogramme effectué¢ sur chaque espéces d’entérobactéries a permis d’étudier leurs profils
de résistance vis-a-vis des antibiotiques testés .Les résultats de I’étude de la résistance des 189
isolats d’entérobactéries aux 09 différents antibiotiques utilisés sont illustrés dans la figure 25
montrent que presque 95 % des souches sont sensible a la cefotaxime et cefoxitine ou les taux de
sensibilité de Hamze et Izard en 1999 sont proche de les notre car La résistance a la céfotaxime est
faible ; presque toutes les souches de E. coli et de Proteus mirabilis sont sensibles. (Hamze et Izard
, 1999), et aussi ceux en France ou La résistance au céfotaxime est rare (98 % de souches
sensibles)(Maurin et al.,1995)

En ce qui concerne les aminosides ; 1’amikacine est efficace contre 100% des souches testé et
8% des souches sont résistants a la gentamicine. Ces résultats sont concordant a ceux de Pons et son
équipe en 1976 qui ont conclu leur recherche en disant que I'amikacine est actuellement parmi les
antibiotiques aux quels nous avons fait référence, celui qui touche le maximum de souches, quels
que soient I'espéce ou le genre, aux concentrations humorales obtenues avec la posologie habituelle
; c'est donc celui qui a le plus de chance d'étre thérapeutiqguement actif (Pons et al.,1976)

Ainsi les quinolones, 37% des souches marquent une résistance remarquable a 1’acide
nalidixique ; Pour lesfluoroguinolones, 90% des souches d’entérobactéries sont sensibles a la
ciprofloxacine. Face aux autres familles d’antibiotique comme les sulfamides et associés une
résistance a été observée chez 52% des souches d’entérobactéries. Ces résultats sont proches a ceux
obtenus au Maroc, d’ou les taux de résistance les plus élevés sont obtenus pour le triméthoprime
sulfaméthoxazole (50%), suivi de 1’acide nalidixique (26,52 %) et de la ciprofloxacine (20 %).
(Elotmani, 2010)

Les fosfomycines ont montrés une activité sur 95 % des souches. Enrevanche 18% des souches

sont classées d’une sensibilité intermédiaire en testant les furanes ces résultats sont relatifs a celuiqui
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atrouvé en 2011 au Maroc qu’une grande sensibilité des souches étudiées vis a vis de la fosfomycine
(92.89%), qui s’explique par la faiblesse relative des prescriptions (Esskouri, 2011)

En plus, la fosfomycine est épargnée des mécanismes de résistance multiples auxquels sont
exposeés les autres antibiotiques en raison de sa structure unique et son mode d’action (Falagas,
2008).
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Figure 25 : profil de résistance aux antibiotiques des entérobactéries

(R : résistant ; S : sensible ; | : intermediaire ; SXT :Sulfamethoxazole+trimethroprime)

10. Bacilles Gram négatif non fermentaire

10.1Evaluation de la Résistance aux antibiotiques des Pseudomonas aeruginosa

Les résultats de I’étude de la résistance aux antibiotiques des 14 souches de Pseudomonas
aeruginosa aux 07 différents antibiotiques obtenus. Les résultats sont illustrés dans la figure 26. En
analysant les profils de résistance aux antibiotiques des 14 souches de Pseudomonas
aeruginosaétudiées, on note une résistance vis-a-vis la cefoxitine ou 79% des isolats sont résistants
une faible résistance a la cefotaxime soit 25%. En revanche, pour les fluoroquinolones toutes les
souches (100%) étaient sensibles a la ciprofloxacine. Concernant les furanes, on observe une
résistance marquée del00% des isolats. Par ailleurs, vis-a-vis des, les sulfamides un taux de
résistance de 95% a été détecté ; quant aux aminosides, ces derniers restent actifs sur 100% de

souches etudiées par la gentamicine.
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Ce qui n’est pas le cas des taux de résistance trouvé par Rabhien 2012 a la ville de Tlemcen en
trouvant que les taux de résistance pour ciprofloxacine sont de 29.41% et de 23.52% pour la
gentamicine (Rabhi, 2012)

10.2Evaluation de résistance des Acinetobacter baumannii

Les isolats étudiesprésentent une forte résistance a la fosfomycine avec taux de 59 % ; ensuite
vis-a-vis la rifampicine avec un taux de 30 %. En revanche les isolats marquaient une sensibilité
remarquable a I’amikacine, la ciprofloxacine, furane, gentamine et les sulfamides (figure 27)

Ces résultats sont proches a ceux de Maurin et son équipe qui ont remarqué une activité des
fluoroquinolones faible 36 % de souches sensibles a la ciprofloxacine. Avec plus d'une souche sur

deux résistantes aux aminosides (Maurin et al.,1995)
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Figure 27 : Profil de résistance aux antibiotiques des Acinetobacter baummanii

(R : résistant ; S : sensible ; | : intermediaire ; SXT :Sulfamethoxazole+trimethroprime)
11. Recherche des B-lactamases a spectre etendues (BLSE)

En recherchant les entérobactéries BLSE avec les tests sur une vingtaine des souches
d’entérobactéries, les résultats sont notés négatif, donc absence de synergie entre les antibiotiques

testés (AMC : Amoxcilline+ ac. Calvulanique ; CTX : Céfotaxime et AT : Aztreonam) (figure 28)

Figure 28 : Tests de synergie de quelques isolats d’entérobactéries
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Les bactéries productrices de BLSE constituent une préoccupation majeure en milieuhospitalier
en raison de leur diffusion épidémique et de leur multirésistance aux antibiotiques. En effet, les
BLSE sont retrouvées chez une vaste proportion de bacilles a Gram négatif, maisles entérobacteries
représentent les germes les plus incriminés (Gniadkowski. 2001).

Cette étude est assez différente de celles retrouvées dans d’autresétudes nationaux publiés
jusqu’alors au Nord d’ Algérie, ou des prévalences €levées ont étérapportées, soit 39.22% a Tlemcen
(Baba Ahmed-Kazi Tani et al. 2014), et 31.4% a Annaba (Nedjai et al. 2012).

En conclusion, en attendant des résultats d'autres études en milieuhospitalier, on est tenté de dire
qu'ilexiste une grande différence entre le niveau de résistance des bactéries a I'hdpital et en pratique
de ville, lorsqu'on analyse de prés les résultats ci-apres : retrouvés par autre auteurs en pratique
hospitaliére :

405 souches d’entérobactéries ont été identifiées au laboratoire debactériologie médicale a
I’Hopital de Laghouat. La prévalence des entérobactériesproductrices de BLSE est assez importante
en milieu hospitalier, soit 7,4% ; avec uneprédominance de souches Escherichia coli (43%), suivis
Klebsiella pneumoniae (30%), Enterobacter cloacae (20%), et Citrobacter freundii (7%). Les
entérobactéries productricesde BLSE sont tres dispersées dans le temps et les services (Lagha,2015)

Au niveau du service de réanimation au CHU de Tlemcen. En effet, les résultatsmontrent que les
fréquences d'isolement des souches d'Acinetobacter baumannii et dePseudomonas aeruginosa sont
tres importantes, ainsi que les niveaux de résistance vis-a-visde certaines classes d'antibiotiques
comme l'imipenéme sont devenus inquiétants. Les taux derésistance des isolats de Pseudomonas
aeruginosa sont trés inférieurs par rapport a ceuxobservés pour Acinetobacier baumannii.
(Rabhi.2012)

Dans le cas de cette étude les isolats ont étéobtenuesa partir des prélevements recueillis dans un
laboratoire privé « Dr Brahimi » ce qui laisse supposé que 1’obtention des souchesproductrice de
BLSE est plus fréquente en milieu Hospitalier oule taux de prelévementsrecueilli parle personnel
est nettement plus élevé en comparant celuirecueilli dans des laboratoires a titre privée ceci est peut-

étre du au coup del’analyse en comparant a celui de la prise en charge publique.
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Conclusion et perspective

On rapporte dans mon travail, 1’analyse bactériologique de différents isolats clinique selon
différentes originesdu milieucommunautaire dans un laboratoire d’analyse médicale a la ville de

Tébessa dans une période de 3 mois.

Ce travail a vise les bacilles a Gram négatif, car ils sont classés les plus responsables des
infections, cette recherche ma permis de distinguer deux groupes de bacilles Gram négatif, les
bacilles Gram négatif fermentant ou les entérobactéries en premier lieu et les bacilles Gram négatif
non fermentant (Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter bummanii) en deuxieéme lieu avec un
pourcentage de 89% et 7% respectivement du taux de isolats obtenu. Ces isolats en étant répartie
selon leurs origines, 92 % des souches d’origine urinaire ce qui montre une fréquence élevée des

infections urinaires.

Les résultats des pré-idetification par mise e culure sur gélose CHROMagar ont pu rattachés 104
isolats a I’espece E.coli, 72 isolats a Klebsiella spp, 11 isolats a Proteus spp , 2 isolats & providencia
spp , 14 isolat & pseudomonas et 8 isolat a Acinetobacter spp

Les résultats d’identification par le systéme api 20 E et le systéme automatisé vitek 2 ont
confirmés 1’appartenance des isolats obtenu aux espéces suivantes : Acinetobacter baumannii
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Providencia stuartii et Pseudomonas

aeruginosa.

L’évaluation de la résistance de 1’ensemble d’isolats est importante, les résultats montrent une

activité remarquable de la plupart des molécules d’antibiotiques testés sur les différentes souches.

Les entérobactéries montrent une résistance naturelle aux sulfamides et associés avec un

pourcentage de 50% des souches ensuite, 37% aux quinolones a 1’acide nalidixique

Pour les  bacilles Gram  négatif non  fermentant aussi  les  souches
dePseudomonasaeruginosamontrent une résistance élevée aux sulfamides et associés, en suite aux
B-lactamines avec (77.78% des souches a la céfoxitine et 30% des souches & la céfotaxime) et en

fin aux furanes et aux fosfomycines avec des taux de 100% et 60% respectivement.

On a donc noté une absence des BLSE et d’émergence des souches résistantes aux antibiotiques
dans le milieu communautaire de la ville de Tébessa, ce qui n’est pas inquiétant par rapport aux

autres villes nationales.



En perspective de ce travaille il était nécessaire de continuer le travaille sur :

- Recherche des BLSE par le test du rapprochement des disques et celui du double disque afin
de confirmer la négativité ou la positivité du test de synergie.

- Recherche moléculaire des génes de résistance

- lIsoler et caractériser des isolats a partir de milieu hospitalier afin de réaliser une

étudecomparative surla résistance des souches obtenues.
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Annexe N°1 : Valeurs critiques des diametres des zones d'inhibition et des CMI pour les
entérobactéries (CA-SFM. 2010).

Inametres critigues Concentrations
Famailles Antibiotigues Siemes Charge (1mm) critigues {(mg'L}
d' Antibictigues testes EHEE 1 des dizques |Senzihle | Bésiztante| Sensible |Résistante
5 E 5 E
Cefalonine CF g =18 12 =3 32
Amemcilline AME 2ing =21 16 =4 -3
Amoxicilline + P S - . 4 ."|
Ac clavalamique ANIC 20/10ps =21 16 =42 a2
Ticarcilline TIC Toug =24 22 =8 16
Ticarcilline + S - - - e .
Ac clavalanique TCC 75/10pg =24 22 =B 1672
Pipéracilline FIP Tiug =20 16 =5 16
Ppecilinetaze | ppz | 750002 | =21 17 =8/4 1614
actam
- —
. C‘*ﬂz?‘d’m. FAe lcazcv| 30/10ps =26 19 =1 8
B-lactamines clavulanigue
Arfréonam ATM lpg =27 21 =1 -8
Cefotaxine CTX lpg =25 23 =1 2
Ceftamidime CAZ lpg =25 19 =1 -3
Cefepume FEP g =24 17 =1 -3
Cefprome CPO ug =24 17 =1 -3
Cefome CFM I0us =25 22 =1 -2
Cafuroxmme O lpg =23 22 =5 -3
Cafoxitine FOX Iug =22 15 =8 32
Imipeneme PN 10ps =24 17 =2 -8
Kanamycine K W0pg =17 15 -8 16
Tobramycine T 10ps =18 16 =2 4
Aminoszides
Amikacme AN I0ps =17 15 =8 16
Centapacme Gl 15us =18 16 =2 &
Métlmicine MET lug =21 19 =2 -4
Ofloxacme OF X Spg =25 22 =05 -1
Quinclones — | 0 g 0 cime P Sug =35 22 0.5 1
Fluoroguinolones
Ac nahdeque NA Iuz =20 15 =3 16
Sulfarmdes I 200pg =17 12 =64 256
Sulfamides-
Trimethoprimes Trmeathoprine TMP Spg =20 16 =2 <4
Triméthoprime’ 1,25%723.75 R - -
Sulfamethoxasole SHT e =16 13 =2/38 4T
Chloranmphenicol C I0uz =23 23 =8 ]
Tetracycline TE I0uz =19 17 =4 -8
Dhvers
Colistine C5 50ug =15 15 =2 2
Fosfomneine FOS S0ug =14 14 =32 32




Annexe 2. Concentrations et diametres critique et regles de lecture interprétative
pourPseudomoizas aeruginosa (CA-SFM, 2010)

M T (r'oncemréﬁ(;n.s ﬁ—irl)lamétrés‘
- Charge du |
‘ Antibiotiques Sigle ) ‘ critiques (mg/l) critiques (mm)
3 disque " R S R
| [ Cetangime | CAZ | e | =8 | S8 [0 [ < |
i 'Wm(‘et'sulodinc t ;¥(“F§_i*_l;‘?{l'— L l_jz B _2_6_“ k 337:
i Béta-lactamines Céfopérazone — 10ug | <2 .3 | 24 <17
| it IMP 10ug T = 8 | = | 7 _ﬁ
i | Amikacine AN 30ug ‘ <8 | > 16 V! 17 | <15 «'
Aminosides (,ic;lamicinc (;4— 1 I5Spg | <4 >4 | =16 <16 _ l
| i S 1 B e |
Fluoroquinolones | Ciprofloxacine CIP Sug | < 0.5 > 225 = 23%
| Polypept}des A Colistine cs 50pg ]u E l >2 | =2 15 <15 ‘

Annexe 3. Concentrations et diametres critique et regles de lecture interprétative pour
Acinetobacter spp., Stenotrophomonas spp et Burkholderia cepacia (CA-SFM, 2010)

o - - ‘7[ i_('oncemrali(ms ] " Diamétres
‘ Charge du .
Antibiotiques Sigle | critiques (mg/l) critiques (mm)
disque ‘
s R ' S R
Ceftazidime CAZ 30ug | <4 | -8 > 2| J <1
I s _ e ST . — " e
Béta-lactamines Ceftriaxone CRO 30u I ‘ 2 7 =26 { 23
| Imipénéme IPM 10pg <2 L -8 | 224 <17
Amikacine AN 30ug | <=8 16 | 217 15
e " i - : - ; |
8 g Gentamicine | GM ISng | =4 4 > 16 16
Aminosides ,, ! — = — i .
Tobramycine | TM 10ug <4 >4 16 <16 ?
Fluoroquinolones | Ciprofloxacine | CIP Sug j | =1 222 <22
Polypeptides Colistine CS S0ug 5 2 >2 | 215 1 15




Annexe 4. L’ensembles des éspéces isolées et leurs origines

(PV : pélevement vaginale ; SPC : spermo-culture ; F : feminin ; M : masculin)

ICY Sexe Origine Espéces
1 F urine Escherichia coli
2 f urine Klebsiella pneumoniae
3 m urine Pseudomonas aeruginosa
4 m urine Klebsiella pneumoniae
6 f urine Klebsiella pneumoniae
7 f urine Klebsiella pneumoniae
9 f urine Klebsiella pneumoniae
10 m urine Escherichia coli
11 f urine Proteus mirablis
12 m urine Escherichia coli
13 f urine Proteus mirablis
14 f urine Klebsiella pneumoniae
15 m urine Pseudomonas aeruginosa
16 m spc Proteus mirablis
17 f urine Escherichia coli
18 m spc Escherichia coli
21 m urine Escherichia coli
22 f urine Klebsiella pneumoniae
24 f urine Escherichia coli
25 f urine Escherichia coli
26 f urine Escherichia coli
28 f urine Escherichia coli
29 f urine Escherichia coli
30 f urine Escherichia coli
31 f urine Proteus mirablis
32 f urine Escherichia coli
33 f urine Escherichia coli
36 f urine Escherichia coli
39 f urine Klebsiella pneumoniae
40 f urine Klebsiella pneumoniae
41 f urine Klebsiella pneumoniae
42 m urine Klebsiella pneumoniae
43 f urine Klebsiella pneumoniae
44 f urine Escherichia coli
45 m urine Klebsiella pneumoniae
47 f pv Escherichia coli
48 f urine Escherichia coli
49 m urine Klebsiella pneumoniae
50 f urine Klebsiella pneumoniae
51 m urine Klebsiella pneumoniae
52 f urine Escherichia coli
53 m spc Klebsiella pneumoniae




54 m urine Escherichia coli

55 m urine Pseudomonas aeruginosa
56 m urine Klebsiella pneumoniae
57 m urine Klebsiella pneumoniae
58 m spc Klebsiella pneumoniae
59 f pus Klebsiella pneumoniae
60 m urine Acinetobacter baumanii
61 f urine Klebsiella pneumoniae
62 f urine Klebsiella pneumoniae
63 f urine Klebsiella pneumoniae
64 f urine Escherichia coli

65 f urine Klebsiella pneumoniae
66 f urine Escherichia coli

67 f urine Escherichia coli

70 f urine Proteus mirablis

72 f urine Klebsiella pneumoniae
73 f urine Klebsiella pneumoniae
74 f urine Klebsiella pneumoniae
75 f urine Escherichia coli

76 f urine Escherichia coli

77 f urine Escherichia coli

80 f urine Klebsiella pneumoniae
81 f urine Klebsiella pneumoniae
83 m urine Klebsiella pneumoniae
84 f urine Escherichia coli

86 m gorge Klebsiella pneumoniae
87 f urine Escherichia coli

88 m urine Klebsiella pneumoniae
89 m urine Escherichia coli

91 f urine Acinetobacter baumanii
92 f urine Acinetobacter baumanii
93 f urine Pseudomonas aeruginosa
94 f urine Acinetobacter baumanii
95 f urine Acinetobacter baumanii
98 f urine Acinetobacter baumanii
99 f urine Acinetobacter baumanii
100 f pv Klebsiella pneumoniae
101 f urine Klebsiella pneumoniae
102 m urine Escherichia coli
103 m urine Klebsiella pneumoniae
104 f urine Klebsiella pneumoniae
105 f urine Escherichia coli
106 f urine Escherichia coli
109 f urine Escherichia coli
110 m pus Klebsiella pneumoniae
111 m urine Klebsiella pneumoniae




112 f urine Proteus mirablis
113 f urine Klebsiella pneumoniae
114 m urine Proteus mirablis
115 m urine Escherichia coli
116 f urine Escherichia coli
117 f urine Klebsiella pneumoniae
118 f urine Pseudomonas aeruginosa
120 f urine Escherichia coli
121 m urine Klebsiella pneumoniae
122 f urine Proteus mirablis
123 f urine Escherichia coli
125 f urine Pseudomonas aeruginosa
126 f urine Klebsiella pneumoniae
127 f urine Klebsiella pneumoniae
128 f urine Klebsiella pneumoniae
129 f urine Proteus mirablis
130 m urine Escherichia coli
131 f urine Klebsiella pneumoniae
132 f urine Klebsiella pneumoniae
134 f urine Escherichia coli
135 m pus Escherichia coli
137 f urine Escherichia coli
138 m urine Klebsiella pneumoniae
139 f urine Klebsiella pneumoniae
141 m urine Escherichia coli
143 m urine Klebsiella pneumoniae
144 m urine Escherichia coli
145 f urine Escherichia coli
146 f urine Klebsiella pneumoniae
147 m urine Pseudomonas aeruginosa
148 f urine Klebsiella pneumoniae
149 m urine Klebsiella pneumoniae
150 f urine Klebsiella pneumoniae
151 f urine Proteus mirablis
152 m urine Escherichia coli
153 f urine Escherichia coli
154 f urine Escherichia coli
155 f urine Escherichia coli
160 f urine Klebsiella pneumoniae
161 m urine Klebsiella pneumoniae
162 m pus Klebsiella pneumoniae
163 m urine Escherichia coli
164 f urine Escherichia coli
165 f urine Escherichia coli
166 m urine Escherichia coli
167 f urine Escherichia coli




168 m urine Klebsiella pneumoniae
169 f urine Escherichia coli
170 f urine Klebsiella pneumoniae
172 m urine Escherichia coli
173 f urine Escherichia coli
174 m urine Pseudomonas aeruginosa
175 f urine Escherichia coli
177 m urine Escherichia coli
178 f urine Escherichia coli
181 f urine Klebsiella pneumoniae
182 f urine Providencia stuartii
183 f urine Proteus mirablis
184 f urine Escherichia coli
185 f urine Klebsiella pneumoniae
187 f urine Escherichia coli
189 f urine Klebsiella pneumoniae
191 f urine Escherichia coli
192 m urine Klebsiella pneumoniae
193 f urine Escherichia coli
194 m urine Escherichia coli
195 f urine Escherichia coli
196 f urine Providencia stuartii
197 f urine Escherichia coli
199 f urine Escherichia coli
200 f urine Escherichia coli
201 f urine Escherichia coli
203 f urine Escherichia coli
204 f urine Escherichia coli
207 f urine Acinetobacter baumanii
208 f urine Klebsiella pneumoniae
209 f urine Escherichia coli
210 m urine Escherichia coli
211 f urine Escherichia coli
212 f urine Escherichia coli
213 f urine Escherichia coli
214 f urine Klebsiella pneumoniae
215 f urine Escherichia coli
216 m urine Klebsiella pneumoniae
217 f urine Escherichia coli
218 f urine Escherichia coli
221 f urine Escherichia coli
222 f urine Escherichia coli
223 f urine Klebsiella pneumoniae
225 f urine Klebsiella pneumoniae
226 m urine Pseudomonas aeruginosa
227 f urine Pseudomonas aeruginosa




229 f pv Escherichia coli

230 m pus Pseudomonas aeruginosa
231 f urine Escherichia coli

235 f urine Escherichia coli

236 f pus Pseudomonas aeruginosa
237 f urine Escherichia coli

238 f urine Escherichia coli

239 f urine Escherichia coli

242 f urine Escherichia coli

243 m urine Pseudomonas aeruginosa
244 f urine Escherichia coli

245 f urine Escherichia coli

246 m oreille Pseudomonas aeruginosa
247 f urine Escherichia coli

248 m urine Escherichia coli

249 f urine Escherichia coli

250 m urine Escherichia coli

251 f urine Escherichia coli

252 f urine Escherichia coli

253 f urine Escherichia coli

254 f urine Escherichia coli

255 m urine Klebsiella pneumoniae
256 m urine Escherichia coli

257 f pus Klebsiella pneumoniae
258 m urine Klebsiella pneumoniae
259 f urine Klebsiella pneumoniae
260 f urine Escherichia coli

261 m urine Escherichia coli

262 f urine Escherichia coli

267 f urine Escherichia coli

269 f urine Escherichia coli




Annex 05. Composition des milieux solide

- Milieu de Muller-Hinton : (JOFFIN et GUY, 2006 )

Formule en g/l d’eau distillée

Extrait de viande de boeuf ..., 300g
Peptone de caséine............coovviiiiiiiiiiii e, 17,5¢
AMIAON. .. s 1,5¢
GO .ttt ettt 10g
pH=7,4

- Milieu CHROMagr Orientation (Rambach, 1993):

Formule approximative en un litre d’eau destillée

CRrOMOPEPLONE. ....cuiiiiieiieee s 16.1¢
Chromogen MiX........coeieeiieieiic e 139
AN ... 1509

pH=7.0 +/- 0.2
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