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Introduction

Introduction

L’avénement des antibiotiques alf?8siécle était comme un miracle qui a donné naissanc
une nouvelle ére de la médecine. L’antibiothéraptenstitué a partir de 1941 une véritable
révolution ou les maladies infectieuses furent m@rgées comme définitivement vaincues. La
pneumonie, la tuberculose, la pyélonéphrite, ldic&mie, 'endocardite, la méningite
bactérienne et tant d’autres font plus peur et déabrmais, non seulement, plus mortelles,

mais aussi guérissables.

Cet age d’or, malheureusement, a tenu a peinemisiécle, et voila que la résistance aux
antibiotiques fait surface. Bien que son émergeiitoété observée dés le début, mais elle n'a
pas cessé de prendre de 'ampleur, au point qudeNgnne une menace et risque; selon
'OMS, de placer les médecins dans des situatiGmgpesse thérapeutique, et mettre en jeu le
pronostic vital du patient surtout que l'innovatijpermanente de nouvelles molécules qu’on

pensait étre la solution et la voir se poursuiaessfin, qui s’est arrétée.

Ainsi, éviter que I'ere pré-antibiotique ne soitré¢our, est un défi actuel majeur pour les
acteurs d’antibiothérapie dont le laboratoire derabiologie. [1, 2]

Et vu I'impact des résultats fournis qui pourréaite toute la différence dans la conduite
thérapeutique adoptée, une paillasse dédiée exetnsint & I'antibiogramme dans un
laboratoire de microbiologie est jugée nécessaire.

Dans cette optique, ce travail vient marqueradribution et a pour objectifs :

* L’installation de la paillasse d’antibiogramme aveau du laboratoire de
microbiologie de Belloua avec introduction des Giltes tests complémentaires de
sensibilité aux antibiotiques selon les recommaadsatde '’AARN.

* Introduction du contrdle qualité de I'antibiogrammde matériel et techniques utilisés.

» Création et application de techniques pratiquediamaét la qualité du le travail.

* Améliorer la prestation du service en améliorastrésultats rendus et en augmentant
la collaboration clinicien-microbiologiste.

» Participer a notre échelle a 'amélioration dedigs des antibiotiques en fournissant

des résultats complets et fiables.
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€  CHAPITRE I : Généralités sur les antibiotiques €

1 Définition d’'un antibactérien

La définition d’'un « antibactérien » communémentfoodu avec « antibiotique » a connu de
successives évolutions depuis celle proposée pasWan, et demeure jusqu’a présent
difficile de répondre avec exactitude sur ce qestain antibiotique. Cependant, une
définition générale regroupe le fait qug]

Etymologiquement :dérive du grec « anti » : contre ; « bi6tikos %I gpncerne la vie. Donc

c’est contre la vig4]
Un antibactérien : est une substance chimique organique d’orig[bé :

* Naturelle : produite par des micro-organismes (ghignons et bactéries). Exemples :
pénicilline, streptomycine ;

e Semi-synthétique : par modification chimique dedénuales naturelles dans un but
d’améliorer et d’optimiser leurs activités. ExengpleCephéme, Amikacine,
Nétilmicine ;

* Synthétique : synthése purement chimique. Exempesnolones.

Utilisée essentiellement dans le traitement desadnes infectieuses bactériennes. Ayant la
capacité a des faibles concentrations d’inhiberdégssance des bactéries (antibactérien

bactériostatique) ou de tuer ces derniers (antbiact bactericide).

L’activité des antibactériens est caractériséauparsélectivité différentielle (Certaines
bactéries sont sensibles a I'antibactérien tangsdjautres le sont de fagon limitée soit
naturellement ou de maniére acquise), donnanaliguantibactériens a spectre étroit et
antibactériens a large spectre et d’'une toxicitémtintielle (basée sur la neutralisation de
I'agent bactérien avec peu ou pas d’effets nocifd’kote) [6, 7]

-
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2 Rappel sur la structure bactérienne[8]

Dans toutes les bactéries

Membrane cytoplasmique : une fine feuille de lipides et
de protéines qui entoure le cytoplasme et contréle le flux
de matériaux entrant et sortant de la cellule.

Chromosome bactérien : composé de molécules
d'ADN condensées. L'ADN dirige toute la génétique et
I'hérédité de la cellule et code pour toutes les protéines.

Ribosomes : de minuscules
particules composées de
protéines et d’ARN, qui sont les
sites de synthése de protéines.

Cytoplasme : solution a base
d’eau remplissant toute la cellule.

Endospore : corps dormant
formé au sein de certaines
bactéries qui permet leur survie
dans des conditions
défavorables.

Membrane intracellulaire.

dans quelques bactéries

Couche S : monocouche de
protéines utilisée pour la
protection et/ou la fixation.

Fimbriae : de fins poils
s’étendant de la surface de
la cellule qui aident a
I'adhérence a d'autres
cellules et surfaces.

Membrane externe :
Membrane supplémentaire
similaire a la membrane
cytoplasmique mais contenant

également du
/ lipopolysaccharide. Controle le
. flux des matieres, et certaines
parties de celles-ci sont
toxiques pour les mammiféres
une fois libérées.

Paroi cellulaire : enveloppe
semi-rigide qui fournit un support
structurel et une forme ala
cellule.

Cytosquelette d’actine : fibres
longues de protéines qui encerclent la
cellule juste a l'intérieur de la
membrane cytoplasmique et
contribuent a la forme de la cellule.

Pilus : un appendice utilisé pour
rapprocher une autre bactérie afin
de lui transférer de 'ADN.

Capsule : revétement externe a la paroi
cellulaire. Il remplit des fonctions protectrices,
adhésives et réceptrices. Aussi appelé
glycocalyx.

Inclusions/granules : nutriments stockés tels
que la graisse, le phosphate ou le glycogéne
déposés dans des cristaux ou de particules
denses qui peuvent étre exploités en cas de
besoin.

Micro-compartiments bactériens : sachets
recouverts de protéines utilisés pour localiser
les enzymes et autres protéines dans le
cytoplasme.

Dans quelques bactéries (non représe,

- Plasmide : cercle d’ADN double brin contenant

de génes supplémentaires.

Flagelle : appendice spécialisé attacher a la
cellule par un corps basale qui contient un long
filament rotatif. Il assure la motilité.

Figure 1 : La structure bactérienne.
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3 Classification des antibactériens

Critéres de classification[9]
La classification peut se faire selon :

» L’origine : naturelle, semi-synthétique ou synthétique.

» Lacible: paroi, membrane cytoplasmique, synthése desipest, synthese des acides
nucléiques.

e Spectre d'activité: liste des espéces sur lesquelles les antibiegigont actifs
(spectre étroit ou large).

« La nature chimique : trés variable, elle est basée souvent sur unetste de base
(ex : cyclep-lactame).

La nomenclature algérienne des antibiotiques

p-lactamines Polvmext 'Aminosides | Fluroquinolone |
micilline olymexines: )
-P;;_; icilline G colistine * Gentamycine *Ofloxacine
. A:lmcmme * m eCiprofloxacine
* Ampicilline |+ Nétilmicine eLevofloxacine
+ Cephalosporines —_——
*CIG P
'Ceﬁli e Tetracycline
o fme *» Doxycyline
- Cafao *Tigécylne Nitro-imidazolés |
] eC2G * Métronidazole
+ Céfuroxime ‘
.?éffomm Macrolides et | ‘
+ Ceftazidime apparentés ‘Rifamycine
* Cefixime + Erythromycine ! s Rifumnic:
S A . picine
* Carbapénéme * Azithromycine
+ Imipénéme ~| » Spiramycine
+ Ertapénéme + Josamycine
 Acide + Clarithromycine ) -
clavulamque * Roxithromycine Sulfamides
— o Pristimamycine ) ~| » Sulfaméthoxazole-
‘Glycopeptides | e  triméthoprime
» Vancomycme o
+ Teicoplanine {I- Chloramphénicol ’
% Fosfomycine ’ ‘{ Acides fusidques I

Figure 2 : Nomenclature algérienne des antibiotique [10]
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4 Mode d’action des antibiotiques

4.1 Antibiotiques agissant sur la paroi bactérienne

4.1.1 Béta-lactamines / -oUro / ; -
0000
Elles bloquent I'étape finale de T UO’J /
N . -OO]O 0000
synthése du peptidoglycane pal r
ey e . % 0000 |
inhibition de certaines enzymes J #0 0 //
responsables de la : - ~ 0 ?/‘
transpeptidation : PLP. [9] } } }
Arrétdela
D - - synthése du
peptidoglycane
Béta-lactamine Inactivation de la PLP

Figure 3 : Mécanisme d'action des béta-lactamines. [11]

412 Glycopeptides G T

lls inhibent la synthese de la paroi
des bactéries Gram positif en se E@ &
fixant a I'extrémité D-alanyl-D- Gy
alanine du pentapeptide de base du @@
peptidoglycane. Par encombrement E Pentaglycine
stérique, les glycopeptides vont
empécher l'action des PLP, bloquan ﬁaﬂ ><
ainsi I'élongation du peptidoglycane
[12] | Ddla |

Glycopeptide —

Figure 4 : Mécanisme d’action des glycopeptides.[12]
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4.1.3 Fosfomycine - boo
T 0000
Elle inhibe I'énoltransférase
pyruvate, enzyme indispensabl Ooizoo
a la biosynthése d’'un précurset Ooioooo

de I'acide N-acétylmuramique,

motif de base du peptidoglycan Fosfomycine } }
de la paroi bactérienrj&2] }}

Précurseur du — Précurseur du
peptidoglycane 1 peptidoglycane 2

Figure 5 : Mécanisme d'action de fosfomycine. [11]

4.2 Antibiotiques agissant au niveau des membranes
4.2.1 Polymexines

lls agissent par fixation sur le lipide A des liptysaccharide (LPS), provoquant le
déplacement de cations divalents par formationadespet donc altération de la membrane.
[12]

4.2.2 Lipopeptides cycliques : Daptomycine

Etape 1 : la formation de complexe la I
daptomycine-calcium | l | | |

Etape 2 : interaction entre la charge positive de T 9 T §T gT
complexe et la charge négative de la membrane
cellulaire. ! | I l

Etape 3 : I’interaction entre la daptomycine et oyl PR,
phosphoglycopéptides aboutit a 1I’oligomérisation | 'T T§§¥TTT] (I/ [[:
de la daptomycine au niveau de membrane } L

cellulaire D00

Etape 4 : Les oligomeéres de la daptomycine se
déplacent vers le foliole interne du CM produisant
une structure en forme de pore qui entraine la
mort des cellules bactériennes

S

<

® complexe T cardiolipin
daptomycine-calcium

Daptomycine ' Phosphatidylglycerol

Figure 6 : Mécanisme d'action de la Daptomycine. A
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4.3 Antibiotiques agissant sur la syntheése protéique
4.3.1 Aminosides
Agissent par fixation sur 'ARN 16S, au niveau @sdus-unité 30S du ribosome bactérien,

entrainant un changement morphologique de I'engedibfibosome et une altération de

toutes les étapes de la synthése .
.. Proténe O
des protéinefo] '°e'"9‘0\m)

'.
\

Pool de SU 308 et 508

4.3.2 Tétracyclines
Elles se fixent sur 'TARN 16S deA AMINOSIDES
la sous-unité 30S du ribosome . UNEZOLIDE

fmet-ARNt

bactérien. Par encombrement
stérique, elles empéchent ainsi |
liaison de I'aminoacyl-ARNt sur

le complexe ARNm-ribosomé]

4.3.3 Macrolides :
Les macrolides se fixent sur la
sous-unité 50S de I'ARN 23S de
ribosomes bactériens. lls
empéchent ainsi le transfert du

complexe peptidyl-ARNt depuis

\ 2%
“ ey el o Fixation sur la SU 508, au niveau ARN 235
entraine une inhibition de Compéton ARMAetcycine Empéche e ransier pepty-ARNdu e P

vers le site A

le site P vers le site A, ce qui

I'élongation de la chaine
- Figure 7 : Principales cibles des antibiotique
peptidique] inhibant la synthese des protéines. (9]

4.3.4 Phénicolés
lls se fixent a la sous-unité 50S des ribosomethans. lIs inhibent la synthése des
protéines en empéchant la liaison du complexe aaiybARNLt & son site de fixation, et par

conséquent la réaction de transpeptida{@h.
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4.3.5 Acide fusidique A - O-Q_ B O‘O\H\

Agit en inhibant la synthese ““1@ [ Acide b

protéique par fixation au fusidique

facteur d’élongation (EF-G) qui

est responsable de la

translocation de la chaine des "4
peptides[12]

Figure 8 : Mécanisme d’action de I'acide fusidique [14]

4.4 Antibiotiques agissant sur la synthése des acidesciéiques
4.4.1 Quinolones
Elles inhibent la transcription et la réplicatiom IBADN par formation d'un complexe ADN-

gyrase-quinolone indissociable, entrainant la mapide de la bactéri§9]

4.4.2 Rifamycine acdie para-aminobenzoique (PABA)
dihydro;téridine
La rifampicine bloque la synthése de  kinydroptéroate T
I’ARN par inhibition de la sous-unitg Tase Y
de '’ARN polymérase bactérienne ADN- acide dihydroptéroique
depenQaQte, enzyme responsable de la dihydrofolate R
transcription12] synthétase
4.4.3 Sulfamides et Triméthoprime acide dih!drofolique
Les sulfamides tant qu’analogues de dihygidrofc;late_, <«———triméthoprime
s . . Lo réductase
I'acide para —aminobenzoique inhibent 'CiﬁﬁggH
de facon compétitive la dihydropteroate acide tétrahydrofolique (THFA)
synthétase, enzyme catalysant la Rifampicine
premiéere étape de la synthése des folat: ADN
[12]
ARN-polymérase
Le triméthoprime est un inhibiteur trangcription
compétitif de la dihydrofolate réductase,
P y , . ADN«— Purines )ARNI
enzyme catalysant la réduction du

. , ;
dihydrofolate en tétrahydrofolate. [12 Figure 9 : Mécanisme d'action de la

rifamycine, les sulfamides et trimethoprime 1)
4.4.4 Nitro-imidazolés
lls entrainent la fragmentation de 'ADN, par uncardsme encore mal connu aboutissant a la

mort de la bactérig9]
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5 Généralités sur la notion pharmacocinétique/pharmagdynamie des antibactériens

5.1 Pharmacocinétique
La pharmacocinétique des antibiotiques suit lgsestéabituelles d'absorption, distribution,

métabolisme et élimination, mais présente quelgpésificités.

5.1.1 Absorption
Les antibiotiques ont une biodisponibilité variabédon la voie d’administration. Des
molécules comme les fluoroquinolones et le group&Snt une excellente biodisponibilité
par voie orale, alors que les glycopeptides eatemosides ont une biodisponibilité nulle, et
donc une absorption 100% parentérfdg.

5.1.2 Distribution
Certains sites sont difficilement accessibles aubtiques comme le LCR, l'os, I'ceil et la
prostate. Des antibiotiques comme les fluoroquinesoet le groupe MLS sont capables d’y
diffuser. Dans certaines circonstances comme langie, I'inflammation de la barriere
hémato méningée favorise la pénétration de cedaim@écules comme Islactamineg9,
15]

5.1.3 Métabolisme
Les antibiotiques peuvent étre transformeés paéwdifftes réactions biochimiques aboutissant
a leur inactivation totale, exemple linézolide,pautielle, exemple claritromycine et acide
fusidique. Parfois, ces molécules restent inchagdemple de vancomycine et aminosides.
[12]

5.1.4 Elimination
Se fait par deux voies, soit urinaire comme posipienicillines, glycopeptides; soit biliaire
comme pour les macrolides, lincosamides et rifampi; Soit élimination mixte exemple

tétracycling.7]

5.2 Pharmacodynamie

La pharmacodynamie étudie I'activité antimicrobeedies concentrations locales
d'antibiotiques sur l'agent pathogéne cible eéfonse de I'agent pathogene, dont la
résistancg16]

-
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5.3 Parametres PK/PD

Ces sont des parametres prédictifs de I'efficduatgtério-clinique des antibiotiques et/ou de
leur capacité a prévenir 'émergence de résistancendition impérative qu’ils atteignent
certaines valeurs seuils. Parmi ces parametresavauns [16]

5.3.1 Concentration minimale inhibitrice «CMI *

C’est la plus faible concentration d’antibiotiquaup laquelle aucune croissance bactérienne
n'est visible apres 18 heures d'incubation a 36°€st une valeur indicatrice de sensibilité
bactérienngl4, 9] On distingue :

* La CMI 50 : La plus faible concentration d'antineisren qui inhibe la croissance de
50% des souches d'une espéece bactérienne partcutiarqueur de la résistance
naturelle de I'espéece a un antimicrobidr]

* La CMI 90 : La plus faible concentration d'antineisren qui inhibe la croissance de
90% des souches d'une espéece bactérienne partcutiarqueur de la résistance
acquise de l'espece a un antimicrobja]

5.3.2 Concentration minimale bactéricide«CMB ”

Il s’agit de la concentration minimale d'antibiategqui élimine 99,99 % des bactéries d'un
inoculum standardisé a 3a.C° bactéries/ml, aprés 18 heures d'incubation a 3&%t une
valeur indicatrice de puissance de l'antibiotiqjde 9]

5.3.3 Pic sériqgue“Cmax”
C’est la concentration maximale d’antibiotique densérum]7]

5.3.4 Surface sous la courbe ou l'aire sous la courlsedUC >

Permet de déterminer la quantité
totale d’antibiotique auquel est
exposeé l'organisme ; calculée sur
24H sur CML[7, 16]

5.3.5 Temps d’exposition
((t>CMI »

C’est la durée pendant laquelle la

concentration d’antibiotique reste
supérieure a sa CMI (t > CMI) dans
l'intervalle séparant deux
administrations[16]

Concentration (pg/mL)

Figure 10 : Les paramétres PK/PD. [18]
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5.3.6 Concentration préventive de I'apparition des mutatons“CPM >

Il s’agit de I'équivalente a la CMI de la sous plation spontanément résistante a partir d’'un
fort inoculum bactérien a un antibiotique donn@sit impossible pour l'instant de déterminer
la CPM en routine de facon aisée et rapide. les&eependant que, d'une fagcon générale, la
CPM est de l'ordre de 5 a 10 fois la CJ#é, 19]

5.3.7 Fenétre de sélection de mutants « FSM »

C’est un paramétre dérivé de CPM. Elle représemtespace dans lequel la pression de
sélection s’exerce le plus fortement, c’est a deenet de tuer la population sensible mais
favorise la survie des bactéries résistantes ébiatique utilisé.[16, 20]

5.4 La classification des antibiotiques en fonctions deparamétres PK/PD

5.4.1 Antibiotiques a effet bactériostatique
C’est I'arrét de la croissance bactérienne, illitecseulement la destruction des germes par la
défense de I'hote. Le rapport CMB/CMI est comprige4 et 16. Exemples : Tétracyclines et
macrolided7, 9]

5.4.2 Antibiotiques a effet bactéricide
Entraine la mort des bactéries. Le rapport CMB/CRIIExemple : Béta-lactamines et

aminosides. Cette bactéricidie peut &9 :

» Concentration dépendante I'effet antibiotique est proportionnel a la dose
administrée et a la quantité totale a laguellegbmisme est exposé. Les criteres de
I'efficacité sont les rapports Cmax/CMI et AUC/CNHxemple : imipénem¢g7, 12]

* Temps dépendante l'activité est proportionnelle au temps d’expiosi du germe a
I'antibiotique. Exemple céphalosporines et glycdjmhys.[12]
Remarque: 'effet bactéricide temps ou concentration déjzem est variable non seulement
en fonction de I'antibiotique mais aussi en fonetie la bactérie c’est I'exemple des

fluoroquinolones qui ont une activité bactéricidmecentration dépendante pour BGN et une
activité bactéricide temps dépendante pour le€hastGram positive$9]

5.4.3 Antibiotiques a effet post-antibiotique« EPA”
Il s’agit de la suppression persistante de la savise bactérienne aprés une exposition a un
antibiotique de concentration inférieure a la CEMemples : carbapénéme et aminoside. Ca
s’explique par un arrét prolongé des processushuokigaes bactériens par les taux résiduels

d’antibiotiques, sans qu’ils soient Iétaux poubdeterie [12, 21, 22]

.
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5.4.4 Antibiotiques a Effet inoculum
Il s’agit de I'influence de la quantité de bactérsair I'antibiotique. Il peut décroitre
l'efficacité de certains antibiotiqueuand ce nombre est élevé (¥ tfu/ml, cas des
collections suppurées par exemple), on observetlgvation franche des CMI des béta-
lactamines et des glycopeptides. En revanche m@sogides et fluoroquinolones sont

généralement peu influencés par I'effet inoculimn9]

5.5 Relation PK/PD et le mode d’administration des anbiotiques
Ces relations PK/PD permettent de définir les s@sdadministration optimaux, aingil:2]

» Les molécules dont I'efficacité est corrélée aypmapCmax/CMI seront
préférentiellement administrées en perfusion caafitede maximiser le Cmax ;

* Les molécules dont I'efficacité est corrélée apmpAUC/CMI seront administrées
en doses espaceées.

* Les molécules temps dépendants seront adminigirédsses unitaires plus faibles,
dont le rapprochement est dépendant de la dend*®ieination de la molécule.
Elles pourront également étre administrées en gerfa prolongées voire continues.

5.6 Relations PK/PD et le suivi thérapeutique des antibtiques

Pour qu'une antibiothérapie soit efficace, il fqué la concentration en antibiotique au site de
I'infection soit suffisante et efficace, et ce tBantl plus dans les infections séveres ou la
concentration en antibiotique in situ doit étre&igure a la CMI. Par ailleurs, il est aussi
nécessaire d'étre vigilant vis-a-vis du risqueakéctté des antibiotiques en dosant les
antibiotiques au niveau sériq[i€Q]

Ce suivi est justifié pour trois raisons :

» Optimisation de la tolérance aux antibiotiques.
» Optimisation du traitement des infections bactéresn
> Prévention de I'émergence de résistances.

5.6.1 Le suivi thérapeutique des béta-lactamines
se fait par [19]

» Dosage des résiduelles lors d'administration distoes (méme perfusion courte), ou
dosage au plateau en perfusion continue de 24 $ieure
> Obijectif : 8 CMI, ou 8 fois concentrations critiquiaférieures.

-
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5.6.2 Le suivi thérapeutique des aminosides
se fait par {19]

» Dosage au pic sérigue, si possible dés la preraghrenistration : évaluation de
I'efficacité
> Dosage en résiduelle : dans les situations a riggseffisance rénale, co-

administration de substances néphrotoxiques, eit-gicla de 5 jours de traitement.
5.6.3 Le suivi thérapeutique des fluoroquinolones

L’efficacité des fluoroquinolones est liée a I'obtien d’'un rapport AUC/CMI égale au moins
a 30 pour les bactéries a Gram positif, en pardcplour le pneumocoque, et des valeurs de
I'ordre de 125-250 pour les bactéries a Gram ngédgadibtention d’un rapport Cmax/CMI >
10 est également prédictive de I'efficacité bacté&tinique vis-a-vis d€. aeruginosal16]

5.6.4 Le suivi thérapeutique des glycopeptides [19]

> Inutile sur les phénotypes sauvages.

» Se fait dans les infections séveres, ou a stapbglaes a CMI élevées, ou
hémodynamique perturbée, ou brllés, ou polytrawéstiou mucoviscidose ;
endocardites, infections ostéoarticulaires.

» Dosage des résiduelles lors d'administrations disoees (méme perfusion courte),
ou dosage au plateau en perfusion continue de @éhe

» Obijectif : 8 CMI, ou 8 fois concentrations critiguiaférieures.

5.7 Relations PK/PD et émergence de résistances

Plusieurs situations sont a distingugt6]

* Une infection par un micro-organisme d’emblée tésis

* Une infection par une population microbienne sdasiais dont I'inoculum élevé,
associé a la probabilité de mutations spontanéas;rais I'apparition de mutants
résistants au traitement.

* Une infection par une population microbienne sdasiinais dont certains éléments
ont acquis des mutations de résistance par tramgfeétique a partir de micro-

organismes déja présents dans 'organisme.

Dans ces deux derniers cas, la concentration dediatique administré peut favoriser la

sélection des mutants résistants. Il est dit cuaibiotique exerce une pression de sélection.

B




Q Q
yd yd L yd - - - »
e CHAPITRE | : Généralites sur les antibiotiques e

Ces mutants sont caractérisés par la CPM. Le reaidi concentration d’antibiotique a
l'intérieure de la FSM favorise la survie des beegerésistantes a I'antibiotique utilisé, alors
gue le maintien des concentrations au-dela de M @Bt au long du traitement, permet une

réduction importante de I'acquisition de bacténegantes résistantes en empéchant leur
amplification.[4, 20]

Concentration sérique

en antibiotique (mg/L) Ap;i?iériglttizr::m

A Cmax

Avant traitement
antibiotique

Fenétre de sélection des
mutants resistants

bactérie sensible
) bactérie résistante

Temps (h)

Figure 11 : Représentation de la FSM avec ses lirag
inférieures et supérieures, a savoir, la CMl et [LPM.  [23]

)
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1 Définitions
La définition de résistance aux antimicrobiensbaste sur différents criteres génétiques,

microbiologiques et cliniquegg]

Selon la définition microbiologique du terme, uneiche est dite résistante lorsqu’elle se
cultive en présence de concentration plus élevé@mgbiotique comparativement a d’autres
souches qui lui sont phylogénétiquement lieescBaséquent, la résistance est une propriété
gui ne peut étre étudiée que par comparaison d@nsweux souches, dont I'une de
référence souvent appelée souche sauvage, culttaéedes mémes conditiofd.

Selon la définition clinique, une souche est giédifde résistante lorsqu’elle survit a la
thérapie antibiotique mise en place. En outrestlimportant de signaler, qu’en conditions in
Vivo, la capacité de résistance ou de sensibiiteadgouche a la thérapie antimicrobienne
mise en place sera dépendante de différents paesntdls que la localisation de la bactérie,
le dosage et le mode d’administration de I'antibiog, et I'état du systéme immunitaire de
lindividu traité [4]

La résistance génétique peut étre définie comnmehangement dans le patrimoine génétique

du micro-organisme, codant ainsi un géne al@4¢.

1.1 La résistance naturelle
Les genes de résistance font partie du patrimanétgue de la bactérie. La résistance
naturelle est un caractere présent chez toutesoiehes appartenant a la méme espece. Ce
type de résistance est détecté des les premididssatéalisées sur I'antibiotique afin de
déterminer son activité et contribue a définir spactre antibactérien. Cette résistance peut
étre due a I'inaccessibilité de la cible pour liaitique, a une faible affinité de la cible pour
I'antibiotique ou encore a I'absence de la cible.résistance bactérienne naturelle est
permanente et stable. Elle est d’origine chromogamjitransmise a la descendance
(transmission verticale) lors de la division ceaité, mais elle n’est généralement pas
transférable d’'une bactérie a 'autre (transmissionzontale)25]
Exemples de résistance naturelle [15, 26]
1/ Les entérobactéries : elles peuvent présengerédestances naturelles gidactamines
classées de ce fait en plusieurs groupes :

» Entérobactéries du groupe Il : (eKlebsiella spp) possédent une pénicillinase

chromosomique ; résistantes naturellement a I'anibxre, mais sensibles a

.
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I'amoxicilline-acide clavulanique (acide clavulan&= anti-pénicillinase) et aux
céphalosporines (en I'absence de résistance agquise
> Entérobactéries du groupe Il : (eknterobacter, Morganella, Serratia,
Providencia): possedent une céphalosporinase chromosomigesstargtes aux
céphalosporines dé'let 2™ génération, mais sensibles aux C3G; résistantes
également a 'amoxicilline avec ou sans acide danigue.
2/ Les bactéries anaérobies sont naturellemersta@ses aux aminosides car le passage des
aminosides a travers la membrane cytoplasmiquessiée@in systéme de transport actif
absent chez les anaérobies.
3/ Les mycoplasmes, bactéries dépourvues de gakessntent une résistance naturelle fux
lactamines, puisque le mode d’action de cette fardiantibiotique consiste a inhiber la

synthese du peptidoglycane.

1.2 Larésistance acquise

C’est un caractére qui apparait chez certaineshesuau sein d’'une espéece normalement
sensible a cet antibiotique. C’est I'acquisitionmfacteur génétique qui se traduit par une
réduction de la sensibilité a la molécule qui kaiitfatale. Elle peut donc se faire soit par
mutation chromosomique soit par acquisition desegéransferés d’un autre micro-organisme
(transmission verticale et horizontale).

Support génétigue : le chromosome bactérien auresiep éléments extra chromosomique

mobiles tels que les plasmid2g]

1.3 La multi-résistance

La multi-résistance aux antibiotiques caractémsebactéries qui présentent une résistance, a
au moins 3 classes d’antibiotiques ou bien régissag un agent antimicrobien clé souvent
associée a une résistance croisée ou une caaressh plusieurs classes d'antimicrobiens, ce
qui les rend multi-résistantes, exemple la résggta@nla méthicilline che3.aureus

«SARM»[28]

.



oo
oo

CHAPITRE Il ; L’antibiorésistance

ANTIBIOTIC RESISTANCE
INDENTIFIED

ANTIBIOTIC INTRODUCED

penicillin-R Staphylococcus —

penicillin

tetracycline

erythromycin

tetracycline-R Shigella — 1959
methicillin
methicillin-R Staphylococcus — 1962
penicillin-R pneumococcus — 1965
gentamicin
erythromycin-R Streptococcus — 1968
vancomycin
gentamicin-R Enterococcus — 1979
imipenem and ceftazidime
ceftazidime-R Enterobacteriaceae — 1987
vancomycin-R Enterococcus — 1988
levofloxacin-R pneumococcus 1996 levofloxacin
imipenem-R Enterobacteriaceae 1998
XDR tuberculosis 2000 linezolid
linezolid-R Staphylococcus 2001
vancomycin-R Staphylococcus 2002
daptomycin (Cubicin)
PDR-Acinetobacter and Pseudomonas 2004/5
ceftriaxone-R Neisseria gonorrhoeae — 2009 .
PDR Enterobacteriaceae ceftaroline
ceftaroline-R Staphylococcus — 2011
Telavancin
daptomycin (Cubicin) — 2014 Tedizolid
Tazobactam + Ceftazolone (Zerbaxa)
Dalbavancin
Dalbavancin 2015 Zavicefta®™
Tedizolid — 2016 Avibactam + Ceftazidime (AvyCaz)

Tazobactam + Ceftazolone (Zerbaxa)

Avibactam + Ceftazidime (AvyCaz) Delafloxacin

Vaborbactam + Meropenem (Vabomere)
Omadacyclin

plazomicin

Eravacyclin

plazomicin - 2018
Eravacyclin

Telavancin — 2019
Delafloxacin

Iclaprim

Lefamulin Xenleta

Cefiderocol (S649266)

Zidebactam + cefepime

Clavulanic Acid + Ceftibuten (C scape)

Figure 12 : Chronologie d’apparition des résistance au antibactériens. [29]
2 Support génétique de la résistance

2.1 Larésistance chromosomique

Elle résulte d’'une mutation spontanée. C’est umphé&ne rare, di au hasard. Il n'est pas
provoqué par la présence de I'antibiotique. Mastibiotique révele la mutation de
résistance en sélectionnant les bactéries muteggestantes (ou plus exactement, en
détruisant les autres bactéries de I'espece, aeldes sensibles a I'action de I'antibiotique).
C’est un phénoméne indépendant : I'apparition diomugation ne favorise pas I'apparition
d’autres mutations de résistance a d’autres afitjpies. La probabilité de deux mutations

simultanées est donc tres faible.




Q Q
»

e CHAPITRE Il ; L’antibiorésistance e

Cette indépendance des mutations constitue un ddéieuns arguments pour justifier
I'association des antibiotiques. Elle est transibisst permanente, et a donc un caractere
héréditaire (transmission sur un mode vertical algtdrie mere a bactérie fille).

Une mutation n’affecte qu’un caractere, et la tégise ne concerne généralement qu’un
antibiotique ou qu’une famille d’antibiotiques ayésméme mécanisme d’action.
Toutes les mutations ont pour conséquence la part& modification d’une protéine

structurale ou enzymatiqUi26]

2.2 Larésistance extra chromosomique
Une autre facon par laquelle les bactéries pewl@reglopper une résistance aux antibiotiques
est I'acquisition d’'un géne de résistance exog@nkedvironnement ou d’'une autre bactérie

dans un processus appelé transfert horizontal wesg@lGT)[30]

C’est le type de résistance le plus fréquent, gpet et peut concerner plusieurs

antibiotiques, voire plusieurs familles d’antibgpies, entrainant des multi-résistances.

HGT est le transfert non généalogique de matééeétique entre des organismes apparentés
et non apparentés sans en étre le descendann@aessité de division cellulairi1]

Les éléments échangés sont des éléments génétigpbdss : des plasmides (les plus
fréquents), des transposons et des intégrons.. egiangcanismes de transfert, dont les

principaux sont : la conjugaison, la transformatiartransduction.

Pour qu’un géne acquis confére une résistancergibiaiques a la bactérie receveuse, il doit
étre incorporé dans le chromosome ou étre traréspartun plasmide afin qu’il puisse étre de

maniéere stable reproduit et exprifid@]

2.2.1 Eléments génétiques mobiles
2.2.1.1 Plasmides
Les plasmides sont des molécules d’ADN circulaidesible brin, extra-chromosomique, qui

existent a I'état libre dans le cytoplasme deséraas et certaines levurga2]

2.2.1.1.1 Caractéristiques des plasmides bactériens
> lls contiennent leur propre origine de réplicatgirpeuvent se répliquer
indépendamment du chromosome bactgi3&h.
> lls ne sont pas essentiels a la survie de la ba¢t@éments facultatif§p4]
> lls peuvent étre présents seuls ou en plusiéais.

» Parfois, le plasmide peut intégrer 'ADN chromosqu@ de la bactéri@5]

.
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> les plasmides peuvent étre perdus par la bacwtieaurellement lors de la
multiplication, soit par voie artificielle (traiteemt physico-chimiqug5]

2.2.1.1.2 Classification des plasmides [32, 35, 36]

Selon la capacité transmissible

» Plasmides conjugatifs ou plasmides autotransmessibl
» Plasmides non conjugatifs ou plasmides non trarssiohés.

Selon la fonction

Fertilité ou F-plasmide, plasmides de résistancB-g@lasmides, plasmides bactériocinogenes,
plasmides de virulence et plasmides métaboliques.

Selon la compatibilité

Plasmides compatibles et plasmides incompatibkslegient les plasmides compatibles
peuvent rester ensemble a l'intérieur d'une cellids plasmides les plus abondants, souvent
appelés plasmides épidémiques, sont IncF, IncA/Ifcet Inh.

2.2.1.2 Eléments Transposables

Ce sont des éléments mobiles d’ADN. Les transpopensent exister sur les plasmides, ou
étre intégrés dans le chromosome, et peuvent gBinggalement a des sites adjacents a
d’autres transposons, flanquant des géenes deanésiset faisant des transposons composites
plus grands. lls peuvent étre classés en transpasmjugatifs ou transposons non
conjugatifs[30]

2.2.1.3 Intégrons
lls portent plusieurs genes de résistance. @atit® génétique n’a pas de mobilité mais peut
étre mobilisée si elle se fixe sur un plasmide wiransposon. L'intégron peut donner de la

mobilité aux genes de résistance qu’il héberge Bouse de cassettes mobil§37]

Les intégrons se composent de trois composantgen@ d’intégrase, qui code pour une
enzyme catalysant I'incorporation et I'excisionaessettes génétiques, un site d’attachement
pour faciliter la recombinaison, et un promoteuirggrmet I'expression de genes incorpores.
[30]

2.2.1.4 Bactériophages
Les bactériophages sont des virus bactériens av&®i ou ARN comme génome. lls
peuvent agir comme vecteur dans le transfert gguee{ly compris transfert de résistance) par

le mécanisme de transductif@&®, 39]

B
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Figure 13: Différents mécanismes de résistances égennes aux antibiotiques. [40]

3.1 VL’inactivation enzymatique des antibactériens
L’un des mécanismes de résistance le plus couhaaztles bactéries est I'inhibition
enzymatique. Ce mécanisme est basé sur plusieatdgieés de modification de structure des

composés antibactériens.

L’enzyme modifie le noyau actif de I'antibiotiquarpclivage ou addition d’un groupement
chimique, ce qui empéche la fixation de I'antibdete sur sa cible et provoque une perte
d’activite.

3.1.1 Les enzymes hydrolytiques
3.1.1.1 Lesp-lactamases

Lesp-lactamases ont une structure proche de celle ld@sdfes assurent I'ouverture

irréversible du cycl@-lactame engendrant un métabolite ingetif]

Divers schémas de classification ont été proposaslpsp-lactamases : (voir annexe[BL,
42]

» Surla base de 'homologie des séquences de pestéus le§-lactamases sont
divisées en quatre classes moléculaires A, B, s enzymes des classes

moléculaires A, C et D sont des sérines hydroldaesjs que les enzymes de la classe
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moléculaire B sont des métalloenzymes et contignumeou deux atomes de zinc.
C’est la classification d’Ambler.
» lls peuvent étre classés en fonction de leur pdefisubstrat ainsi que le profil

d’inhibition desp-lactamases. C’est la classification de Bush, JaetlMedeiros.

* Une autre classification a été proposée par Gigkeaqsiste a résoudre le probleme
de complexité de terminologie scientifique actueteétablissant une terminologie

simplifiée deg-lactamases pour les cliniciens.

3.1.1.2 Les macrolides estérases

Les macrolides sont cyclisés par une thioesteesmonsable de I'étape de fermeture du cycle
qui génére du 6-désoxyérythronolide B macrocyle.ceasequent, cette liaison clé est ciblée
par des enzymes résistantes aux macrolides fometimren mode d'ouverture d'anneau
inversé.

Deux estérases d'érythromycine, codées par les geeA et ereB. Les deux protéines
entrainent des niveaux de résistance tres élewzEcloli.

La présence de ces génes sur des éléments géaétiqbédes implique leur capacité a se
répandre dans la communauté microbiefdi3g.

3.1.1.3 Les époxydases
La résistance enzymatique a I'antibiotique se pitquhr la destruction de I'époxyde réactif

par I'ouverture du cycle :

* L’enzyme FosX, dont le gene a d’abord été isolésdare bactérie du sol non
pathogené/esorhizobium loti.

* L’enzyme FosA, une métallo-enzyme présente dansdet®ries gram négatif.

Les deux enzymes catalysent I'ouverture du cyctxyge a travers I'eau (FosX) et le
glutathion (FosA), elles nécessitent un divaletalgiquement important, le cation
métallique M@". [43, 44]

3.1.2 Les transférases
3.1.2.1 Les acyltransférases
Les acétyltransférases ciblent les groupes hydesxyour O-acétylation) et/ou amine (pour
N-acétylation) sur les antibiotiques, et I'estef’amide résultant est biologiquement stable et
irréversible sans I'action d’une estérase ou damédase apparent@3]

=
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Exemple : Les aminoglycosides acétyltransférasesA&)

Les AAC modifient les groupes hydroxyles et lesugres aminés des aminosides, bloquant

ainsi l'interaction avec I’ARNr et entrainant urésistancg¢31, 45]

3.1.2.2 Les phosphotransférases
Les kinases dont des enzymes catalysant le transfgrthosphate des nucléotides

triphosphates (NTP) vers un ensemble diversifisubstrat$46]
Exemple : Les macrolides phosphotransférases (MPHR 3]

Le transfert de phosphate est également adoptégpbactéries pour bloquer les macrolides
tels que I'érythromycine. Les études sur ces ptedurit révélé que la phosphorylation se
produit sur I'’hydroxyle libre (site 2 de la nomeatcire des macrolides) du sucre désosamine

qui interagit directement avec I’ARNr 23S.

Les génes codant pour les MPH ont été isolées ataggam négatifs.coli) (mphA et
mphB) et d’agents gram positifS.aureusYmphC).

3.1.2.3 Les nucléotidyltransférases
Les nucléotidyltransférases transferent un fragmaeaokotide monophosphate des
NTP a un groupe hydroxyle accepteur de I'antibigtiq
lls sont regroupés en deux principales classes $alspécificité de leur cible :
* Les ANT qui modifient les aminosides.

* Les protéines Lin qui inactivent les lincosaminif#3, 45]

3.1.2.4 Les glycosyltransférases
Le transfert de glycosyle est un mécanisme detaggis aux antibiotiques répandu dans les

bactéries du sol, mais rarement rencontré parnadests pathogendg3]

3.1.3 Les enzymes REDOX

Ce sont des enzymes baseés sur des réactions d-o&gidotion. L'exemple le mieux étudié
est I'oxydation des tétracyclines par TetX, uneyarezqui catalyse la monohydroxylation des
tétracyclines de maniére dépendante de I'oxygemgehe codant pour TetX a été trouve sur
des transposons conjugués dans I'anaéBalmtéeroides ragilis

TetX agit sur les tétracyclines de premiéere et daur génération et il est également actif
contre l'antibiotique de troisiéme génération tigfioe. Sous conditions aérobies, TetX
utilise le nicotinamide adénine dinucléotide phapi{NADPH) en présence de magnésium
et convertit la tigécycline en 11a-hydroxytigécgeli La molécule modifiée se lie faiblement
au magnésium, ce qui est essentiel pour sa li@soibosomg43]

£
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3.2 Modification de la concentration intracellulaire des antibactériens

3.2.1 Altération de la perméabilité
Un antibactérien efficace doit pénétrer dans |alsebactérienne et atteindre des
concentrations suffisantes pour agir sur sa ¢80¢.

La concentration intracellulaire d’un antibactérput étre réduite en empéchant son entrée
dans la cellule. Ce mécanisme de résistance dgtylig@rement pertinent chez les bactéries a
Gram négatif car la membrane externe forme unédoarde perméabilité tres efficajgl]

3.2.1.1 Structures impliquées dans la résistance par mécasime de I'imperméabilité
3.2.1.1.1 Biofilm

Un biofilm se forme en milieux agueux ou avec urgosition a I’humidité lorsque des
microorganismes s’organisent en communauté audaaie matrice exo-polysaccharidique,

adhérente a des surfaces inertes et vivdafgs.
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Figure 14 : Le cycle de vie du biofilm. [48]

Il peut y avoir plusieurs explications de I'échexs@ntibiotiques dans les biofilms, y

compris :

» La matrice d’exo-polysaccharides tes composés contribuent a retarder I'entrée des
antibiotiques ou a permettre une pénétration indetaglans le biofilm car ils

s’adsorbent dans la matrice d’exo-polysaccharides.
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Exemple :les aminosides chargés positivement se lient alymeres du biofilm
chargés négativement entrainant une pénétratioa[H9]

» Le micro-environnement chimique :a mesure que les biofilms mdrissent, la quantité
de cellules augmente conduisant a I'activationydesne QS (quorum sensing), qui
sélectionne des cellules qui sont phénotypiquemésigtantes a des concentrations
élevées d’antibactériens ainsi qu’aux conditiondsrennementales dans le biofilm.
L’oxygéne est consommé par les cellules situées dans lehessuperficielles du
biofilm, créant des zones d’anaérobies dans leshmmules plus profondes. Les
aminosides sont moins efficaces en anaérobiose.

De plus, des gradients gél sont générés par I'accumulation locale des déchets
acides interférant directement avec 'action ddibaniques.

En raison du manque d’oxygéne et d’altération degartaines bactéries cessent de se
reproduire et entrent dans un état sans croissedans,lequel elles sont protégees
contre la mort (par manque de nutriments et méat@atjue de certains
antibactériens).

Exemple :la pénicilline, qui devient inefficace car elle toe que les bactéries en
croissance (la cible de la pénicilline est la sgathde la paroi cellulaire).

De plus, il existe une réponse au stress osmoégsein du biofilm qui induit des
changements dans les porines qui réduisent la péilité de I'enveloppe cellulaire
aux antibiotiqueg49]

» Variantes phénotypiques :I'intérieur du biofilm, une haute densité de baet®
favorise le transfert génétique, améliore la sé@aale souches résistantes et

augmente la fréquence de mutatiggi]

3.2.1.1.2 Les porines

Les bactéries GRAM négatif possedent des poguoesont des canaux protéiques inserées
dans la membrane externe. lls permettent la péingtrdes éléments essentiels a la vie des
bactéries et aussi les antibiotiques hydrophilssgqge les béta-lactamines, les

fluroquinolones et tétracyclines. La résistance iéggar les porines peut résulter de :

* Changement de niveau de I'expression qui peutdéteea plusieurs facteurs.

» Rétrécissement du canal et altération du champrésatique due au remplacement
d’un résidu d’acide aminé.

* Mutation ayant un impact négatif sur la perméabilies pores par synthese des

substances bactériennes ex : les polyans@s.

e
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Ce mécanisme de résistance peut s’appliquer ssiephs familles d’antibiotiques quand elles
empruntent la méme porine ou étre spécifique lardgweanal est propre a une famille ; la
résistance acquise &e aeruginosgour I'imipénéme par perte de la porine aux

carbapénemes (OprD) en est un exerfgilé.

3.2.2 Les pompes d'efflux [4, 52]
L’efflux actif, médié par des protéines transmemiaiges connues sous le terme de pompes a
efflux ou transporteurs actifs, est un mécanisnoesgitant de I'énergie et utilisé par les
bactéries pour expulser a I'extérieur des métambt des composés considéres toxiques tels

gue les antibiotiques et d’autres médicaments.

La résistance provient de la réduction de conctotran antibactérien dans le cytoplasme de

la bactérie, ce qui prévient et limite 'acceés ‘datibiotique a sa cible.
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Figure 15 : Représentation de différents types degmpes a efflux chez les BGN et BGP. [13]
Ces pompes peuvent étre :

» Pompes SDR (specific-drug-resistance)confere une résistance vis-a-vis d’'une
seule classe d’'antibiotique (pompes d’efflux Tatples tétracyclines). La resistance
est extra chromosomique. (plasmides ou transposons)

 Pompes MDR (multiple-drug-resistance) ce sont des transporteurs qui peuvent
prendre en charge des composés de structure ti@&zdie et contribue de maniere
significative a la multi-résistance intrinséqueegjuise des bactéries vis-a-vis des
antibiotiques. La resistance est chromosomique.
Exemples :AcrB chezE.coli, MexB chez.aerugenosa.

Les pompes d’efflux bactériennes sont classéesdamilles. Résumées dans I'annexe 2.

[53]
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3.3 Altération de la cible

Il'y a plusieurs composants dans la cellule baatée qui peuvent étre des cibles d’agents
antibactériens. Ces derniers peuvent étre strlidoment modifi€ées ou remplacées, de telle
sorte que le composé antibactérien ne puisse pllisrset exercer son activité au niveau de la
bactérie. Ce type de résistance peut étre la careéq de I'acquisition de matériel génétique
mobile (extra chromosomique), ou peut résulter €’mutation spontanée au niveau de la

séquence nucléotidique de la cible.

3.3.1 Modification des protéines cibles par mutations spuatanées
Exemple de résistance aux quinolones [30, 31, 45]
Des mutations dans les genes codant pour 'ADNsgy(epoisomérase ) et la
topoisomérase IV restent la cause la plus répadduliacquisition d’une résistance de haut
niveau aux quinolones.
Ces mutations ponctuelles entrainent des modifinatdes acides aminés des protéines
cibles, qui va réduire leur affinité pour le médient, tout en permettant a 'enzyme de
fonctionner.
Chez les bactéries gram négatif conteeoli, les mutations se localisent dans les genes
codant pour les deux sous-unités de '’ADN gyrasm¢palement GyrA), alors que les
bactéries gram positif comn&auresprésentent des mutations dans les géenes codanieso
deux sous-unités parC et ParE (principalement Pded3 topoisomérase 1V.
Ces mutations de résistance sont le plus souvealisées dans le domaine amino-terminal
des sous-unités et sont a proximité du site agtiine. Ce domaine a été appelé «

Quinolones Resistance Determinant Region » (QRDR)

3.3.2 Modification de la cible par les genes acquis

Exemple de résistance aux aminoglycosides [51]

Ce mécanisme inclue la modification de la ciblesguproduit via TARNr 16S
méthyltransférases, qui conferent une résistancauaiinosides par modification des résidus

nucléotidiques clés, empéchant la liaison de Iaotique a sa cible dans '’ARNT.

Les méthyltransférases ARNr 16S peuvent étre sépane deux groupes baseés sur le site de

modification :

» Méthylation de la position N7 du nucléotide G145 gui entraine une résistance aux

aminosides DOS 4,6-disubstitués, y compris la geitiae et I'amikacine.

=
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» Meéthylation de la position N1 du nucléotide A1468,qui entraine une résistance aux
aminosides DOS 4,5-disubstitués et monosubstityéspmpris la néomycine et

'apramycine.

3.3.3 Protection de la cible
Bien que certains des déterminants génétiques tpdandes protéines qui assurent la
protection des cibles ont été trouvées dans lenobisome bactérien, la plupart des genes
impliqués dans ce mécanisme de résistance soiisgmat les éléments génétiqgues mobiles.
Exemples d’antibiotiques concernés par ce mécanisma les tétracyclines (TetM et TetO),

les fluoroquinolones (Qnr) et I'acide fusidique $Buet FusC)[13]

TetO et TetM interagissent avec le ribosome engbant la conformation de ce dernier par
modification géométrique du site de liaison a teeidycline, pour déloger et interdire la
liaison a cet antibiotique tout en permettant d@der a une synthese normale de protéines.
[37]

3.3.4 Contournements de cibles

Exemple de la résistance a la méthicilline chez letsaphylocoques [30, 45]

Certaines souches de staphylocoques sont résstataanéthicilline par un mécanisme qui

les rend résistants a tous fekactamines actuels.

La résistance se fait par acquisition ou évolutiePLP alternatives qui peuvent catalyser la

réticulation des peptidoglycanes sans étre inhplaésesp-lactamines.

Les SARM ont développé une résistance a de nomlifiéactamines par I'acquisition de
'enzyme PLP2a codée par le géne mecA porté paéldesents génétiques mobiles. Cette
enzyme consiste en un domaine de transpeptidasasibte a la pénicilline, qui peut
fonctionner avec le domaine de la Transglycosyeskenzyme PLP2 native pour maintenir
la biosynthése de la paroi cellulaire lorsque lImdme de transpeptidase de I'enzyme native
est inhibé.

3.3.5 Seéquestration de cibles (surproduction de cibles oame moyen de bloquer

I'accés a la cible critiqug

Exemple de la résistance intermédiaire aux glycopéiges chez les staphylocoques [45,
54, 55]

Chez les souches présentant ce mécanisme, onr@®hse épaisseur de la paroi cellulaire

deux fois plus importante, une proportion plus ééede chaines latérales peptidiques dans

E
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lesquelles le résidu glutamine est non amidée elégere augmentation du nombre de

chaines peptidiques non réticulées.

Le site a observé une augmentation du nombre daehpentapeptidiques non réticulées, qui
conservent leur site terminal de liaison d-Ala-@Abur la vancomycine et une épaisseur
accrue de la paroi cellulaire a conduit a la prdjmsde la fausse cible. Dans ce modéle, la
vancomycine se lie a un nombre croissant des aibis-d-Ala présentes dans la paroi
cellulaire épaissie et mal réticulée, protege iies €ibles critiques d-Ala-d-Ala au point

d'action de la transglycosylase les enzymes pradddés membrane cellulaire.

Ainsi, la vancomycine est séquestrée par liaisdasasites cibles supplémentaires d-Ala-d-
Ala du site de synthése de la nouvelle paroi calleladjacent a la membrane cellulaire et

cette liaison réduit la diffusion du médicamentavérs le peptidoglycane modifié.

-
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1 Standardisation des tests de sensibilité aux antitiques

La standardisation est I'action de rendre une ptdi conforme a certaines normes de

référence ou soumission a un modeéle, un type, wseira ou une valeur standd&b]

L’antibiogramme est soumis a des standards natioegimternationaux strictes émis par des
sociétés savantes spécialisées dans le domairmati@écrobiens dont les principales sont :

e Le CLSI : institution américaine active depuis 58 @ans le domaine de
'amélioration des laboratoires cliniques et indieé$ sous leurs aspects qualite,
efficacité et sécuritfh7]

* [|'EUCAST : est 'organe européen spécialisé dardék@rmination des valeurs
d’interprétation de I'antibiogramme ainsi que depexts techniques des tests in vitro
de sensibilité aux antibiotiqu§s3]

* L’AARN (Algerian Antimicrobial Resistance Networkyépertorié en 2001 et financé
jusgu’en 2013 par TOM$9]

Les normes sont continuellement réévaluées et aréglpuis publiées périodiquement pour

mettre a jour les pratiques des laboratoires deatiiclogie.
La standardisation a pour but d&9]

» Dépister rapidement et correctement les souchdgriEmes résistantes aux
antibiotiques.

» Surveiller I'évolution de la résistance aux antiigiaes dans un pays.

* Une harmonisation des pratiques de I'antibiograrentee les laboratoires de
microbiologie.

» Reéduire le colt de I'antibiogramme en testantidibiatiques adéquats et en tenant
compte de la nomenclature de notre pays.

» Orienter la prescription d’antibiotique dont le noibiologiste est un interlocuteur
incontournable.

* Initier le contrdle constant de la qualité de iiogramme pour éviter les erreurs de

lecture et d'interprétation.

» Lafacilité de l'interprétation des résultats ldesla confrontation clinico-biologique.

ﬂ
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2 Meéthode qualitative

2.1 Test de diffusion de disques
Il repose sur le principe de compétition entrerl@issance d'une bactérie et la diffusion d'un
antibiotique dans un milieu gélosé a partir d'uppsut papier pré-imprégné d'une charge

connue d'antibiotiqupl.9]

N souches:
n CMI
n diametres

meg/ml

Figure 16 : Test de diffusion de disque sur la géde
et la droite de corrélation diamétre versus CMI  [60]

2.2 Définitions

Breakpoints

Ce sont des CMI seuils, des bornes, qui permetieestatuer sur la sensibilité ou la résistance
d’'une bactérie donnée a un antibiotique par congamaa ces seuils de la CMI prise par cet
antibiotique vis-a-vis de cette bactérie. Pouraiest couples antibiotiques/bactéries, il
n’existe qu’'une seule concentration critiq[6€]

Catégorisation clinique [61]

Trois catégories cliniques ont été retenues pautelprétation des tests de sensibilit&itro
* Souches sensibles a posologie standargs souches catégorisées S sont celles pour
lesquelles la probabilité de succés thérapeutigutoge dans le cas d’un traitement
par voie générale ou orale selon les recommandaties différents tableaux

spécifiques d’especes : CMIa la concentration critique basse.

ﬂ
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Souches résistantesles souches catégorisées R sont celles pourdissjul existe

une forte probabilité d’échec thérapeutique quabs gpient le type de traitement et la
dose d’antibiotique utilisée : CMI > a la concetitn critique haute.

La catégorie intermédiaire «I» sensible a forte padogie : Les souches catégorisées
| sont celles pour lesquelles la CMI mesurée (adidenétre) est > concentration
critique basse et a la concentration critique haute (diametresqués). La

probabilité de succes thérapeutique est forte @mmgunt dans le cas d’un traitement
par voie systémique avec une posologie forte, mgle 'antibiotique se concentre au
site de l'infection.

Absence de catégorie intermédiaire Pour certains antibiotiques il n’y a qu’une
seule concentration critique, donc il n’existe gascatégorie intermédiaire. En cas de
sensibilité (CMI mesurée inférieure a la concerdratritique), il convient de suivre
attentivement les recommandations, car, dans nertais, seule la forte posologie est

recommandée.

Sila CMI

est.

Lasouche est Sensible T ™

Concentration critique supérieure
Upper breakpoint

Concentration critique inférieure
Lower breakpoint

lobhl ESKA 2011
TeRE R =0

Figure 17 : Les concentrations critiques et les cagories cliniques d'antibiotique
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3 Méthodes quantitatives

3.1 Détermination de la concentration minimale inhibitrice

C’est la plus petite concentration d’antibiotique inhibe toute culture visible d’'une souche
bactérienne aprés 18 ou 24 heures de culture a EN¥est exprimée en mg/l ou pg/mi.
Cette valeur caractérise I'effet bactériostatiqum é@ntibiotique. Elle est spécifique au
couple antibiotique / bactérie, chaque souche ag@ptopre valeur, en fonction des
résistances naturelles et/ou acquises pour laculel¢éesté¢l9, 62]

La détermination des CMI des agents
antimicrobiens se fait via :

3.1.1 Dilution en milieu liquide

Un inoculum connu de bactéries est ensemence % : i eyt
0125 025 050 1 2 4 8 16 32 64 MCG/n

dans une série de dilution d’antibiotiques dans
milieu de liquide adéquat. Elle peut étre réalisée_

par macrodilution dont le volume totaleestde 1 § Sy i L W @@~
X o o«

ml, ou microdilution sur microplaqyé2] Figure }"': et *' -
18 e <

3.1.2 Dilution en milieu gélosé s .7, e O OF “:3“\ 38

Elle consiste a préparer une série de plaques 0 -, = = = & = = o
gélose contenant I'agent antimicrobien a tester ¢ Figure 18 - Determmatlonde la CMI.
des concentrations croissan{éz] Haut : par macrodilution en milieu
liquide. Bas : par microdilution.

3.1.3 Gradient test « E-test »
Il s’agit d’une technique de diffusion en milieu@e a partir d’'une bandelette imprégnée
d’'un gradient de concentration d’antibiotique pettarg de donner une mesure précise de la
CMI d’'un antibiotique. La lecture de CMI se faisuellement en repérant la graduation a
laquelle la culture bactérienne est en contact .

avec la bandelett63] s
3.2 Détermination de CMB EBEEEEEE
o i i 002505 1 2 4 8 16mglL
La CMB est définie comme étant la plus +0.1ml
petite concentration d’antibiotique qui ne

laisse que 0.01% ou moins de survivants de

. . < I lum initial
'inoculum initial aprés 18h ou 24h noc&’,ﬁ?o}?ma
d’incubation a une température de 37°C ou |
plus faible concentration en agent capable

d’entrainer la mort d’au moins 99,99% des
bactéries d’'un inoculum. Elle caractérise
I'effet bactéricide d’un antibiotiquig4] CEB

Figure 19 _ . N
Figure 19 : Détermination de la

concentration minimale bactéricide. [19]
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4  Avantages et limites des différentes techniques [[162, 65-67]
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5 Tests complémentaires phénotypiques

5.1 Recherche de BLSE

La détection de BLSE se fait devant une suspicedichinution de la sensibilité aux C3G
(CTX <27mm, CAZ< 22mm et CR@ 25mm) et monobactames (AT27mm) chez les
entérobactérie®seudomonas spfcinetobacter sppCette détection n’est plus
recommandée pour des objectifs thérapeutiquesphad pour études épidémiologiques,
mesure d’hygiene et d’'isolemdh®, 61]

La confirmation phénotypique d’une BLSE est basgd mhibition in vitro de cette activité
par I'acide clavulanique qui se traduit par uneesgie entre ce dernier et C3G ou aztréonam,
elle se fait par [68]

5.1.1 Des méthodes qualitatives

» Test de synergie double disque « DDSTapparition d’'une image de synergie «
bouchon de champagne » entre un disque de C3GA/etiun disque contenant
I'acide clavulanique[59, 61] Figure 20 a

5.1.2 Des méthodes quantitatives

» Test de disque combiné « CDT » : augmentation menSdu diametre de la zone
d’inhibition autour C3G associé a I'acide clavutaue et la méme C3G se(688]
Figure 20 b
» Dilution en milieu liquide : diminution d’au moir&dilutions de la CMI de C3G en
présence de I'acide clavulanique par rapport aMi @ C3G seul[68]
E-test: soit une méthode qualitative : apparition d’unaee fantdme ou une ellipse déformée,

soit quantitative : une réductiam fois est observée dans la CMI de la C3G assadiéeide
clavulanique par rapport a la CMI de la C3G sf8] Figure 20 c

=

Figure 20 : Tests phénotypiques de confirmation pada production de BLSE a) Méthode de
synergie a double disqué) Méthode disque combinée),E-test CTX / CTL positif[69]
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5.2 Recherche de carbapénémases

Une détection rapide et fiable des organismes Gregpatifs a sensibilité réduite aux

carbapénemases est indispensable a des fins thégaes, épidémiologiques et de contrdle

des infections ; Une telle détection peut faireedgpdiverses méthodes, comme le résume la

figure 21.[49]

La non sensibilité aux carbapénémes est suspeet@atdune diminution de la zone

d’inhibition des carpabénemes (imipénéme < 22mrarapénéme < 21mm) ou
augmentation de la CMI (> 1pg/ml pour I'ertapénaghe2pg/ml pour les autres

carbapénemes)b9]
Test de la sensibilité aux carbapénémes des
enterobactéries,Pseudomonas et acinetobacter
T
1
Des souches sensibles aux Des souches intermédaires
carbapénémes ou résistances aux
carbapénémes
|
1 1 rd
as de possibilié de production de 3
pas d carbapénémase possibilité d'autres
carbapénéemase mécanisemes de résistence
‘ aux carbapénémes :
e -Altération des protéines de
identificaion phentypique des\ la membrane externe.
carbapénémases : L R
; -Suractivité des pompes a
1-Test de Hodge modifié efflux.
2-Test carbaNP -Hyperproduction AmpC
3-Test base sur les inhibiteurs ( chromosomique ou
DDST CDT) production AmpC acquise par
-Classe A d'Ambler : tests plasmlf:le.v
d'inhibition par I'acide -Combinaison d'un i
boronique. mécanisme d'impermeéabilité

avec une suractivité d'efflux,

-Classe B d'Ambler : tests :
d'inhibition par I'EDTA ou ;rLingroductlon AmpC ou

I'acide diplonique.
-Classe C d'Ambler : — _/
d'inhibition par cloxacilline.

4-Spectrométrie-UV ou MLDI-
TOF MS

\— _

Identification génotypique
des carbapénémases :

1- Séquencage-PCR
2- Clonage et séquencage

Figure 21 : Schéma simplifié pour la détection desacilles a Gram négatif non sensibles aux

carbapénemes. [49]

DDST, test de synergie double disque; CDT, test de disque combiné ; EDTA, acide éthyléne diamine
tétraacétique; BLSE, B-lactamase a spectre étendu; MALDI-TOF MS, spectrométrie de masse a temps

de vol par ionisation par désorption laser assistée par matrice; PCR, réaction en chaine par
polymérase.
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5.2.1 Test de Hodge modifi&THM >

Ce test permet la mise en évidence d’une synergigmatique entre une souche productrice

de carbapénémase (souche a tester) et une soustagsale référence sensible en présence

de carbapénéni0]
-C’est un test simple et peu colteux et sa

// Negative Control-
; K.pneumonioe BAA
1706

sensibilité est élevée (95-100%). C’est le sel
test permettant d’objectiver la production de
carbapénémases de type OXAL, 72]

) . i — “.‘B’L——_;‘-‘ K.pneumoniae BAA
-Mais ce test prend du temps, car il exige 24| sample

48 h pour les premiers résultats aprés

I'isolement d' une souche productrice de
carbapénémase, et ne peut pas distinguer le
type de carbapenemdse]

Figure 22 : Test de Hodge modifié[73]

5.2.2 Test d’inhibition de carbapénemase [49, 57, 68]
Il est basé sur l'inhibition in vitro de I'activitgarbapénémase par I'ajout d’un inhibiteur

spécifique a une classe de carbapénémase :

» Pourlaclasse A : L'acide boronique (acide 3-ampi#nylboronique) et I'acide
clavulanique

» Pour les méttalo-carbapénémase de classe B :d'@&titylene diamine tétra-acétique «

EDTA » ou acide dipicolinique
» Pour 'OXA-48 : I'avibactame mais il n’a pas ét&luns jusqu’a présent dans les
panels phénotypiques.

L’ajout de cloxacilline, inhibiteur d’Amp@-lactamases, a ces tests permet de différencier

I'nyperproduction d’AmpC plus la perte de porindaeproduction de carbapénemases.

Ce test s’effectue par la méthode de synergiepdbld disque, test de disque combiné ou

méme l'incorporation de l'inhibiteur dans le milide culture.
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Meéropénem <28 mm avec
disque diffusion (ou CMI>
0,125 mg /L) dans toutes les
Enterobacteriaceae

Exception: méropénem 25-27 mm
ET pipéracilline-tazobactam =1/S: H
aucun autre test

| | | |

Synergie avec Synergie avec Synergie avec l'acide Pas de
I'acide boronique |  [racide boronique dipicolinique synergie'
uniquement et la cloxacilline seulement
L el Témocilline S:
étallo-f3- —BLSE plus perte
KPC (ou autre AmpC lactamase de porines
classe de (chromosomique (MBL)
carbapénémase A) ou plasmidique)
plus perte de Témocilline R%:
porines 1  oxa-8

Figure 23 : Algorithme de la détection des classe® carbapénemase. [68]
5.2.3 Méthode d’inhibition de carbapéneme « MIC »

Le principe de cette méthode est de détecter kysk enzymatique en incubant un

carbapénéme avec la suspension bactérienne aré{ligiehnique voir annexe3)

Ce test montre des sensibilités de 98 a 100% efpsficités de 100%. Il s'est avéré peu
colteux et facile a interpréter mais son incoreénést qu'il nécessite généralement au

moins 18 heures pour obtenir les résulé8s74]

Figure 24 : Résultats de la méthode MIC A. Souchgroductrice

de carbapénémase: croissance non inhibée de la soeisensible
conduisant a une absence de zone d’inhibition. Bo8che

négative a la carbapénémase donnant une zone d'ibition claire [75]
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5.3 Recherche de céphalosporinase (AmpC)
5.3.1 Dépistage

Une CMI de céfoxitine> 8 mg / L (diamétre de la eahinhibition <19 mm) associée a une
résistance phénotypique a la ceftazidime et / méfetaxime peuvent étre utilisés comme
criteres phénotypiques pour l'investigation derzdpction d'AmpC dans les
Enterobacteriaceae de groupg]

Bien que cette stratégie ne détecte pas ACC-1,rap@Aa médiation plasmidique qui
n'hydrolyse pas la céfoxitine, il convient de najae la résistance a la céfoxitine peut
également étre due a une carence en porine. Datiiséition de la céfoxitine pour la
détection de la production de 'AmpC n’offre paegensibilité optimale qui est de 97,4%, et
la spécificité est de 78,7%&8, 69]

5.3.2 Confirmation

Les tests de confirmation phénotypiques AmpC sénégalement basés sur l'inhibition de
I’AmpC par la cloxacilline ou des dérivés d'acidednique. Cependant, ces derniers ne sont
pas spécifiques des enzymes Am[88]

Ces tests sont incapables de différencier entred® acquis et I'hyperproduction constitutive
de I'AmpC chromosomiquéz6]

5.4 Recherche degi-lactamase

La detection d@-lactamase est obligatoire pour toute souchd.denorrhoeaest
Haemophilus sppgMoraxella catarrhalis Entrococcus sppt Staphylococcus sgp9]

5.4.1 Test de bordure autour du disque de pénicilline

La production de béta-lactamase a été évaluéafaske du diameétre et I'aspect de la bordure
de la zone d'inhibition autour du disque de péimeilG. La production dp-lactamase se
traduit seulement par un diametr@6 ou un diameétre 26 et une bordure nette de la zone
d’inhibition alors que I'absence gelactamase se traduit par un diametr@6 et une

bordure floug57, 61]

Figure 25 : Test de diffusion de disque de pénitiite. a)
une bordure floue : Souche sensible. b) une bordurette : [61]
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5.4.2 Test de tréfle
Ce test permet la mise en évidence d’'une synergigmatique entre une souche productrice
dep-lactamases (souche a tester) et une souche sadwagiErence sensible en présence de

I'ampicilline ou pénicilline [59]

B

Figure 26 : Test de trefle —(A) Résultat positif donnant naissance a un motif en forme de feuille
de trefle autour du disque [de pénicilline (P10U)]{B) Résultat négatif : aucun motif de feuille de
trefle produit par ATCC 25922 comme contrdle négafi [77]

» Autres méthodes : yoir annexe 04)
-Test de masuda
-Test iodométrique

5.5 Détection destaphylococcus sppesistant a la méthecilline

Les tests phénotypiques de détection du SARM semttethodes simples et relativement
peu colteuses pour détecter la résistance a laaiigte, mais la détermination précise de la
résistance a la méthicilline ch8zaureusvia des tests phénotypiques est influencée par les
variations de la taille d'inoculum, des temps diination, des pH du milieu et des

concentrations de sel du mili€i8]

5.5.1 Test de diffusion du disque

Dans I'antibiogramme standard, le disque de céfoxig30ug) doit étre testé parce que la
céfoxitine est un marqueur trés sensible et spgafde la résistance a la méthicilline médiée
par mecA / mec(@59]

Les souches avec le diameétre de la zone d'inhibde céfoxitine est 22 mm pour
staphylococcus aurewet <24 mm pour SCN doivent étre signalées comme résésta la
méthicilline[59]

B
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5.5.2 Test de screening a I'oxacilline
L’examination soigneusement, faite sous lumiéredmaise, de boites de gélose MH
additionné de 4% de NaCl et 6pg/ml d’oxacillineggdablement ensemencées par la souche a

étudier, révélant une croissance, indique la peEsdiune résistante a la méthicilling7, 78]

5.5.3 Détermination de CMI

La résistance a la méthecilline est détectée pavateur de CMI de céfoxitiredmg/L]68]

5.6 Détection destaphylococcus spge sensibilité diminuée aux glycopiptides
La diffusion du disque ne peut pas étre utiliséar pester le hVISA ou le VISA, mais peut
probablement étre utilisée pour tester le VRSA,smeghes ne présenteront aucun diametre

d’inhibition autour de vancomycine. L’identificatiade telles souches devra étre confirmée.

Mais un diametre inférieur a 17 mm doit faire pyadr la CMI des deux glycopeptides, et
aussi un diametre supérieur a 17 mm ne fournipascertitude que la souche est sensible
aux glycopeptides et il faut faire attention auftédents signes indiqués dans I'annexe 5 qui

sont autant d’indications a déterminer les CJ]46, 68, 78]
Il existe différents tests de dépistage et de omafiion (annexe 6)

* Détermination de CMI.

* Gélose de dépistage a I'oxacilline.

» Gélose de dépistage a la teicoplanine.

* Macro E-test.

 PAP/AUC.
5.7 Détection d’Enterococcus spple sensibilité diminuée aux glycopiptides
Il est essentiel que les boites soient incubéedaer24 h complétes afin de détecter les
isolats avec une résistance inductible. La détec®la résistance médiée par vanA est facile

alors celle de vanB est plus difficil@8]

Lors de l'interprétation des résultats, il est inigat de s'assurer que l'isolat n'estpas
gallinarumouE. casseliflavusqui peuvent étre identifiés a tort commefaeciunen raison

d'un test d'arabinose positif parce que ces deushas présentent une résistance naturelle a la
vancomycine (vanC), alors que l'isolement d’unectE.faeciunrésistante a la

vancomycine est une alerte car il y a un risqueid&mie qui nécessite une enquéte de
dépistagg59, 68, 79]

3
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5.7.1 Test de diffusion de disque
Dans I'antibiogramme standard ; le disque de varycome est testé. Apres incubation de 24h,
les bords de zone d’inhibition sont examinés samgdre transmise ; une résistance doit étre
suspectée lorsque le bord de la zone de la vandnengst flou ou lorsque des colonies se
développent dans la zone d'inhibition. Les isadatst signalés comme sensibles a la

vancomycine uniguement lorsque les bords de la étaient nets et 12 mm.[57, 68]

5.7.2 Test de dépistage sur gélose a vancomycine
Un test positif est défini par la croissance desplwne colonie sur gélose BHI (Brain Heart
Infusion) additionnée de 6 pg/ml de vancomycine I(BH) préalablement ensemencé par la
souche a étudig¢b7, 68]

Si le test est positif, il faut effectuer une CMbavancomycine poUgnterococcus spjui
poussent sur de la gélose de dépistage BHIS/A.

Ce test possede des niveaux de sensibilité etébifispié de 96 a 99% et 100%,

respectivement. Il est fiable pour la détectionidekats positifs pour vanA et vanfg2, 68]

5.7.3 Détermination de CMI
Les entérocoques dont la CMI de la vancomycir mg/L sont considérés comme
résistant$68]

5.8 Détection de la résistance inductible a clindamycin

Cette détection se faitchez toutes les bactérieslpequels le groupe MLS est étudié, lorsque
la souche est résistante a
I'érythromycine et sensible ou

intermédiaire a clindamycings9] ° '

Elle s’effectue par

* Test « D »: c’est une méthode
basée sur la diffusion de disque
ou il y aura un aplatissement de
zone d’inhibition entre les deux

disques d’érythromycine et Figure 27 : Test D montrant une
clindamycing57] résistance inductible a la clindamycine [59]

» La méthode de dilution en milieu liquide: se fait par visualisation de la croissance
bactérienne en présence de I'érythromycine et atimatine dans le méme tube ou
cupule : culture positive : milieu trouble/ culturégative : milieu non troublgb7]
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6 L’automatisation

L’automatisation de I'antibiogramme s’est développéur pallier aux inconvénients de la
technique manuelle, dont la réalisation est lebteterme désigne des appareils effectuant la
lecture et I'interprétation de tests faits manuebat. Ces appareils fonctionnent selon deux

grands principes :
-lls miment les tests conventionnels d’étude deelasibilité des bactéries aux antibiotiques.

-Ou bien ils comparent la croissance d’'un témaielfe observée en présence d’'une ou
plusieurs concentrations d’antibiotiques. Les médsod’étude de la croissance des bactéries

font appel a des méthodes optiques directes :

* Analyse de I'image recueillie par une caméra.

» Turbidimétrie (densité optiqued’une suspension priipnnelle a la masse des
particules en suspension).

* Néphélémétrie (mesure de la lumiere diffractée)rdghe générale, la néphélémétrie a
une sensibilité supérieure mais un domaine derit@galus étroit que la
turbidimétrie.BO]

Exemples de différents automatg81]

« L’automatisation de la méthode par diffusion repaisedes lecteurs automatiques de
diametres de zones d’inhibition comme I'’Adagioaeghmme Sirscan.

® La méthode par microdilution en bouillon peut &&alisée avec des microplaques
contenant des dilutions sériées d’antibiotiquesagra I'emploi (Sensititre,

Microscan).

® des systemes semi-automatisés incluent un leategamatique de CMI (Optiread,

Autoscan 4).

® Des systemes entierement automatisés, qui genecuitbation, la décision de lecture
et la lecture elle-méme, sont proposés. Ces aussndadntibiogramme comprennent
des systemes qui sont une adaptation directe métlaode de référence, comme le
MicroScan WalkAway et 'ARIS 2X.

® Le Phoenix s’en rapproche : lecture colorimétrigada croissance bactérienne,

incubation d’'environ 12 h.

® Le Vitek 2 est basé sur un principe différent cahtles CMI a partir d’'un algorithme
appligué a la vitesse de croissance en I'absense gitésence d’antibiotique,
incubation de 6-8 h.
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Avantages et inconvénients [80, 81]
-Génération des résultats plus rapidement.
-Economie de main-d‘ceuvre
-Reproductibilité des résultats.

Cependant
- Le colt élevé des equipements et des consomspdtgapport aux méthodes manuelles.

- L'incapacité de tester toutes les bactériesust llss agents antimicrobiens cliniguement

pertinents.

-Un taux d'erreur plus élevé devrait étre accepté fes évaluations utilisant des souches
avec des phénotypes difficiles a détecter que l@sugtudes qui testent des populations

d'isolats habituellement rencontrés dans le laboeatlinique.
- el
R

B el 0

Figure 28 : Exemples des automates de 'antibiograme. [82]

B



Q
»
€ CHAPITRE Il : Méthodes d’exploration de la sensibilité aux antiltiques €

/o

7 Méthodes génotypiques

La caractérisation moléculaire du ou des mécarssyaaétiques sous-tendant un résultat
phénotypique donné, qui, dans certains cas, prepdie temps, n’est pas concluant ou n’est
pas disponible. Elle peut étre utilisée pour recher la présence d'un gene donné ou d'une
mutation ponctuelle et ainsi apporter un soutieaadipour garantir qu'un traitement optimal

et une stratégie de contréle sont entrepris engepportun.

En outre, la caractérisation moléculaire est fegunent utilisée comme méthode indirecte

pour faciliter les enquétes épidémiologiques apresépidémig83]

7.1 Méthodes d’identification génomique

7.1.1 Les méthodes d’amplification génique

7.1.1.1 Principe de la PCR

Son principe est similaire a celui de la réplicatmaturelle de 'ADN dans les cellules, dans
lequel chacun des deux brins d'ADN complémentaiees servir de modéle pour la synthése
d'un nouveau brin. L'enzyme qui assure la syntdaseuveau brin le long du brin matrice
est appelée «<ADN polymérase» et la synthése d'A®pent se produire que de I'extrémité 5
‘a I'extrémité 3' du nouveau brin. L'ADN polymérageessite un petit segment de départ
(amorce) du nouveau brin pour commencer a ajoese¢lEments constitutifs de 'ADN(les
nucléotides). Lorsque la bonne séquence d'amostedeisie, seules les séquences d'intérét
sont amplifiées. Donc a partir d’'une simple copied séquence particuliere d’acides

nucléiques, cette séquence peut étre spécifiqueanapuitfiée et détectéfB4]

La PCR comprend trois étapes : | ONA prmers nucleotides
) |';} "I - n po!ymerase (dTTP, dCTP, dATP, dGTP)
[83] (figure29) .!IV II ‘,‘||| J T \
2 ) b i b
4 . ' Step 1 DNA template strand
* dénaturation de 'ADN denaturing . . ,
Y o Step 2: , ,
double marque a 95 ° C, L I _ameolng_ wmoow, (IS
. . (65°C) 5 b to be amplified e ?
* hybridation des amorces de .
PCR4502460°C, 3
o
@
» extension de I'ADN a 72 °C — m g
(rzﬁég ttl:r):\‘::) %/ (28] "‘Q:
new DNA strands .Q

<

5‘.]] /’0 ANANAS
- I||||II|||||I|I|I|IIIIIIII|I|I||IIIII|I|II|IIII|I|I|||I ) o uLW .
|

four DNA strands Taq
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Figure 29 : Le processus en trois étapes de la PCH85]
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7.1.1.2 Différents types de PCR

* la PCR en temps réel (QRT-PCR)
La PCR en temps réel basée sur la détection efatifjcation d’'un «reporter» fluorescent.
L’augmentation du signal fluorescent est directenpeoportionnelle a la quantité

d’amplicons générés durant la réaction de F8&.

Dans la PCR multiplexe, plusieurs fragments d'ADNes sont amplifiés simultanément.
[87]

 PCR isotherme
Ca ne nécessite aucun thermocycleur pour changemigérature de réaction car I'ensemble

du processus s’effectué a une température consfaaje

7.1.2 Les techniques d’hybridation (identification bactélienne avec sondes
nucléiquey

Les tests d'hybridation sont utilisés pour détdetgigénes de résistance en les hybridant a des
sondes marquées ; Le principe des sondes nuclégtids faire agir ’ADN ou 'ARN
bactérien a identifier (la cible), avec une ségeatidDN ou d’ARN spécifique de la bactérie

recherchée (la sond¢38]
Il existe deux types d’hybridation : I'hybridatidm situ et I'hybridation apres transfert.

7.1.2.1 Hybridation in situ par fluorescence (FISH)

Dans FISH, des sondes d'ADN fluorescentes somséds pour détecter la présence de genes
de résistance directement dans des cellules barutés isolées de patients. Les cellules des
échantillons sont étalées sur des lames de miguesetodes sondes marquées par
fluorescence sont ajoutées. Les sondes et 'ADNmgé&ue bactérien doivent étre dénaturés
pour permettre a la sonde de se lier a sa séquérieen situ. Aprés I'hybridation, toute la
sonde restante est lavée et un microscope latgsragcence est utilisé pour visualiser les
sondes se liant aux séquences cibles et pour détagirésence de génes de résistd66¢.

7.1.2.2 Technologie microarray ADN (les puces a ADN)

Les puces a ADN sont des outils génomiques quétintitilisés avec succes au cours de la
derniere décennie pour évaluer la diversité génoeniipctérienne en détectant la présence ou
I'absence de génes dans un organisme d'essappartra une souche ou a des genes de

référencd90]
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Une puce a ADN est un support physique subdivis@iéiers de cases dans chacune

desquelles on dépose une séquence d'ADN simpledmtenant un gene particulier. On

dispose sur cette lame des ADNc obtenus a padiA&Nm issus d'une cellule donnée,

marqués par une molécule fluorescente. L'hybridatdfiéte alors les génes exprimés dans

une cellule donnée. De cette maniére, on peut canfes genes exprimés dans différentes

cellules (par exemple : bactérie sauvage et baatésistante, cellules différenciées, cellules

tumorales....)[91]

7.2 Les principaux avantages et inconvénients des meitties génotypiques [83, 86, 92]

Ce sont des méthodes sensibles, spécifiques etpiedive utilisées pour détecter la
présence d'un certain nombre de génes associégsastance simultanément.
Cependant les méthodes moléculaires pour la détedéis genes de résistance
fournissent des données supplémentaires, et noemgslacement de test de sensibilité
phénotypique aux antibiotiques donc on ne peutgsastiliser en 1ére intention.

Leur codt plus élevé par rapport aux méthodes pghpiues.

la PCR ne détecte que des pathogénes prédéfimslesoamorces sont incluses dans
le panel, et ne fournit pas d’antibiogramme.

Les tests PCR conventionnels sont bien adaptésd@éecter la présence ou l'absence
de genes de résistance mais sont moins adaptéptiection de mutations
ponctuelles dans les genes cibles, sauf si un ségge ultérieur est effectué pour
détecter ces mutations.

La qRT-PCR peut détecter des mutations ponctuédas un gene donné si la
séquence spécifique des sondes d'ADN ciblant la dermutation sont utilisées.
Cependant, un avantage que la PCR conventionnsllela gRT-PCR est que cette
derniére ne peut étre utilisée que pour détect@rdsence de courts fragments d'ADN,
de maniére optimale jusqu'a 150 pb, tandis qu€R Bonventionnelle peut

facilement détecter des fragments beaucoup plus gro
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8 Autres tests

8.1 Meéthodes chromogeniques
8.1.1 Carba NP Test
Cette méthode met en évidence I'acidification diifieu contenant un indicateur de pH

« rouge phénol » qui vire du rouge au ja{9%].

Par exemple cette acidification a lieu lors de diolyse de I'imipénéme par une
carbapénemase. Des bactéries prélevées sur urse gélat lysées a I'aide d’un tampon de

lyse dans deux tubes sépaféd]

C’est une méthode peu couteuse et facile a nattace au sein des laboratoires avec une

bonne sensibilité et spécificité envers toutectbapénemasd94]

Il faut toutefois noter que la sensibilité pour $esiches exprimant une OXA-48-like est

variable et peut donner des résultats nég@xtk.

Carbapénémase
S-R

:)/*_%OH -s-n 1 - pH

| o Détection
Carbapénéme Production d’acide colorimétrique

Imipénéme
Rouge :2 Jaune-orangé

Absence de Production d’une
carbapénémase carbapénémase

1 : solution de réeveélation
(controle négatif interne)

|2
3 2 - Solution de révéiation +
imipénéme

Figure 30 : Carba NP test A. Principe du Carba NPést. B. Résultats du Carba NP test
avec une souche ne produisant pas de carbapénemésecoli produisant la BLSE CTX-
M-15, panel de gauche) et avec une souche produisame carbapénemase (K.
pneumoniae produisant KPC-2, panel de droite. [96]
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8.1.2 Cica-Beta-Test
Le Cica-Beta-Test permet une détection rapide de&en 15 min) a partir d’'une culture
bactérienne de 24 h. Ce test utilise 4 bandeletiae bandelette ne contenant aucun
inhibiteur, une deuxiéme contenant I'acide clavigaa (détection des BLSE), une troisieme
contenant I'acide boronique (détection des enzyieeype AmpC) et une quatrieme
contenant 'TEDTA (détection des métafldactamases). Le test est basé sur l'utilisatiame’
céphalosporine chromogene, HMRZ-86, possédantaupgment protecteur qui prévient la
rupture de son cyclglactame. Cependant, cette céphalosporine est lygémpar les BLSE,
les enzymes de type AmpC et les mét@Hactamases en donnant un changement de
coloration du jaune au rouge apres 2 a 15min adestyre ambiante. Si la bactérie possede
une BLSE, seule la bandelette concernée doit rgatee puisque I'acide clavulanique l'aura
neutralisée. Par contre, si toutes les bandelegitiest au rouge, il est alors impossible de
préciser la nature de la multi-résistance au malgece simple test. La sensibilité de cette
technique a été estimée a 85 % pour la détectioBHEE.[97]

8.1.3 Nitrocifine Test Negative
Solution Control

C’est une céphalosporine chromogéne qui passe du
jaune a la lecture lorsque la liaison amide duehéta-

lactame est hydrolysée par la béta-lactamaset lles A

sensible a I'hydrolyse par toutes les béta-lactamas

connues produites par des bactéries a Gram peftséif

Gram négatif. 2

C’est une technigue sensible pour détecter leshssuc
productrices de béta-lactamasesNdgonorrhoeagH.
influenzae Staphylococcuspp,Enterococcuspp et
Moraxella (Branhamella) catarrhalid_a nitrocifine est

le seul test fiable pour détectenterococcus spp D
productrice de béta-lactamad@8, 99]

8.1.4 Test bleu Carba Figure 31 : Test bleu Carba [100]

Ce test met aussi en évidence le changement delpilig¢u réactionnel en utilisant comme
indicateur coloré le bleu de bromothymol. L’hydsdyde I'imipénéme qui est utilisée comme
un substrat pour les carbapénémase est ainsiemiéeidence. Ce test a montré une
sensibilité et spécificité proche de 100% pourdtedtion des MBLs, KPC et Oxa-4&00]
Figure 31
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8.2 Meéthodes immunologiques

8.2.1 Test Latex : technique d’agglutination
Il est basé sur I'agglutination de particules dexiaensibilisées avec des anticorps
monoclonaux contre PBP2a. C’est test simple, rapide onéreux mais il manque de
sensibilité et de spécificitfl01, 102]

8.2.2 Méthodes immunochromatographiques

Les performances de cette méthode dépendent ielisemént des caractéristiques des
anticorps monoclonaux (affinité, spécificité) dagycontre les enzymes responsables des
résistances aux antibiotiques. Tout comme les ndéghmoléculaires, ces tests ne détectent
que ce qui est recherché. Par contre, ils détedimdtement la production de I'enzyme
responsable de la résistance. De plus, contraireausrtests phénotypiques et biochimiques,

ils ne sont pas influenceés par I'activité enzymagignéme faible de 'enzyme.

Une des limitations majeures de ces tests esékepce ou I'apparition de mutants avec
modification du site de reconnaissance d’'un desa@ips ce qui induira des résultats

faussement négatifs.

Ces tests sont présentés sous forme de cassdtteegrent une bandelette qui permet la
détection de I'enzyme recherchée. Différents testsiéja été décrits pour la détection
spécifigue d’OXA-48 et KPC ou la détection simuétard’OXA-48, NDM et KPC. Ces tests
montrent des spécificités et sensibilités proclees@ % et sont considérés comme de bons
tests de confirmation pour l'identification deséobactéries productrices de
carbapéneémases. Leur utilisation est facile a metirplace dans n'importe quel laboratoire
de microbiologie. A I'heure actuelle, ces testgpaemettent pas la détection des CTX-Ms et

de I'ensemble des cing principales carbapénéeméaszsles entérobactérigd3-105]

- B lactamase
Y Anticorps-marqué (anti-g lactamase)

Anticorps anti—-B lactamase

Y Anticorps anti-anticorps marqué

+ B lactamase

TEST
POSITIF

MIGRATION

e L

-B lactamase

Figure 32 : Apercu des tests-bandelettes développg&sntre la résistance au-lactamines. [106]
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8.3 Spectrométrie de masse

Dans le domaine de la biologie, la spectrométrienesse a ionisation douce, telle que
MALDI-TOF MS, est établie pour l'analyse de mol@&subiologiques importantes, telles que
les protéines, les peptides, les oligonucléotidsslipides ou les glycanes. Elle détecterait
principalement des protéines ribosomales, desipeg@omestiques et des protéines
structurales qui sont abondantes dans la cellelaivement indépendantes de I'état de

croissance du micro-organisnj£07]

MALDI-TOF MS (La spectrométrie de masse a tempsalele désorption / ionisation laser
assistée par matrice) est devenu populaire datadesatoires de diagnostic de routine.

Elle est utilisée pour l'identification directe &aisant correspondre le spectre de masse généré
a partir de I'analyte avec les spectres dans wedmdonnéefl08]

Quatre utilisations principales ont été testées aueces: [1] la détection et I'expression de
mécanismes de résistance aux antibiotiques qla eséthode la plus explorée jusqu'a
présent (par exemplp;lactamase, activité d’ARNm méthyltransférase)dgg profils de pic
de masse spécifiques dans les spectres, [3] latdétele stabilité biomarqueurs marqués par
des isotopes et [4]l'estimation de I'effet deskantiques sur la croissance des micro-
organisme$109]

Preparation scheme for the detection of B-lactamase activity

o]
(o]
(o]
O 00
o O —
Picking of \ —

Culture 5 colonies anu;);loti(‘)n
plate Resuspension 3h,37°C ’
in antibiotic solution Centrifugation |
Supernatant
<=

Target
preparation

el AR kel L@;

== QL0 gy P Sl MALDI-TOF MS
Spectra analysis

Data analysis

Figure 33 : Procédure de détection des métabolité®ta-lactamases par spectrométrie de

masse MALDI-TOF. [110]
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Actuellement, la principale avenue avec MALDI-TOFSMst a la recherche de pics
spécifiques liés aux porines, des enzymes (par gheeanA / B, mecA, KPC-2 ou méme

des modifications lipidique$111, 112]

» Inconvénients de la méthodfL10]

* La méthode impliquent toujours un temps d'inculmasiopplémentaire, mais moins
que pour les antibiogrammes, mais retardent er ¢eigliagnostic pour la mise en
place d'une antibiothérapie optimale.

» La détection directe des déterminants de la rémistast restée difficile a atteindre
parce que de nombreuses protéines impliquées daésistance aux médicaments,
telles que les béta-lactamases, ne sont souveeixpasnées a des niveaux éleves par
rapport a d'autres protéines bactériennes. Cdlaitgoresque impossible d'identifier et

de différencier les protéines béta-lactamases ste ki spectre des protéines.







Introduction

Avant l'installation de la paillasse d’antibiograma, le laboratoire de microbiologie souffrait
d’instabilité dans les moyens de déterminationa@ibiogramme notamment la rupture
fréquente de plusieurs disques d’'antibiotiquesppmmajeurs, comme l'imipenéme,

I'ertapénéme et C3G, ce qui rendait les résuleafdus souvent incomplets.

La pratique des tests complémentaires était queaiabsente et les souches d’ATCC
n'étaient pas régulierement réisolées et bien wmues, induisant ainsi leur perte et donc la

perte de I'élément clé du contréle qualité du meké&t méthodes utilisés.

Rappel des objectifs

L’objectif principal de ce travail est la mise dage de la paillasse d’antibiogramme au
niveau du laboratoire de microbiologie de Bellouacintroduction des CMI, des tests
complémentaires et du contrdle qualité de I'angbéonme, du matériel et techniques utilisés

avec la création et application de techniquesquas améliorant la qualité du le travalil.






1 Type et population d’étude

Chapitre | : Matérielet méthodes

Il s’agit d'une étude prospective concernant t@ssgrélevements recus au niveau du

laboratoire de microbiologie de I'unité Bellouacaésitants un antibiogramme. Ces

prélevements proviennent des patients hospitadisésternes.

2 Critéres d'inclusion, de non inclusion et d’exclusin

Aucun critére particulier dans ces trois volets été@ défini.

Il est a noter que la mise en place progressiva gaillasse en particulier durant la période

de confinement liée a la COVID-19 a induit la pet&e30 souches qui n’ont pas bénéficié de

CMlI et/ou de tests complémentaires.

Néanmoins, ayant subies un antibiogramme de basealernieres ont été incluses dans

I'analyse statistiqgue des profils de sensibilit& antibactériens.

3 Période et lieu de I'étude

Cette étude est menée de la période allant devieja2020 au 17 mars 2020 puis poursuivie

du 01 septembre 2020 au 17 septembre 2020.

L’étude est réalisée au niveau de laboratoire aeaiiologie de I'unité Belloua de CHU

NEDIR Mohamed de Tizi-Ouzou.

L'unité Belloua est une structure sanitaire dantdpacité litiere est de 335 lits et englobe

douze spécialités réparties en services médicasereices chirurgicaux.

Tableau 2 : La capacité litieres de différents seiges de I'hopital.

Service Nombre de lits
Spécialités Pneumologie 60
Médicales Rééducation 47
Rhumatologie 24
Dermatologie 15
neurologie 22
Endocrinologie 62
Oncologie 12
Réanimation 6
Spécialités Ophtalmologie 20
Chirurgicales| O.R.L 22
Chirurgie-thoracique 13
Gynécologie 32
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4.1 Appareillage de

N

8.

9

10. Réfrigérateur -20°C. ‘ ‘ AT .
11. Microscope.

Matériels utilisés

routine

Spectrophotométre.
Etuve a 37°C.

Bain marié
thermostaté.
Stéréo microscope.
Balance électrique.
Agitateur magnétique
chauffant.
Agitateur Vortex.
Autoclave.

Séchaoir.

4

|

Figure 34 : Appareillage de routine.

4.2 Appareillage introduit

1. Lampe : un dispositif que nous avons monté afin ddifecla lecture des
antibiogrammes surtout ceux faits sur MH au saaig fr

2. Ensemenceur rotatif: un dispositif que nous avons monté pour urERncement
plus facile et rapide que 'ensemencement manuel.

Figure 35 : Appareillage introduit : la lampe (& gaiche) et 'ensemenceur rotatif (& droite)
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4.3 Verreries

4.4 Outils de laboratoire

1. Erlenmeyer.

2. Pipettes pasteur.
3.

4. Lames et lamelles.
5. Tubes a essai.

NookwdhpE

Verre de montre.

Bec bunsen.

Boite de peétri.

Ecouvillons.

Pince.

Pied de coulisse.
Microplaque.

Micropipette réglable 5ul a
50ul.

Micropipette réglable 10ul
a 100pl.

Micropipette réglable 100pl
a 1000pl.

10.Embouts stériles. Figure 37 : Les outils de laboratoire.
11. Spatule.

12.Portoirs.
13.La jarre CO2.

4.5 Antibiotiques et autres réactifs

NookwdpE

Disques des antibiotiques.
Poudres des antibiotiques.

L’eau distillée stérile.

L’eau physiologique stérile.
Sang.

L’'oxydase.

Peroxyde d’hydrogéne « H202 ».
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4.6 Milieux de cultures

Gélose Muller-Hinton.

Gélose Hektoen.
Gélose nutritive.
Gélose Chapman.
Gélose chrommagare.

Gélose Colombia.

N o gk~ w0 DbdhdRE

Muller-Hinton poudre.

Figure 38 : Milieux de culture

4.7 Logiciels

WHONET est un logiciel utilisé pour la surveillance dedaistance bactérienne aux
antibiotiques. Plusieurs pays l'utilisent. Une masg@ur réguliére est faite pour ce
programme, tenant compte des nouvelles recommandades différents comités
d’antibiogramme, notamment : CLSI et EUCAST.

En Algérie, ce logiciel est utilisé depuis 1999 pamsemble des membres du réseau national
de surveillance de la résistance bactérienne aibi@igues (A.A.R.N). Grace a cet outil, les
résultats d’antibiogrammes sont saisis puis analgaé les microbiologistes, membres du
réseau. Ceci permet I'édition d’'un rapport périogdig’évaluation des données de la

résistance bactérienne aux antibiotiques au nimatianal.
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5 Méthodes

5.1 Préparation des milieux
5.1.1 Gélose Muller-Hinton

» A partir des flacons commercialisés
Les flacons de gélose MH sont mis dans le bain

marie a 100°C jusqu’a I'obtention d’'une gélose
liquide, puis retirés et coulés directement darss dif
boites de pétri stériles sur une épaisseur de 4mnj

température ambiante.

Figure 39 : Péparation de la gélose €
boite de pétri

» A partir de la poudre
35 g de la poudre de MH est rajoutée a 1L d’eatilldi stérile dans I'erlenmyer, puis le

mélange est homogénéisé et déposé sur I'agitatagnétique chauffant pendant 1 min.

Une fois agité, le volume est versé dans des flastériles qui sont mis dans I'autoclave a
120°C pendant 15 min puis retirés et coulés ddraent dans des boites de pétri stériles sur

une épaisseur de 4mm + 0,5mm.

Bien que cette méthode demande un travail supplé&inemar rapport a celle utilisant les
milieux commercialisés mais elle est moins chég@es précise en terme de concentration.

5.1.2. Gélose Muller-Hinton au sang frais

A partir d’'un flacon de 180 ml de gélose MH prédgatent liquéfié au bain marie et
|égérement refroidi, nous ajoutons 2,5% de shagnélange est bien homogénéisé puis

coulé dans des boites de pétri stériles sur uniessa de 4mm + 0,5mm.

5.1.3. Gélose Muller-Hinton additionné de cloxacilline

Les étapes de préparation de ce milieu est résiené le tableau ci-dessous :
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Tableau 3 : Les étapes de préparation de gélose Midntenant de la cloxacilline

Entérobactéries groupe 1 et 2

Entérobactériegpgr8u
P.aeroginosa
Acinitobacter spp

Concentration en
cloxacilline

0,5 mg/ml (500 mg/l)

1mg/ml (1000 mg/l)

Préparation de
milieu

100 mg de cloxacilline sont
pesées et versées dans 20ml
d’eau distillée.

Ce volume est ajouté a 180 ml
de MH préalablement liquéfié e
légerement refroidi.

Le mélange est bien
homogénéisé puis coulé sur le

200 mg de cloxacilline sont
pesées et versée dans 20 ml
d’eau distillée.
Ce volume est ajouté a 180 ml
tde MH préalablement liquéfié e
légerement refroidi.
Le mélange est bien
5 homogénéisé puis coulé sur le

boites pétri stériles.

~—+

U7

boites pétri stériles.

NB :

Tous ces milieux sont préparés en respectant leditcans d’'asepsies.

En cas de nécessité, ces derniers sont séchéshanirggendant quelques minutes avant

usage.

Les géloses excédentaires sont stockées au rétegédans des sachets hermétiquement

fermés pour éviter le desséchement, I'oxydationgdbesses au sang frais et les

contaminations.

5.2. Préparation des solutions d’antibiotiques

» Utilisées pour I'antibiogramme

-Pour chaque antibiotique, le poids corresponddatcancentration définie est pesé puis

dissout dans le volume correspondant d’eau distillés solutions sont conservées au

réfrigérateur a +4°C. Les antibiotiques prépardswgs concentrations sont présentés ci-

dessous :
Tableau 4 : Concentrations des antibiotiques prépas.
ATB AMP | AMC |CAZ |CTX | FOS | RIF IMP | ERTA
Concentratior| 10 20 30 30 200 5 10 10
(ng/ml)
Quantité 10 20 30 30 200 5 10 10
pesée (MQ)
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Figure 40 : Différentes solutions d’antibiotiques péparées.

» Utilisées pour les CMI
* Préparation de la solution de colistine sous sa forme commerciale, ce
médicament correspond a un sel : le ColistiméthisteSodium et est exprimé
en unité internationale, alors qu’en routine, eBetestée sous forme de
colistine base et est exprimée en microgrammesfdreriles suivantes

permettent la conversion :

1M Ul de colistiméthate 80 mg de colistiméthate 34 mg de

de sodium mm— e sodium =) colistine de base

-Une solution primaire de 3,4 mg/ml est prépargaréir d’'un flacon de Colistimethate de
sodium de 1M Ul qui équivaut a un poids de 80 mg3bmg de colistine base.

-A partir de cette solution primaire, une solutingre de 1024ug/ml est préparée suivi d’'une
gamme de dilution.

* Préparation de solution de pénicilline
La formule de conversion :
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1 Ul de pénicilline G sodigue =) 0,6 ug de pénicilline G sodique

Nous préparons une solution de 60 mg/ml, a pduir flacon de pénicilline G sodique de
1M Ul qui est I'équivalant de 600 mg de pénicillisedique.

A partir de cette solution, nous préparons unetisslumére de 1024pg/ml, suivi d'une

gamme de dilution.

» Préparation de la solution d’ampicilline et de vacomycine

Une quantité de 10,24 mg de poudre d’antibiotiGuegicilline ou vancomycine) est pesée et

dissoute dans 10ml de I'eau distillée stérile paatenir une solution mére a 1024ug/ml qui

servira pour la préparation de gamme de dilution.

5.3. Contr6le qualité

Le contrdle qualité permet de garantir : la préciset la fiabilité de la technique des tests de

sensibilité, la performance des réactifs utilisésslles tests et la performance du personnel

qui effectue les tests et la lecture.

5.3.1. Contrble de milieux de culture

Caracteres macroscopiques
Ca consiste a vérifier :

» larégularité de la surface : répartition homogaagélose sur la boite pétri.
(I'écoulement doit étre fait sur plan strictemeatibontal).
* la couleur : chaque milieu a une couleur spécifiguiedoit étre verifiee. (ex :

jaune pale pour gélose MH simple et rouge vif gdtt au sang frais).

» ['épaisseur : elle doit étre 4mm+/- 0.5 ce qui espond a une quantité de 20

ml de MH pour une boite de pétri de 90 mm de diaget

Stérilité

Les milieux de culture conformes macroscopiqueraent incubés a 37° pendant une nuit. Le

milieu stérile est vérifié par 'absence d’'une &uetie poussée d’'un contaminant.
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Fertilité
Consiste a vérifier la capacité d'un milieu deungta récupérer quantitativement certains

micro-organismes cibles.
Sélectivité

Consiste a vérifier la capacité d'un milieu ddwe a favoriser la croissance de certains

micro-organismes spécifiques cibles au détrimertet@ins micro-organismes non cibles.

5.3.2. Contr6le des antibiotiques

» Contréle des solutions d’antibiotiques
Les solutions d’antibiotique préparées sont co@ég®ichaque jour par la réalisation de

I'antibiogramme avec :

* E.coliATCC 25922 : AMP, AMX, AMC, IMP, ERT, CAZ, CTX, FS, RIF.
* P.aeroginosaATCC 27853 : IMP, ERT, CAZ, CTX.
*  S.aureuATCC 25 : AMP, AMX, AMC, ERT, CTX, RIF, FOS.
La lecture des diamétres d’inhibition lus dansli@gours suivants leur préparation a révélé

gu'ils sont toujours maintenus dans l'intervallecdaformité.

Au-dela de 10eme jour, nous remarquons que &sdatres commencent a présenter des

perturbations et certaines solutions présentersi anschangement du couleur (AMC).

Apres ce contréle nous avons déduit que la stélalbtces solutions d’antibiotiques préparées

est 10 jours.
» Contréle des disques d’antibiotiques :

» Avant d'utiliser toute cartouche d’antibiotiquefalut vérifier la date de péremption,
surtout pour leg-lactamines, ainsi que la charge des disques.

» Le stock de cartouches d’antibiotiques doit étmreseové, a —20°C, les cartouches dans
leurs étuis correctement rebouchés. Les applicatewrnis de cartouches
d’antibiotiques sont conservés a +4°C.

» Tout disque mouillé, ou ayant été directement antamt de la glace, ou bien encore
conserveé a température ambiante ne devrait pastéisé.

» Les cartouches doivent étre retirées du congélatau?2 heures avant leur utilisation
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* Chaque nouveau lot de disques d’antibiotique aestésoumis a un contrdle de
qualité avec les ATCCE.coli ATCC 25922 P.aeroginosaATCC 27853.S.aureus
ATCC 25.

* Les diamétres mesurés sont comparés aux diametigees. Voir annexe 7.

5.3.3. Contrble des ATCC

Nous le faisons de fagon hebdomadaire, en leslaéischacune sur son milieux adéquat, et
en leurs réalisant un antibiogramme de control temtliamétres mesurés sont comparés aux

diameétres de référence.

Elles sont conservées au réfrigérateur a -4°C pegnde semaine.

5.4. Etude de la sensibilité bactérienne aux antibiotiges

5.4.1. Test de diffusion de disque

» Technique
A partir d’une culture visible et pure de 24H, nogsalisons une suspension bactérienne avec
de I'eau physiologique de turbidité 0,5 de Mc Fadl@gmesurée a l'aide de
spectrophotometre) qui doit étre utilisée deédmefice dans les 15 min suivantes sa
préparation.

A l'aide d’'un écouvillon stérile, nous ensemenctansuspension bactérienne sur la gélose
MH simple employée pour les bactéries non exigeafiés entérobactérieBseudomonas
spp, Acinetobacter spp, Staphylococcug gppa gélose MH au sang pour les bactéries
exigeantes§treptococcus spplL’ensemencement se fait sur la totalité de téase de la

gélose dans trois directions ou a l'aide de I'eresreur rotatif.

Apres 'ensemencement, nous déposons sur la gaéssdisques d’antibiotiques appropriés
pour chague germe (voir annexe 8) ou des solutlxEB dans des trous préalablement
réalisés (ces solutions sont utilisées a la placdisbjue en cas de rupture, péremption ou
inadéquation révélé par les tests de contrdle)

Le nombre de disques maximale par boite est depgeptles bactéries non exigeantes et

cing pour les exigeantes

L’incubation se fait en respectant les conditicjmmmandées pour chaque bactérie (voir

annexe 8)
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> Lalecture
A l'aide de la lampe, on mesure les diametres dasz d’'inhibition, lus a I'ceil nu, au
millimétre le plus proche avec un pied a couligsaur les bactéries sur MH simple, les
diamétres sont pris au fond des boites fermées,Ipsiactéries sur MH au sang, ils sont pris
a partir de boites ouvertes et bien éclairées.

Devant I'apparition des colonies au niveau de abmdibition :

» Soit on effectue des tests d’'identification (éfedss, test d’'oxydase, catalase) a
fin de distinguer une éventuelle contamination.

» Soit on ne prend pas en considération, c'est leledssfomycine avec les
entérobactéries et les staphylocoques car laaésisacquise a la fosfomycine
est homogeéne.

NB : Les souches suscitant des tests complémentaires@mwervées dans le milieu de
conservation a base de lait a -20°C pour les e¥aliéérieurement.

Figure 41 : Test de diffusion de disque a I'aide dh écouvillon (a gauche) et de
I'ensemenceur rotatif (a droite).

E
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Figure 42 : Test de diffusion de disque sur MH auang frais.

5.4.2. Détermination de CMI

Pour la détermination de CMI, nous avons opté pouréthode de dilution en milieu liquide
sur des microplaques (la microdilution).

Nous déterminons la CMI de :

» Colistine pour les entérobactéri@seudomonas spp et Acinetobacter spp.
* Vancomycine pousatpylococcus spp.

La CMI de vancomycine n’était pas lancée ave&lggrococcus sppar toutes
les souches ne présentaient pas les criteres pieisnsd'une résistance aux
glycopiptides.

* Ampicilline et pénicilline poustreptococcuspp autre qup-hémolytique.

Pour la technigue suivie (voir annexe 9), sauf quda non disponibilité de MHLAC, nous
avons utilisé a sa place le milieu de 'hémocwatur
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Figure 43 : Détermination de la CMI par microdilution.

(technique voir annexe 10). La souche productreafl-lactamase, donnant lieu a un motif

Les souches suspectées d’avoir une béta-lactamasemnfirmées par le test de trefle
de trefle.

5.4.3.1. Recherche de béta-lactamases

5.4.3. Tests complémentaires

Figure 44 : Test de tréfle positif pour la souch&taphylococcus aureus

j
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5.4.3.2.Recherche de BLSE

Apres la lecture interprétative de I'antibiogramies, souches qui présentent les critéres de
suspicions d’'une BLSE sont confirmées par les wmstants :

5.4.3.2.1. Test synergie double disque

Nous déposons 10uL d’AMC (20/10ug) a 25 mm cedtrentre d’'un disque de AT (30uQ),
CRO (30ug), CTX (30ug) et/ou 10ul de CAZ sur laogélMH préalablement ensemencée
par la souche a tester puis I'incuber 18 & 24h°&€35

Le test est positif s'il y a apparition d’'une imadg synergie entre AMC et 'un des ATB
testés.

Figure 45 : Test de BLSE positif : apparition de image de synergie.

5.4.3.2.2. Test de disque combiné
La gélose est ensemencée par la souche a teseemaus déposons I'’AMC avec CTX (pour
entérobactéries) ou la CAZ (pour Pseudomonas etitAbacter) a une distance de 25 mm.

Apres l'incubation d’'une heure a température antkiamous rajoutons du CTX ou CAZ dans
le trou de 'AMC puis on incube les boites 18 a 248i7°C.

Le test est positif lorsque le diamétre autour AMC et CTX (ou CAZ) est plus grand que le

diametre de CTX (ou CAZ) seul.
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Figure 46 : Test de disque combiné positif.

5.4.3.2.3. Test de rapprochement
Un disque de CTX est déposé a différents distafid@am, 20mm et 25mm) de disque
d’AMC sur une gélose MH préalablement ensemencéasmuche a tester.

Figure 47 : Test de rapprochement positif.

5.4.3.2.4. Test a la cloxacilline

Ces trois tests précédents sont réalisés auds milieu MH additionné de cloxacilline afin
d’inhiber la céphalosporinase hyperproduite quiane I'apparition des phénotypes
sauvages et faciliter la détection de BLSE.

E
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Figure 48 : Test a la cloxacilline a gauche: sur Miimple, a droite sur MH-CLOXA :
augmentation de diametre autour C3G.

5.4.3.3. Recherche de carbapénemase

Apres la lecture interprétative de I'antibiogramnes, souches qui présentent les criteres de

suspicions de la production de carbapénémase sofitraées par les tests suivants :

5.4.3.3.1. Test de Hodge modifiee THM
Le mode opératoire est détaillé dans
'annexe 11.

Les souches productrices d’'une
carbapénémase présentent un
étranglement de la strie au voisinage du
dépodt de disque d’antibiotique
correspondant a une croissance de la
souche de référenée.coli 25922,
protégée par I'enzyme de la souche
productrice testée.

Figure 49 : Test de Hodge modifié positif avec la
soucheE.coli (3a), T(+) : témoin positif /T(-) :
témoin négatif.

E
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5.4.3.3.2. Test de synergie
Nous déposons 10uL d’AMC a 25 mm centre a ceatitne disque de I'IMP sur la gélose
MH préalablement ensemencée par la souche a pesselfincuber 18 a 24 h a 35°C.

Le test est positif s'il y a apparition d’'une imadg synergie entre 'AMC et I'[MP.

5.4.3.3.3. Test a'EDTA

Consiste a déposer 10ul d'imipeneme
seul et 10ul d'imipenéme avec une
goutte d’EDTA. Puis comparer les
diametres aprés incubation de 24H a
35°C. Ce test est positif si le diametre
apparu autour de I'imipenéme + EDTA
est plus grand de 3 a 5 mm que celui

apparu avec I'imipeneme seul.

Figure 50 : Test de disque combiné.
Souche 180 : Test positif / 361 : Test négatif.

Ce test est aussi réalisé sur MH additionné deacitine afin de différencier
I'hnyperproduction de céphalosporinase plus la pgetporine et la production de
carbapénéemases.

Figure 51 : Test de disque combiné (A) sur MH simgl (B) sur MH-CLOXA.

E
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5.4.3.4. Détection de la résistance inductible amtlamycine

Ca consiste a disposer un disque de clindamycing)(@t érythromycine (15u9) séparés
d’une distance de 15 mm sur MH patiaphylococcus spgt MH au sang frais pour
streptococcus spp

Les résultats ont été interprétés comme suit :

- Phénotype MS : sensible & la clindamycine (diaen@¢ zone de I'inhibition >21mm) avec

zone circulaire d'inhibition autour du disque.

- Phénotype iMLSB (résistance inductible) : serestbla clindamycine avec une zone
d'inhibition en forme de D autour du disque deddimycine (aplatissement de la zone entre
les deux disques).

- Phénotype cMLSB (résistance constitutive) : tésisa la clindamycine (diametre de la
zone de l'inhibition <14) avec une forme circulai@hibition.

Figure 52 : Test « D » positif

5.4.3.5. Détection dstaphylococcus sppésistant a la méthecilline par disque de
céfoxitine

Ca consiste a déposer un disque de céfoxitine {3urda gélose MH préalablement
ensemencée par $éaphylococcus spp tester.
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1 Vue globale de I'activité au laboratoire de microbologie de I'hépital Belloua

1.1 Les prélevements (N=907)

Le nombre de prélevements acheminés au laborgtoineétude cytobactériologique est de

907.

Les liquides céphalorachidiens, au nombre de 1dSpnt adressés que pour une étude
cytologique.
Tableau 5 : La répatrtition des prélevements recustalaboratoire selon leur nature
(N=907)
Type de prélevement L'effectif Pourcentage
(%)
Urines 596 65,71
Pus superficiels 104 11,47
Liguide de ponction des séreuses 99 10,92
Préléevements vaginaux 36 3,97
Sécrétions broncho-pulmonaires 30 3,31
Hémoculture 17 1,87
Autres ponctions profondes 13 1,43
Drains thoraciques 12 1,32
Totale 907 100

A I'hdpital Belloua, La nature des préléevementsugergfléte I'activité des services. Il

regroupe des spécialités médico-chirurgicales idéo» et donc le laboratoire de

microbiologie ne recoit que trés peu de prélevemdhirgence comme les LCR et les

hémocultures. De plus, il assure le traitementré@&pements provenant de patients externes

sans rendez-vous expliquant le nombre importantudass.
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1.2 La répartition des prélevements selon leur provenare (N=907)

Tableau 6 : La répartition des prélévements selorelr provenance (N=907)

SERVICES EFFECTIF
Externes 327
Endocrinologie 195
Pneumologie 112
Neurologie 66
Rééducation 57
Rhumatologie 43
Dermatologie 25
Gynécologie 25
Chirurgie thoracique 19
Ophtalmologie 14
ORL 14
Réanimation 6
Oncologie 4
Totale 907

Pourcentage (%)
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Figure 53 : La répartition des prélevements seloreur provenance. (N=907)
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1.3 La répartition des prélevements selon leur naturetdeur provenance (N=907)

Tableau 7 : Tableau récapitulatif de la demande eanalyses microbiologiques selon la
provenance. (N=907)

Liquide | Prélevements| Sécrétions
S Pus de vaginaux broncho- Autres
Urines | superficiels | ponction pulmonaires | Hémoculture | ponctions Drains Total
des profondes | thoraciques
séreuses
Externe 235 33 36 17 1 0 5 0 327
71,87%| 10,09% 11% 5,20% 0,31% 1,53% 100%
Endocrinologie 162 13 2 18 0 0 0 0 195
83,08%| 6,67% 1,02% 9,23%
Pneumologie 20 1 47 0 27 7 0 10 112
17,86%| 0,89% 41,96% 24,11% 6,25% 8,93% 100%
Neurologie 65 0 0 0 0 1 0 0 66
98,48% 1,52% 100%
Rééducation 54 3 0 0 0 0 0 0 57
94,74%| 5,26% 100%
Rhumatologie 34 0 8 0 0 1 0 0 43
79,07% 18,60% 2,33% 100%
Dermatologie 13 9 0 0 0 3 0 0 25
52% 36% 12% 100%
Gynécologie 6 12 0 1 0 2 4 0 25
24% 48% 4% 8% 16% 100%
Chirurgie 2 7 6 0 0 1 2 1 19
thoracique 10,53%| 36,84% | 31,58% 5,26% 10,53% 5,26% 100%
Ophtalmologie 0 14 0 0 0 0 0 0 14
100% 100
ORL 2 9 0 0 0 1 2 0 14
14,29%| 64,28% 7,14% 14,29% 100%
Réanimation 2 1 0 0 2 0 0 1 6
33,33%| 16,67% 33,33% 16,67% | 100%
Oncologie 1 2 0 0 0 1 0 0 4
25% 50% 25%
Total 596 104 99 36 30 17 13 12 90
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Services
B Urines B Pus superficiels M Liquide de ponction des séreuses
Préléevements vaginaux B Sécrétions broncho-pulmonaires B Hémoculture
B Autres ponctions profondes H Drains thoraciques

Figure 54 : La répartition des prélévements seloreur nature et leur provenance.
(N=907)

Les ECBU et les ECB des pus sont les deux prélentesntes plus demandés par les services
médico-chirurgicaux de I'hopital Belloua.

Nous observons une répartition reflétant I'actides différents services.

1.4 La répartition de prélévements selon le sexe et b@ des patients (N=907)

Tableau 8 : La répartition de prélevements selon Ieexe et 'dge des patients. (N=907)

Age Adulte Pédiatrique |
Féminin Masculin Féminin Masculin{
Nature de préleveme Sexe
Urines 353 215 16 12
Pus superficiels 62 38 2 2
Liquide de ponction des séreuses a7 50 2 0
Prélévements vaginaux 35 0 1 0
Sécrétions broncho-pulmonaires 20 10 0 0
Hémoculture 6 11 0 0
Autres ponctions profondes 10 1 0 2
Drains thoraciques 0 12 0 0
Totale 533 337 21 16
870 37
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2 Bilan de l'activité de la paillasse d’antibiogramme

2.1 Population de I'étude

Parmi 907 prélévements dont la culture a été larif#eont nécessité un antibiogramme soit
22.05%.

2.2 Récapitulatif des positivités par prélevements sefola provenance (N=907)

Tableau 9 : Récapitulatif des positivités par préleements selon la provenance. (N=907)

Externe

Endocrinologie
Pneumologie
Neurologie
Rééducation
Rhumatologie
Dermatologie
Gynécologie

Chirurgie
thoracique

Ophtalmologie
O.R.L
Réanimation

Oncologie

Urines
N | N+
235| 41
162 | 11
20 | 3
65| 8
54 | 19
34| 2
13| 1
6 3
2 0
0 0
2 1
2 1
1 0

Pus
superficiels
N N+
33 | 23
13 9
1 0
/ /
3 3
/ /
9 5
12 5
7 4
14 3
9 5
1 1
2 2

Liquide
iz
ponctions
séreuses
N [ N+
36 | 0
2 0
47 | O
/ /
/ /
8 0
/ /
/ /
6 1
/ /
/ /
/ /
/ /

Prélév_emen
ts vaginaux
N N+
17 2
18 1
/
/
/
/
/
1 0
/
/
/
/
/

Sécrétion
broncho-
pulmonair
e

N | N+
1 1
/
27 | 6
/
/
/
/
/
/
/
2
/

Hémocultu
re
N N+
/
/

7 1

1 0
/

1 0
3 0

2 0
1 0

/ /
1 0

/ /
1 0

Autres
ponction
S
profonde
S
N N

+
5 0
/
/
/
/
/
/
4 @
2 0
/
2 0
/
/ 0

Drains
thoraciqu
e
N [ N+
/ 0
G
10| 12
/ 0
/ 0
/ op
/ 0
@
1 1
/ 0
/ 0
1 1
/ 0

N : nombre total de prélévements
N+ : nombre de prélévements positif




)

Chapitre Il : Résultatst Discussion

Pneumologie
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Urines Sécrétions broncho- Drains thoraciques
pulmonaires
Figure 56 : Taux de positivité de prélevements desssice pneumologie.
Endocrinologie
93,2 94,44
100
20 69,23
60
30,77
. .
? p oy
0
N-% N+% N-% N+% N-% N+%
urines pus superficiels prélévements vaginaux

Figure 57 : Taux de positivité de prélevements deesrice endocrinologie.

EXTERNE
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Figure 55 : Taux de positivité de prélévements dgmtients externes.
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2.3 Répartition de la population selon les souches bagiennes identifiées (N=200)

Tableau 10 : Différentes souches bactériennes iddides. (N=200)

Micro-organisme L'effectif | (%)
Achromobacter xylosoxidans 1 0,5
Acinetobacter baumannii 9 4,5
Burkholderia cepacia 1 0,5
Citrobacter koseri (diversus) 2 1
Enterobacter cloacae 9 4,5
Enterococcus faecalis 4 2
Enterococcus faecium 5 2,5
Enterococcus sp. 5 2,5
Escherichia coli 56 28
Flavimonas oryzihabitans 2 1
Klebsiella aerogenes 1 0,5
Klebsiella oxytoca 3 15
Klebsiella pneumoniae 5 2,5
Klebsiella sp. 2 1
Morganella morganii 3 1,5
Proteus mirabilis 11 55
Providencia rettgeri 1 0,5
Pseudomonas aeruginosa 29 14,5
Serratia liquefaciens 1 0,5
Serratia marcescens 1 0,5
Serratia odorifera 2 1
Staphylococcus aureus 21 10,5
Staphylococcus, coagulase negative 8 4
Streptococcus agalactiae 1 0,5
Streptococcus sp. 14 7
Streptococcus, beta-haemolytic 2 1
Streptococcus, non-haemolytic (gamma)| 1 0,5

Vu le faible effectif de certaines souches ide@&§, nous les avons rassemblées dans des
groupes comme le montre le tableau ci-dessous :
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Tableau 11 : La répartition de la population selorles souches bactériennes identifiées.
(N=200)
Les souches bactériennes L'effectif Pourcentage (%|

E.coli 56 28
Proteus mirabilis 11 55
Kleibselle spp 11 55
Autres entérobactéries 19 9,5
Pseudomonas aeroginosa 29 14,5
Acinetobacter baumanii 9 4,5
Autres BGN non fermentaires 4 2
Staphylococcus aureus 21 10,5
Staphylococcus coagulase négative 8 4
Enterococcus spp 14 7
Streptococcus spp 18 9
Totale 200 100
100%
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Figure 58 : La répartition de la population selon &s souches bactériennes identifiées
(N=200)
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2.4 Répartition des bactéries identifiées selon le typde prélévement (N=200)

Tableau 12 : Répartition des bactéries identifiéeselon le type de prélevement (N=200)

E.coli

Proteus mirabilis
Kleibselle spp

Autres entérobactéries

Pseudomonas
aeroginosa
Acinetobacter baumanii

Autres BGN non
fermentaires
Staphylococcus aureus

Staphylococcus
coagulase négative
Enterococcus spp

Streptococcus spp
Total

Urines

50

4
8
3
-

94

Pus
superficiels

6
6
3
12
12

3
2

14

12
80

Liquide de
ponction des
séreuses

0

o © o r

Préléevement Seécrétions Hémoculture
vaginaux broncho-
pulmonaires

0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 1 1
0 4 0
0 2 0
0 0 0
1 0 0
0 0 0
0 0 0
2 0 0
3 7 1

Drains
thoraciques

0
0
0

14

Total

56
11

11
19

29

21

14
18
200
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2.5 Répartition des bactéries identifiées selon leur mvenance (N=200)

Tableau 13 : Répatrtition des bactéries identifieeselon leur provenance. (N=200)

E.coli Proteus Kleibsella Autres Pseudomona: Acinetobacter Autres BGN Staphylococcus Staphylococcus Enterococcus Streptococcu

mirabilis spp entéro- aeroginosa baumannii  non aureus coagulase spp spp
bactéries fermentaires négative

Externe 25 5 7 7 5 1 1 14 3 3 9
Rééducation 12 3 1 2 2 1 1 0 0 2 0
Endocrinologie 5 0 2 0 2 2 0 1 1 3 6
Pneumologie 2 0 0 3 9 5 0 1 2 0 0
Gynécologie 2 0 1 2 3 0 0 0 0 3 0
Chirurgie 0 2 0 3 3 0 0 0 0 0 0
thoracique
Dermatologie 2 0 0 0 0 0 1 4 0 0 1
Neurologie 6 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0
ORL 1 0 0 1 1 0 1 0 1 1 0
Ophtalmologie 0 1 0 0 2 0 0 0 0 0 1
Réanimation 1 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0
Rhumatologie 0O 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
Oncologie 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
Totale 56 11 11 19 29 9 4 21 8 14 18
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3 Etude de profils de sensibilité aux antibiotiques €s principaux groupes bactériens

3.1 Profil de sensibilité aux antibiotiques dE.coli dans les prélévements urinaires

> Chez les patients hospitalisés (N=23)
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Figure 59 : Profil de sensibilité aux antibiotiquesd'E.coli dans les préléevements
urinaires chez les patients hospitalisés (N=23).

» Chez les patients externes (N=27) :
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Figure 60 : Profil de sensibilité aux antibiotiquesd'E.coli dans les préléevements
urinaires des patients externes (N=27).
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* Nous remarquons que la résistance est plus éléezeles patients hospitalisés par
rapport au patients externes notamment les cépyaiass, les carbapénémes et les
quinolones, le méme cas est observé dans le ragfpxRN de 2018[113]

* Au milieu hospitalier, nos résultats sont globalatr@mparables avec ceux du
rapport d’AARN 2018 a I'exception d’AMC, céfazolimt carbapénemes qui sont plus
élevés dans notre étude (AMC : 77,78%, CZ : 70,3R¥%,: 14,81% et ERT : 11,11%
contre AMC : 52,23%, CZ : 7,12%, IMP : 0,54% et ERX,69 %),et comparables
aussi avec une étude menée au CHU Nedir en 2083 caption de I' AMC,CEP et
CX qui sont plus élevés dans notre étydl@3, 114]

Chez les patients externes, nos résultats sondlgimtent comparables avec ceux du rapport
d’AARN 2018 et de I'étude de CHU Nedir, a I'exceptid’ AMP et d’AMC, qui sont plus

élevés dans notre étufliel3, 114]

3.2 Profil de sensibilité aux antibiotiques ddPseudomonas aeroginosanez les patients

hospitalisés (N=24)
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Figure 61 : Profil de sensibilité aux antibiotiquesde Pseudomonas aeroginosznez les
patients hospitalisés (N=24)

Au milieu hospitalier, les résultats de notre étadet globalement proches a celles de rapport
national de 2018 et de I'étude de BOURAHLA et HADDAE, a I'exception de
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‘AR

tobramycine qui a un taux de résistance de 0%s ajoe la pipiraciline, 'imipenéme et les

fluoroquinolones qui sont plus résistants dansenétinde[113, 115]

3.3 Profil de sensibilité aux antibiotiques deStaphylococcus aureus
» Chez les patients hospitalisés (N=7)
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Figure 62 : Profil de sensibilité aux antibiotiquesde Staphylococcus aureushez les
patients hospitaliers (N=7)

» Chez les patients externes
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Figure 63 : Profil de sensibilité aux antibiotiquesde Staphylococcus auresichez les
patients externes (N=14)

Dans notre étude, SARM est plus élevé chez lesmiatexternes qu’hospitaliers.
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Au milieu hospitalier

* Nos résultats montrent que les antibiotiquesasus/ ne présentent aucune
résistance : aminosides, rifampicine, cotrimoxazeleofloxacine, ofloxacine et
pristinamycine, ce qui ne concorde pas avec lpadamational de 2018 (aminosige
30%, rifampicine : 8.24%, cotromoxazole : 15,288t offloxacine : 18,92%,
ofloxacine : 21% et pristinamycine : 6,23%) ni al/étude de KEBOUR et
MELIANI. [113, 116]

* Nous remarquons un taux de résistance plus élevibddloxacine, par rapport au
résultat national et a I'étude de KEBOUR et MELIANIL3, 116]

Chez les patients externes
* Nos résultats sont comparables a ceux du rappbdnal de 2018 a I'exception de
céfoxitine, rifampicine, ofloxacine, ciprofloxacim clindamycine qui sont plus élevé

dans notre étude.[113]

4 Résultats des tests complémentaires

Les résultats des tests complémentaires sontldétddns 'annexe 12.

» ChezE.coli:
Parmi 16 souches B:coli suspectées de production de BLSE et/ou crabapéremas

. 6 souches sont suspectées de production de BL8EWwu@s avons lancé les tests
de CDT, DDST et de rapprochement. Les résultateddests ont montré que 4
souches sont des BLSE et céphalosporinases @ssitiv

. 6 souches sont suspectées de production simultEnBESE et carbapénémases
dont 4 sont BLSE et céphalosporinase positivesietast carbapénémase positive
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Figure 64 : Exemples des tests complémentaird4$.coli

» ChezKlepsciella spp

Parmi 7 souches susceptibles de production de B4 $&5ts sont lancés dont 3 sont revenus
BLSE et cephalosporinases positifs.

» ChezEnterobacter cloacae

Nous avons 3 souches de BLSE et céphalosporinaeggrgduite positives et une seule est
céphalosporinase hyperproduite seulement.

» Chez Pseudomonas aeruginosa
Parmi 5 souches suspectées de production BLSE&tpgneémases :

» 3 souches sont BLSE et céphalosporinases positives.
e une céphalosporinse positive et présente la per®dne.

Parmi 8 souches suspectées de production de cadrapses :

» 2 souches présentes la perte de porine et I'hypeuption de céphalosporinase.

» 4 souches sont céphalosporinases.

E
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> Chez Acinitobacterbaumannii

5 souches suspectées de production simultanée 8E Bt.carbapenemases et leurs résultats

ont montré qu’il y a production de crabapénémasegghalosporinases.
» Chez staphylococcus aureus

Parmi les 18 souches @eaureus qui nous avons lancé le test de trefle, 77% sositifs
Donc il y a production dg-lactamases.

» ChezEnterococcus spp

Parmi 14 souches a qui nous avons lancé le tegtéftée une seule souche est positive.
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Conclusion et recommandations

Une paillasse d’antibiogramme a pour objectif gpatfinal de rendre un résultat complet et

fiable au clinicien pour qu’il puisse traiter cartement et efficacement son patient.

Pour ce faire, un travail sérieux et continu ré@omdcux normes de standardisation de

I'antibiogramme de sociétés savantes doit étra.suiv

La mise en place de notre paillasse d’antibiograramkaboratoire de Belloua est venue dans

ce sens apporter son plus, et a réussi a :

. Résoudre le probléeme de pénurie de certains distjaesbiotiques en les

remplacant par les solutions préparées d’antihiesq

. Améliorer la qualité des résultats en introduidardontrole qualité.

. introduire les CMI et les tests complémentairesr plas résultats plus preécis.

. Faciliter la manipulation en introduisant de nouveappareillages.

. Economiser les dépenses en recyclant certains @titihatériels.

. Donner une idée sur I'état de résistance a I’hbpgtioua pendant la période
d’étude.

Cependant, la survenue de la Covid-19 a empéablkdminement de I'étude jusqu’au bout

en:

-réduisant la durée de I'étude qui a son tourigiiu I'effectif recensé de bactéries limitant

ainsi I'étude de profils de sensibilités de cedagermes.

-entravant la réalisation d’autres objectifs dantdrmation du personnel de laboratoire, le
changement de la fiche de résultats en se bagalet sieawardship et I'amélioration de la

relation clinicien-microbiologiste.

Ces limites engendrées par la covid-19 se soniitégs aux autres limites aussi
handicapantes a savoir le manque de matérielseamgue de communication avec les
prescripteurs.
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Au terme de cet humble travail, nous nous permsttt@mettre quelques recommandations

pratiques :

Il est primordial de se référer aux recommandatiba standardisation algérienne de
I'antibiogramme.
Il faut bien organiser le travail de fagon a leilfter et ne pas étre pris par le temps :

-Commencer toujours par lesstgsii prendront plus de temps et faire autre chose
entre temps.

-S’assurer toujours que la dgix@mles milieux est suffisante pour le travail du
lendemain, sinon les préparer la veille.

-Ranger les antibiotiques degeigagerme ou groupe de germes dans un panel a
part pour faciliter leur utilisation.

-1l est conseillé de faire un cahierpdillasse pour y enregistrer tous les résultats.

Il faut conserver les souches qui n'auront pasdtstcomplémentaires le jour méme dans
le milieu de conservation a base de lait pour pouege réisoler au temps voulu et avoir
des cultures fraiches.

s Il est conseillé de préparer tout le matériel dants avez besoin avant de commencer le
travail pour ne pas étre perturbé surtout pouCleld en microplagues qui demandent
beaucoup de concentration.

% La détermination de la CMI en milieu liquide estiéthode de référence, cependant, pour
de grandes séries, la détermination en milieu g€josur les germes diffusables sur
gélose) est plus pratique et moins laborieuse.

|l faut veiller a la vérification réguliére des datde péremption des disques
d’antibiotiques et de leur disponibilité pour poinfaire leur commande a temps.

s Il est préférable de mettre les milieux de cultuyesseront conserveés au réfrigérateur
dans des sachets hermétiquement fermés pour kevidessechement, I'oxydation des
géloses au sang frais et les contaminations.

% Il est préjudiciaux de favoriser le recyclage étbnomie de matériels en utilisant le dos
de pipettes pasteur déja utilisées pour la réaisakes trous des solutions
d’antibiotiques ,en lavant, stérilisant et réusihs les emboults, les flacons et les tubes.
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X/
L X4

Il est conseillé de favoriser 'ensemenceur ibéat cas de charge de travail pour gagner
plus de temps.

Il est préférable d'utiliser une source de lumi@aenpe) pour faciliter la lecture des tests
de diffusion de disques notamment pour les MH aig.sa

Il faut bien mélanger les solutions d’antibiotiq@esnt de les utiliser et veiller a ne pas
les contaminer.

En perspective, la perpétuité de ce travail estlitimmnée par la volonté du personnel du
laboratoire a adopter I'idée de centralisationadpdillasse d’antibiogramme et pousser
encore loin ses objectifs et perspectives, captogj “ la ou il y a une volonté, existe un

chemin”.







Annexe 1 : Classification des béta-lactamases.

Type Bush  Ambler  Giske Inhibiteur Exemple
Céphalosporinase de type AmpC 1 C ESBLy.c Cloxacilline  AmpC des entérobactéries du groupe
3 et leurs dérivés plasmidiques
Pénicillinase des bactéries 2a A - Clavulanate  Pénicillinase de Staphylococcus aureus
Gram positifs
Pénicillinase a spectre étroit 2b A - Clavulanate  TEM-1, SHV-1
Béta-lactamases a spectre élargi  2be A ESBL, Clavulanate  TEM-3, SHV-2, CTX-M, PER, VEB,
GES (170Gly)
Pénicillinases résistantes br A - - TEM-30
aux inhibiteurs
Complex mutant TEM lber A ESBL, - TEM-50
Carbeénicillinases plo A - Clavulanate  PSE-1
Oxacillinases 2d D - - OXA-1
Céfuroximases 2e A - Clavulanate  Cephalosporinase de Proteus vulgaris
Carbapénémases 2 A ESBLeagsaa  Clavulanate  KPC, GES (170Ser et 170Asn)
Métallo-béta-lactamases 3 B ESBLearans  EDTA VIM, IMP
Autres béta-lactamases 4 - - Penicillinase de Burkholderia cepacia
non classées

Annexe 2 : Classification des systémes de transpeurs et leurs fonctions.

N° Transporteur Position Types d’'ATB a Résistance Autres
extruder fonctions
01 SMR Membrane Cephalosporines, | gacigries Extruder,
interne aminoglycosides, gram positif bromure
erythromycine, et gram d'éthidium,
ampicilline, négatif. proflavine,
tétracyclines, safranine, etc.
amikacine,
vancomycine, etc
02 MFS Membrane Tétracycline, Bactéries lon métallique
interne guinolones, gram positif comme le
chloramphénicol, et gram cuivre, l'argent,
fluoroquinolones, négatif. etc
méthicilline, etc.
03 MATE Membrane Norfloxacine, Bactéries /
interne ciprofloxacine, gram positif
chloramphénicol, et gram
kanamycine, négatif.
ampicilline,
fluoroquinolones,
aminoglycosides,
etc.
04 ABC Tripartite Bacitracine, Bactéries, Toxines et
(intégrée dans colistine, plantes et autres
les protéines norfloxacine, animaux. antimicrobiens.




internes, tétracycline,
externes et de| aminoglycosides,
fusion) macrolides, etc.
05 RND Tripartite _B-lactames, Bactéries | Detergents tels
(intégrée dans| Cephalosporines, | gram nggatif| que Triton X-
les protéines fluoroqumolones, uniquement. 100, dodécyl
internes, macrolides, sulfate de
externes et del  chloramphénicol, sodium, sels
fusion) tétracyclines, biliaires et
novobiocine, acide désinfectants,
fusidique, violet cristal,
oxazolidinones et bromure
rifampicine, etc. d'éthidium...
06 PACE Membrane Chlorhexidine et | gacigries gram /
interne acriflavine négatif
uniguement

Annexe 3 : Technique suivie dans la méthode d'inhition de carbapénémeMIC >

Suspend full loop of
bacteria in H,O

Incubate for at least
6 hours 35°C

Add 10 pg
meropenem disk

Incubate for 2
hours 35°C

Read presence or absence
of inhibition zone

Place on Mueller Hinton agar
inoculated with E. coli ATCC 25922

+

Carbapenemase activity

No carbapenemase activity

.




Annexe 4 : Autres méthodes de détection de béta-tamases
1-Test de Masuda double disque

Dans ce test, E. coli ATCC 25922 a été tamponnédunite et un disque de pénicilline (10

U) a été placé au centre. Des disques de papierdibntenant la souche a tester ont été placés
a 10 mm du disque central. La distorsion de l'iitnib autour du disque placé au centre par

les disques contenant la souche a tester indigei@raduction de 3-lactamase positive.

Figure 1 : test de Masuda. A) résultat positif pauproduction dg-lactamase donnant lieu a
une distorsion de l'inhibition autour du disquetcapénicilline (P 10U)]; (B) L'absence
d'une zone d'inhibition irréguliére a été consid@rémme un résultat positif.

2-Méthode iodométrique

L'hydrolyse de la pénicilline produit de l'acidenmdloique, qui réduit l'iode, décolorant le
complexe amidon-iode. Cette réaction peut étrecétga pour détecter I'activifelactamase
dans des tubes ou sur des bandes de papier. @esaetsparticulierement sensibles pour la
pénicillinase staphylococcique, mais sont moinsiédes que la nitrocéfine pour la plupart
desp-lactamases des bactéries Gram-négatives.
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Annexe 5 : Signes indicateurs pour la déterminationles CMI de vancomycine chez
staphylocoques :

Suspicion de résistance a au moins un des glycopielgs

Diffusion en -Diametre d’inhibition < 17 mm autour du disquelde des deux
milieu gélosé | glycopeptides.

-Diametre d’inhibition autour du disque de téicaophee inférieur d’au
moins 3 mm a celui de la vancomycine.

-Quelques colonies présentes dans la zone d’ifdnbite 'un des deux

glycopeptides.
Automates -Catégorisation « R » a au moins l'ungigsopeptides.
Tests -Ensemencement d’une gélose Mueller-Hinton additéende 5 mg/L de
particuliers téicoplanine, par dép6t de iDd’'une suspension 2 McFarland.

-Ensemencement d’une gélose coeur-cerveau contémagt. de
vancomycine, par dép6t de jbd’'une suspension 0,5 McFarland.

Suspicion d’hétéro-VISA (uniquement si la souche esatégorisée «
S » a la vancomycine)

-CMI de la vancomycine égale a 2 mg/L

-Souche résistante a la méticilline, aux quinolpada rifampicine

et a la gentamicine.

Annexe 6 : Méthode de dépistage et de confirmatiate sensibilité diminuée aux
glycopeptide chezstaphylococcuspp

1-Détermination de CMI

La détermination de CMI se fait par méthode de aditution en milieu liquide ou E-test. Il
convient de noter que les résultats obtenus agemé&hodes de bande a gradient peuvent étre
0,5 a 1 fois plus élevés gue les résultats obtpausicrodilution en liquide.

La concentration critique selon EUCAST pour lagtasce a la vancomycine chez S. aureus
estla CMI>2 mg/ L. Les isolats avec des CMI aonées> 2 mg / L (selon la microdilution
en milieu liquide) doivent étre référés a un labaira de référence. hVISA ne sera pas
détecté par la détermination de MIC.

2-Test de dépistage a vancomycine

Sur une gélose BHI additionné de 6ug/ml vancomydf@l d’'une suspension de turbidité
égale a 0,5 Mac Farland est ensemencée ou a tlaideécouvillon trempé dans la
suspension et étalé sur une surface de 10-15 nan etries.

L'interprétation se fait soigneusement sous la @&miransmise apres incubation de 24h ; la
présence de plus d'une colonie ou d’un Iéger figrcbissance est considérée comme positif.

Ce test ne détecte pas de maniéere fiable toutseiehes de S. aureus intermédiaires a la
vancomycine. Certaines souches pour lesquellé€SNdgde la vancomycine sont de 4 g/
mL ne pousseront pas.

3-Test de dépistage a teicoplanine

Dix microlitres d’une suspension bactérienne dbitlité équivalente a 2 McFarland sont
délivrés en spot sur la surface de la gélose MHer@amt 5mg/l de teicoplanine. Apres




incubation de 24h a 48h a 35° C, la croissancealesies indique une sensibilité diminuée

aux glycopiptides.

4-Macro E-test

Des bandelettes E-test de vancomyine et teicoasont déeposées sur gélose BHI

préalablement ensemencé par 200ul d’'une suspenaid@rienne de la souche a tester. Cette

suspension a une turbidité équivalente a 2 McFarlan

Apres une incubation de 48h, le test est positd §§MI est supérieure ou égale a 8ug/ml

pour la vancomycine et la teicoplanine ou la CMIalteicoplanine seule est supérieure ou

égale a 12pg/mi

Comme les deux criteres incluent la teicoplaniegest de la vancomycine pourrait dépendre
du résultat du test de la teicoplanine. L'algorghserait alors:

>12mg/l: le test est
positif, il y aura VRSA,
VISA ou hVISA

Tester la teicoplanine, si

=8 : Il faut tester la
vancomycine

Si vancomycine >8mg/L,
peut étre VRSA, VISA ou
hVISA

Figure 1 : Algorithme de detection des staphyloas@ureus de sensibilité diminuée aux

glycopeptides.

Ce test était plus sensible (96%) et spécifiquéuOque I'Etest standard (82% et 93%,
respectivement) pour la détection de GISA / hGISA.

<8 : pas de VRSA VISA
ou hVISA

Les lectures ne sont pas des CMI. De plus, lene&it pas la différence entre hVISA, VISA

et VRSA.
5-Test PAP/AUC

Tout isolat de dépistage positif pour une sensébitduite et non identifié comme VRSA ou
VISA par la détermination de la CMI peut étre un®X et peut étre étudié par analyse de
population profil-aire sous la courbe (PAP-AUC).

Des colonies d’'une culture d’une nuit sont diludass une solution saline et étalées sur la
gélose BHI contenant 0, 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, F mig/l de la vancomycine. Apres incubation
de 24 h a 37°C, les colonies ont été comptéesiolGiJ/ml ont été traces par rapport a la




concentration de la vancomycine. Le graphique abteété utilisé pour calculer I'air sous la
courbe.

Un rapport entre ’AUC de la souche a tester sblache Mu3 (souche de référence hVISA)
qui interprété comme suit :

* Une ration< 0,9 indique VSSA
* Une ration entre 0,9 et 1,3 indique hISA
* Une ration> 1, 3 indique VISA

Cette méthode prend du temps et ne peut donc reastidisée dans la plupart des laboratoires
de routine.

Annexe 7 : Valeurs limites des diameétres des zong@'tnhibition pour les souches de
référence utilisées pour le contrdle de qualité.

e | arccrsa | aen | aeeemess
Ainilocine 30pg 19-28 20-26 18-28
Amoxicilline *+ Ac clavulanique 20/10ijg 18-24 26-36 —
Ainpicilline fOpg 16-22 27-35 —
Azithromycine 1569 — 21-26 —_

Ac nalidixique 30pg 22-28 — —
Aztreonam SOpg 28-38 - 23-29
Cefazoline 30pg 21-27 29-35 —_
Cefalotine SOpg 15-21 29-37 —_
Cefoxitine 30pg 23-29 23-20 —_
Cefotaxime SOpg 28&-35 25-31 18-22
Ceftriaxone 30pg 20-35 22-28 17-23
Ceftazidime SOpg — - 22-29
Ciprofioxacine spg 30-40 22-30 25-33
Colistine 10jig 11-17 — 11-17
ChlorampiTenicol 30pg 21-27 19-28 —
Clindamycine 239 — 24-30 -
Doxycycline 30pg 18-24 23-20 Non determine
Ertapeneme 10jjg 29-28 24-31 13-21
Erythroimycine 15pg - 22-30 —
Fosfomycine 200ljg 22-30 25-33 Non determine
Furanes 300pg 20-25 18-22 —

.



Annexe 8 : Liste d'antibiotiques a tester pour chage bactérie :

Bactéries non exigeants

Bactéries exigeants

Milieu : gélose MH /

Condition d'incubation : 352°C en aérobiose pendant 16224 h

Milieu : gélose MH-F

Condition d'incubation 3522°C en présence de 4 2 6%

€02 en aérobiose pendant 16 224 h
Entérobactéries Pseudomonas spp Acinetobacter spp Staphylococcus spp | Enterococeus spp Streptococcus spp. | Streptococeus p-
Groupe viridans hémolvtique
Ampicilline (10ug) Ticarcilline (75pg) Ticarcilline (75pg) Penicilline (10UT) Ampicilline (10ug) Pénicillme (CMI) Pénicilline (10UT)
Amoxicilline + acide Ticarcilline +acide [ Ticarcilline + acide | Oxacilline (CMI) Streptomycine (300pg) | Ampicilline (CMI) Ampicilline (10ug)
clavulanique (20/10ug) | clavulanique (75/10ug) | clavulanique (75/10pg)
Aztréonam (30ug) Pipéracillne (100ug) | Pipéracilline (100pg) | Céfoxitine (30ug) Gentamicine (120pg) | Céfotaxime (30ug) Erythromycine (15ug)
Cefalotme (30pg) Ceftazidime (30pg) | Ceftazdime (30pg) | Amukacine (30ug) Erythromycine (15ug) | Pnstinamycme (15ug) | Clindamycine (Sug)
Céfazoline (30pg) Aztréonam (30pg) Imupéneéme (10ug) Gentamicine (10ug) | Furanes (300ug) Tétracycline (30ug) | Pristinamycine (15pg)
Céfoxitine (30ug) Imipénéme (10ug) Amikacine (30ug) Kanamycine (30pg) | Teétracycline (30ug) Gentamicine (CMI) | Tétracycline (30pg)
Céfotaxime (30ug) Amukacine (30pg) Gentamucine (10ug) | Erythromycine (15pg) | Vancomycine (30ug) | Vancomycmne (30ug) | Ofloxactne (Sug)
Ceéftazidime (30pg) Gentamicine (10ug) | Tobramycine (10ug) | Clindamycine (Spg) | Teicoplanine (30pg) Rifampicine (30ug) | Lévofloxacine (Spg)
Imipéneme (10ug) Tobramycine (10ng) | Cotromoxazole Pnstinamycine (15ug) | Ciprofloxacine (Spg) | Chloramphenicol Chloramphenicol (30ug)
(1.25023.75ug) (30ug)
Ertapéneme (10g) Lévofloxacine (Sug) | Ciprofloxacine (Sug) | Ofloxacine (Sug) Lévofloxacne (ug) Erythromycine (15ug) | Vancomycine (30ug)
Amikacine (30pg) Ciprofloxacine (Spg) | Lévofloxacine (Spg) | Ciprofloxacine (Spg) | Rifampicine (Spg) Ofloxacine (Sug) Gentamicine (500pg)
Gentamicine (10ug) Fosfomycine Doxycycline (30ug) | Lévofloxacine (Sug) | Fosfomycmne (200ug) | Lévofloxacme (Sug) | Rifampicine (30pg)
Acide nalidixique (10pg) | Colistine (10ug) (CMI) | Colistine (CMI) Vancomycine (30ug) | quunupnistine- Clindamycine (Spg)
(CMD) dalfopristine (15ug)
Ciprofloxacine (Sug) Teicoplanme (30ug) | Chloramphenicol (30ug)
Colistine (CMI) Fosfomycine (V)
Chloramphénicol (30pg) Rifampicine (5pg)
Cotromoxazole Cotromoxazole
(1.25723.75p8) (1.2523.75u8)
Furanes (300g) Tétracycline (30pg)
Fosfomycine 200pg) Acide fusidique (10ug)
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Annexe 9 : Détermination de CMI par dilution en milieu liquide

N® Volume de Ia scolution Concentration Volume MH Inoculum Concentration

tube d’antibiotique a rajouter intermé&diaire suplémenté en finalef tube ou

ou (pg fml) sang ou non cupule (vol

cupule finall imltube

ou100ul /cupule)

1 0,25ml {ou 25 ul /cupule) 512 0,70 mi {ou SOpul Ntube (ou 128 pg/mi
de |a solution a 1024pug/ml 70ul) Sul /cupule)

2 0.25ml {ou 25 pl /cupule) 256 0,70 ml S5Oul /tube (ou 64 pg/ml
de la solution a 512pg/mi {ou 70ul) Sul fcupule)

3 0,25ml {ou 25 yul /cupule) 128 0.70 ml SOul ftube (ou 32 pg/mi
de la solution a 256ug/mi {ou 70ul) Sl fcupule)

4 0,25ml {ou 25 ul fcupule) €4 0,70 ml SOul ftube (ou 16 pg/ml
de la solution a 128ug/mi {(ou 70ul) Sul fcupule)

S 0,25ml {ou 25 ul /cupule) 32 0,70 ml 50ul ftube (ou 8 pg/ml
de |la solution a 64pg/ml {ou 70ul) Sul fcupule)

[53 0,25ml {ou 25 ul fcupule) 16 0,70 ml SOul ftube (ou 4 pg/ml
de la solution a 32ug/mi {(ou 70ul) Sul /cupule)

7 0,25ml {ou 25 ul /cupule) 8 0,70 ml 50ul ftube (ou 2 pg/ml
de |la solution a 16pg/ml {ou 70ul) Sul fcupule)

8 0,25ml {ou 25 ul /cupule) < 0.70 ml S50ul ftube (ou 1 pg/ml
de la solution & 8ug/mi {ou 70ul) Sul fcupule)

9 0.25ml {ou 25ul feupule) de 2 0,70 ml S0l ftube(ou 0,5 pg/ml
la solution a 4ug/mil {(ou 70ul) Sul fcupule)

10 0,25ml {ou 25ul feupule) de 1 0.70 ml S50ul ftube (ou 0,25 pg/ml
la solution & 2ug/mil {ou 70ul) Sul fcupule)

11 0,25ml {cu 25 ul /cupule) 0.5 0.70 ml SOyl ftube (ou 0,125 pyg/ml
de la solution & Tpg/mi {ou 70ul) Sul /cupule)

12 0,25ml {ou 25 ul /cupule) 0.25 0,70 ml 50ul ftube (ou 0,063 pg/mi
de la solution a 0.5ug/ml {ou 70ul) Sul fcupule)

13 0,25ml {cu 25 ul /cupule) 0,125 0,70 ml SOul ftube (ou 0,032 pg/ml
de la solution & 0,25pg/ml {ou 70ul) Sul /cupule)

14 0,25ml {ou 25 ul feupule) 0,063 0,70 ml SOul ftube (ou 0,016 pyg/mi
de la solution a 0,125ug/ml {ou 70ul) Sul /cupule)

Temoin | 0,25ml {ocu 25 ul /cupule) 0,70 ml 50ul ftube (ou
d'eau physiolegique {ou 70ul) Sul fcupule)

Annexe 10 : Mode opératoire de test de Tréfle

-Ensemencer une souche de®eusATCC 25923 sur une gélose MH pddoraxella
catarrhalis ouMH au sang cuit pouX.gonorrhoeae et Haemophilspp.

-Appliquer un disque de pénicilline G au centrdalboite dans le cas d'@taphylococcus

spp. ouNeisseria gonorrhoeagu un disque d'ampicilline dans le cildaemophiluspp.,

Enterococcuspp. ouMoraxella catarrhalis.

-Ensemencer en stries radiales (du centre de fa &d& périphérie) la souche a tester, une
souche témoin négatif (8ureusATCC 25923), une souche témoin positif é8reusATCC

43300).
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-Incuber la boite 18h a 35°C en atmosphére normath en atmosphére enrichie en CO2
pour Haemophiluspp, etN. gonorrhoeae.

<> Lecture et interprétation ;

La production de 3- lactamase (pénicillinase) paduche a étudier et la souche témoin
positif induit la culture de la souche témoin négaensible a la pénicilline) jusqu'au contact
du disque d'ampicilline ou de pénicilline

Annexe 11 : Technique de test de Hodge modifie
-Souche révélatricé.coli ATCC 25922

Préparer une suspension bactériesizecoli ATCC 25922 a 0.5 MF dans 5 ml d'eauphysiolo
gique

-Diluer cet inoculum au 1/£0° (0.5 ml de la suspension a 0.5 MF +4.5 ml d'eau
physiologique

-Ensemencer une gélose MH par écouvillonnage diagg&cher 3 a 5 mn.
-Déposer au centre un disque d'ertapénéme |0 pde(oweropénéme)

-A partir du disque, faire une inoculation en tearec la souche a tester et avec deux souches
de référencel.pneumoniad TCC BAA 1705 : carbapénémase positiveKgineumoniae
ATCC BAA-1706 : carbapénéemase négative

-Incuber a 35°C £2°C pendant 16 a 24 heures.
Interprétation :

-Apres 16 a24 H d'incubation, les souches prodiegride carbapénémase de type B vont
pousser jusqu'au contact du disque d'ertapénemempénéme

-Un test de Hodge modifié est positif qudestherichia coli ATC@5922 au contact d'une
souche productrice de carbapénemase de type Enérpr et croitre dans le diametre
d'inhibition endonnant un aspect d'invaginationadeulture.

-Un test de Hodge modifié est négatif quand ilangucune modification du diamétre
d'inhibition dEschehchia colATCC 25922 au contact des souches a étudier.




Annexe 12 : Résultats détails des tests complémeinés

N |dent|:llcat|0 CTX CZA MP BLSE Carbapenemases CASE

/ DDST Rappr::heme T | ppst | THM | eota | Cloxa
122 | Enterobacter| 06 06 25 - - - -/ / / +

cloacae

164 E.coli 06 06 | 22 + + + - - - +
180 | k.pneumoniae 11 06 26 + + + / / / +
220 E.cloacae 06 06 | 27 + + + / / / +
297 E.coli 06 06 | 23 B + + / / - +
309 E.coli 06 06 | 26 B + + / / - +
487 E.coli 18 06 34 + + + / / / +
499 | K.pneumonia| 06 06 | 28 + + + / / / +

e

598 E.coli 08 19 | 23 + + + / /1 +
676 E.cloacae 06 06 26 + + + / / / +
738 E.coli 11 06 | 22 + + + - - - +
747 E.coli 06 06 | 20 + + + - - - +
830 E.cloacae 13 21 23 + + + / / / +
835 E.coli 22 32 22 - - - - - +
839 E.coli 26 30 | 24 - - - / / / +
909 E.coli 06 15 | 20 + + + - - - +
1769 | Citrobacter 06 25 26 + + + / / / +

koseri
1859 Serratia 06 17 23 + + + / / / +
liquefaciens
1864 Serratia 06 19 20 + + + - - - +
odorifera
3a E.coli 06 06 24 - - - - + - +
(ERT
=21)
1875 Klebsiella 25 + + + / / / +
Spp




Acinetobacter baumannii

N° CAZ | IM BLSE Carbapenemases
P
/ DDST | Rapprochement | CDT | DDST | THM EDTA
158 13 07 - - - - + +
463 14 06 - - - - + +
903 07 06 - - - - + +
1777 08 06 - - - - + +
1893 06 06 - - - - + +
Pseudomonas aeroginosa
NUM CAZ IMP BLSE carbapénémase cephalosporina
ses
DDST | rapprochement | CDT | DDST | THM EDTA Test a
cloxacilline
351 29 22 + + + - - + +
(AT=22)
633 12 6 - - - - - Case/porine +
1864 15 20 - - - - - - +
831 32 14 - - + + - -
(AT=12)
180 31 21 / / / - - +
421 32 17 + + + - - -
(AT=06)
565 31 8 / / / - i A
1880 28 12 / / / - : A
836 26 18 / / / - : ] A
776 28 22 / / / - - - -
713 23 6 - - - - - Case/porine +
810 27 06 - - - - - Case/porine +

|
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Résume

Il s’agit d’un theme pratique qui consiste a mettineplace une paillasse d’antibiogramme
selon les recommandations du CLSI, Eucast et stdisdéion algérienne, pour améliorer les
résultats.

Parmi les 907 prélévements acheminés au laborafifeont constitué I'objet d’'une étude
prospective en leur faisant leurs tests de diffusie disques, leurs CMI et tests
complémentaires.

Les résultats montrent que la résistance a Bellstiaomparable pour certains antibiotiques
et différente pour d’autres par rapport aux r@ssiidu rapport national d’AARN de 2018 et
d’autres études régionales .Ces résultats peutrengxploités dans d’autres études de
résistance plus approfondies.

Mots clés : antibiogramme, antibiotique, CMI, testsnplémentaires.

Abstract

This is a practical theme which consists in settipgan antibiogram bench according to the
recommendations of the CLSI, Eucast and Algerianddrdisation, to improve the results.

Among the 907 samples sent to the laboratory, 28@ whe object of a prospective study by
doing their disc diffusion tests, MICs and completaey tests.

The results show that resistance to Belloua is @vaipe for some antibiotics and different
for others compared to the results of the natid#eRN report of 2018 and other regional
studies, which can be used in other more in-degdtstance studies.

Key words: antibiogram, antibiotic, MIC, complemannt tests



